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I. INTRODUCCION



La fotosintesis es un proceso bioquimico primario,
inico y fundamental, del que depende la vida en la Tierra;
esencialmente consiste en la conversidn por el reino vegetal
de la energia luminosa que procede del sol en energia electrd-
nica y subsiguientemente en energia quimica, que queda final-
mente almacenada en la biomasa fotosintetizada y en el oxigeno
liberado. Gracias a este proceso, las plantas verdes transfor-
man, a expensa de la luz solar, los sustratos estables de que

se alimentan en productos inestables ricos en energia.

Una gran variedad de organismos, tanto eucariotas como
procariotas, poseen la capacidad de llevar a cabo el proceso
fotosintético. Los eucariotas fotosintéticos comprenden no sb&-
lo las plantas verdes superiores, sino también formas inferio-
res, como son las algas pluricelulares y unicelulares verdes,
rojas y pardas, asi como las euglenales, dinoflageladas y dia-
tomeas. Entre los procariotas, las cianobacterias y las bacte-

rias plrpuras y verdes son organismos fotosinté&ticos.

Los demds organismos no fotosintéticos -que se alimen-
tan directa o indirectamente de los fotosintéticos- transfor-
man posteriormente, durante el proceso de la respiracidn, los
sustratos ricos en energia formados por el reino vegetal en
sus productos estables iniciales, a la par que aprovechan la
energia liberada en la degradacién oxidativa de los bioelemen-

tos reducidos para la sintesis de ATP.

Todos los organismos fotosintéticos, excepto las bac-
terias, utilizan el agua como donador inicial de electrones o
de hidrbgeno, desprendiendo como consecuencia oxigeno molecu-
lar. Las bacterias fotosintéticas utilizan en lugar de agua
otros compuestos mds reductores como donadores iniciales de
" electrones. Hoy estd definitivamente establecido que sdlo los
organismos fotosintéticos (salvo las bacterias, como ya se ha
expuesto) son capaces de fotoescindir el agua en hidrdgeno y

oxigeno, en tanto que todos los organismos aerdbicos pueden



transformar posteriormente, durante la respiracidn, la energia
redox almacenada conjuntamente en estos elementos en energia
quimica de enlace fosfato. El agua es, pues, tanto el sustrato
primario de la fotosintesis, como el producto final de la res-
piracidn aerbbica del hidrdgeno. Los organismos fotoergbnicos
y quimioergdnicos cierran asi lo que puede considerarse como

el ciclo bdsico del agua en bioenergética (Figura 1).

La realidad es, sin embargo, que ni la fotosintesis
termina normalmente con la fotdlisis del agua en hidrdgeno y
oxigeno molecular ni la respiracién se inicia siempre a partir
de electrones a dicho nivel de potencial. De hecho, las cé&lu-
las verdes no acumulan el poder reductor suministrado por la
fotodescomposicién del agua como hidrégeno'molecular, sino que
lo tfansfieren a través de transportadores de electrones ade-
cuados -ferredoxina y piridin nucledtidos- a los biocelementos
primordiales.

En el proceso fotosinté&tico se reducen, pues, a expen-
sas de la energia de la luz, con los electrones suministrados
en Gltimo t&rmino por el agua, el carbono del didxido de car-
bono a carbohidrato o hidrocarburo, el nitrégeno del nitrato o
del nitrdgeno molecular a amoniaco, y el azufre del sulfato a
sulfuro, incorpordndose todos ellos en material celular, mien-
tras que el oxigeno del agua se oxida a oxigeno molecular y se
libera como tal. La reduccidn fotosintética de estos biocele-
mentos requiere no sdlo poder reductor, sino, ademds, en la
mayoria de los casos, energia quimica de enlace. Esta energia
se genera, durante el proceso de fotofosforilacién , por
transduccidn de parte de la energia redox en energié dcido-ba-
se, y de &sta, a su vez, en energia de enlace fosfato. A dife-
rencia del carbono, nitrdgeno y azufre, el f&sforo no cambia
de valencia, sino que participa fundamentalmente en el proceso
a modo de lanzadera, pasando de fosfato inorg&nico estable a

fosfato rico en energia.
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Figura 1. Ciclo del agua en bioenergética

Durante la fotosintesis, los electrones procedentes de la oxi-
dacidn del agua a oxigeno molecular son impulsados cuesta
arriba, primero, a expensas de energia de la luz (hv), durante
la fase luminosa de la fotosintesis, hasta el nivel de poten-
cial del electrodo de hidrdgeno (e*), y después, a expensas de
la energia de enlace fosfato (vP), hasta el nivel de potencial
de los bioelementos primordiales. Posteriormente, durante la
respiracidn, los electrones suministrados por los bioelementos
reducidos (A" ) caen cuesta abajo, primero hasta el nivel de
potencial de los coenzimas redox durante los procesos
disimilatorios propios del catabolismo (e*), y después, en
cascada, hasta el oxigeno molecular, que se reduce a agua. La
energia redox liberada durante las fases anaerfSbica y aerdbica
de la respiracidén se transduce eventualmente, a nivel de sus~-

trato y de membrana, respectivamente, en energia de enlace
fosfato (wP).



En definitiva, se puede decir que, si bien la clorofi-
la "per se" constituye un sistema simple que s8lo permite la
conversidn de energia luminosa en energia redox, el proceso
"in vivo", al promover la creacidn de un gradiente transmem-
branal de protones, conlleva, ademds, la transduccibén simulta-
nea de la energia luminosa en energia &cido-base. El gradiente
de protonesi generado por 1los fotosistemas clorofilicos a
partir de la energia redox -en parte por liberacidn y fijacidn
de protones durante la fotooxidacidén del agua y la reduccidn
de los biocelementos y en parte por translocacidén de protones
durante el flujo fotosintético de electrones—~ constituye la
energia &cido-base que finalmente se transduce, a su vez, en
energia de enlace fosfato durante la fotofosforilacibn, que
consiste esencialmente en la sintesis de ATP a partir de ADP
y fosfato inorgdnico, catalizada por la ATP sintetasa. El
mecanismo Iintimo de 1la transduccidén de energia redox en
dcido-base, y de &sta en energia de enlace fosfato, continfa

siendo uno de los grandes enigmas de la bioenergética.

El aparato fotosinté&tico de las cé&lulas eucariotas se
encuentra localizado en membranas especiales de los cloroplas-
tos, llamadas tilacoides. Las cianobacterias y bacterias foto-
sintéticas carecen de cloroplastos, situdndose sus sistemas
fotosintéticos en la membrana celular o en estructuras espe-
ciales llamadas cromatdforos. Esta disposicibn del aparato fo-
tosintético permite una separacidn eficiente de carga a ambos
lados de la membrana y la creacidn del gradiente electroquimi-
co de protones.

EL mayor avance conceptual en la investigacidén acerca
de la organizacién y funcionamiento del aparato fotosinté&tico
fué la propuesta de la operacidn en serie de dos reacciones
luminosas, el llamado esquema en Z, que tuvo sus origenes en
los experimentos realizados por Emerson (Emerson y Arnold,
1932), quién observd la diferente eficacia de dos tipos de lu-

ces para activar la fotosintesis. El1 esquema en Z fué



inicialmente sugerido por Hill y Bendall (1960) y experimen-
talmente confirmado, independientemente y por varias vias, por
Losada et al. (1961) y Duysens y Amesz (1962). Estos filtimos
autores vieron que la luz roja de longitud de onda larga, que
excita predominantemente a lo que ellos llamaron el fotosis-
tema I, oxida al citocromo £, mientras que la luz roja de
menor longitud de onda, que excita al fotosistema II, lo
reduce.

Seglin el esquema m&s aceptado actualmente (Figura 2),
el aparato fotosinté&tico de las plantas verdes y cianobacte-
rias oxida el agua y transfiere los electrones al NADP+, con
una ganancia neta de potencial fotoquimico de 1,13 eV (a pH
7), utilizando la energia de dos cuantos de luz por electrén.
Las dos reacciones fotoquimicas primarias se producen en dos
fotosistemas diferentes. Cada fotosistema estd compuesto de un
centro de reaccibn, donde tiene lugar la conversidn primaria
de energia, asociado a varios cientos de moléculas de pigmen-
tos, clorofila y carotenoides, que funcionan como antena co-
lectora de luz que transfiere la energia absorbida como ener-

gia electrdnica de excitacibén a los centros de reaccidn.

Se conoce bastante bi&n la secuencia de transferencia
de electrones en el fotosistema II (Van Gorkom, 1985; Mathis y
Rutherford, 1987). El1 donador primario de electrones del
fotosistema II, P-680 (una o dos moléculas de clorofila),
transfiere un electrdn en su estado excitado a una molécula de
feofitina. El paso siguiente es la transferencia de un elec-
tré6n desde la feofitina a un aceptor de un electrdn tipo qui-
nona, Q,, asociado al complejo del fotosistema II. QA es
reoxidado por un aceptor de dos electrones, Q_,, que ha sido
identificado como una plastoquinona. Qg reducido dona los
electrones a un "pool" de quinonas, ya en la cadena principal

de transporte de electrones que conecta ambos fotosistemas.
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Figura 2. Esquema del transporte de electrones en la
fotosintesis oxigénica

Las flechas continuas (—) indican la direccidn del transpor-
te de electrones; (---—), transporte de protones a través de la
membrana del tilacoide; (--+), reacciones luminosas. Esquema
de Forti (1987). ‘
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La oxidacidn de P-680 genera un fuerte oxidante,
P—680+, el cual oxida al donador del fotosistema II, Y & 2,
propuesto recientemente como una semiquinona asociada a una
proteina (O'Malley y Babcock, 1984). En todo caso, se postuia
la existencia de alglin otro intermediario a este nivel. zt
oxida al complejo de rotura del agua, localizado en la cara
interna de 1la membrana tilacoidal, que necesita acumular
cuatro equivalentes de oxidacibén para romper el agua. La
participacidén del manganeso en esta reaccién no esta afin
perfectamente esclarecida.

La plastoquinona reducida transfiere los electrones al
centro de reaccidn del fotosistema I a través de una cadena de
transportadores, que parece incluir a un complejo que forman
el citocromo f, el citocromo b-563 y un centro de hierro-azu-
fre, y finalmente a la plastocianina, molécula soluble que se
sitia en el lumen del tilacoide y que es la responsable de re-
ducir al centro de reaccidn del fotosistema I. La participa-
cidn de los dos citocromos de tipo b que forman parte del apa-
rato fotosintético, el citocromo b-563 y b-559, en esta se-
cuencia del transporte no-ciclico de electrones estd todavia
en discusidn.

El donador primario del fotosistema I es P-700, que
al parecer consiste en un dimero de clorofila unido a una
proteina del centro de reaccién (Philipson et al., 1972). Los
aceptores primarios de P-700 presentan grandes problemas de
identificacién. Actualmente se piensa que entre P-700 y los
aceptores secundarios del fotosistema I existen dos transpor-
tadores de eiectrones, AO y Al (Sauer et al., 1978; Mathis et
al., 1978). AO, al parecer una clorofila, es el aceptor
directo del fotosistema I, y transferiria los electrones a Al'
identificado, aunque de forma muy preliminar, como una
quinona. Tras estos transportadores, y como aceptores
secundarios del centro de reaccién del fotosistema I, se han
identificado tres centros sulfoférricos: Fa, Fb y Fx (Malkin y
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Bearden, 1978). El aceptor estable del fotosistema I es la fe-
rredoxina, que, una vez reducida, transfiere el electrdn a la
ferredoxina-NADP-reductasa (FNR), que cataliza la reaccidn de
reduccidn del NADP+, producto final de la cadena fotosinté&tica
no ciclica de transporte de electrones. La ferredoxina catali-
za también el transporte ciclico de electrones alrededor del
fotosistema I, reduciendo a un componente (posiblemente el

citocromo b-563) de la cadena principal.

El esquema de Hill de dos fotorreacciones ha sido, sin
embargo, discutido por diversos autores. La propuesta mds re-
levante en este sentido es la realizada por Arnon y colabora-
dores (Knaff y Arnon, 1969b; Arnon, 1977; Arnon et al., 1981),
que postulan la existencia de tres fotorreacciones en el
aparato fotosint&tico. Seglin este esquema, el fotosistema II
podria tener dos fotorreacciones diferentes con dos aceptores
tambié&n diferentes, ferredoxina y QA‘ El1 fotosistema II, de
esta forma, seria capaz de reducir directamente a la ferredo-
‘xina y subsecuentemente al NADP+. La funcién del fotosistema I

se limitarfa a catalizar la fotofosforilacién ciclica.

Aunque ya en los afios cuarenta se sugirid un papel im-
portante del ATP en la fotosintesis, no fué hasta la siguiente
década cuando se consiguid la primera demostracidn del proceso
de fotofosforilacién (Arnon et al., 1954). Se pudo comprobar
que la formacidén de ATP estaba acoplada a dos tipos de reac-
ciones dependientes del transporte electrbnico inducido por

luz: la fotofosforilacidn no-ciclica y ciclica.

El mecanismo de 1la fotofosforilacién no se conoce,
aunque la formulacidén de la teoria quimiosmdtica de Mitchel
(Boyer et al., 1977) establecid un modelo de acoplamiento a
través de protones entre el transporte de electrones y la sin-
tesis ATP. Segfin esta teoria, la energia necesaria para la

sintesis de ATP es suministrada por la fuerza protonmotriz,
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constituida por dos componentes: potencial de membrana y gra-
diente transmembranal de pH.

El modelo quimiosmdtico adscribe los sitios transduc-
tores de energia tanto a las reacciones redox de la
fotooxidacidbn del agua como a las del transporte no-ciclico de
electrones, que, de una manera u otra, liberan o introducen
protones en el espacio intratilacoidal. Aunque el mecanismo de
la transduccidn de energia redox en energia &cido-base durante
el transporte no-ciclico y ciclico de electrones no estd toda-
via establecido, se ha propuesto que las plastoquinonas o los

citocromos b-559 y b-563 pueden actuar como sistemas redox

vectoriales translocadores de protones.

En resumen, en el proceso fotosintético se realiza la
conversién de la energia luminosa en energia redox, transdu-
ciéndose después parte de esta energia redox en energia &ci-
do-base, y &sta, a su vez, en energia de enlace fosfato. La
energia asi generada se emplea en la asimilacién fotosintética

de los biocelementos primordiales.

Descubrimiento e investigaciones preliminares sobre el

citocromo b-559

Los citocromos constituyen un amplio grupo de hemopro-
teinas que funcionan cataliticamente como transportadores de
electrones en reacciones celulares asociadas a las principales
rutas bioenergéticas de los organismos vivos, tales como la
respiracién y la fotosintesis. Estos pigmentos celulares fue-
ron observados por primera vez por MacMunn (1884-1886), pero
fue Keilin (1925) el primero que los estudid e identificd, de-
tectando que sufrian cambios espectrales reversibles en teji-
dos de animales y plantas y en bacterias. Este autor estable-
cidé la posible participacién de estos pigmentos en reacciones

de O6xido-reduccibén de la respiracién en una gran variedad de
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especies animales y vegetales. Poco después se demostrd la
universalidad de estos pigmentos, al encontrarse en las partes
verdes de las plantas (Hill y Scarisbrick, 1951). Los
citocromos respiratorios estdn asociados a las membranas de
mitocondrias y bacterias, y los citocromos fotosinté&ticos a
las membranas de cloroplastos y de bacterias fotosintéticas
(Lemberg y Barrett, 1973). Adem3s, existen otros citocromos

que se encuentran en solucibdn en el citoplasma celular.

La capacidad de estos citocromos para transportar
electrones reside en su grupo prostético, un hemo, que consis-
te en un &tomo de hierro unido a un anillo tetrapirrdlico
(porfirina). El1 grupo hemo se une a la proteina a través de
las posiciones quinta y sexta de coordinacidn del hierro y, en
su caso, a través de la porfirina. La naturaleza de la
porfirina y del resto proteico determinan el tipo de
citocromo. La actuacidn de estas moléculas como transportado-
res de electrones se debe a que el hierro experimenta cambios
" reversibles entre sus formas oxidada y reducida. Estos cambios
redox se acompafian de cambios de absorbancia caracteristicos
en tres bandas, que dependen del tipo de citocromo. La banda
a varia para los distintos tipos de citocromos entre 550 y
610 nm, la (3 entre 520 y 535 nm y la 7y (Soret) entre 415 y 452
nm. El estado redox de un citocromo se puede determinar
espectrofotométricamente por la magnitud de los picos
exhibidos en las tres bandas. En su forma reducida, aparecen
picos en las tres bandas, mientras que en la forma oxidada los
picos o vy B desaparecen, y el pico < disminuye en

intensidad y se desplaza hacia la zona violeta del espectro.

Los citocromos se clasifican, por lo general, en base
al mdximo de absorcibn en su banda o . Asi, los citocromos
denominados a absorben entre 565 y 610 nm; los citocromos b

entre 556 y 565 nm y los citocromos ¢ entre 550 y 555 nm.
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El estudio de los citocromos se inicidé en sistemas
respiratorios, siendo posterior su deteccién y andlisis en
sistema fotosintéticos. Los citocromos, asi como el resto de
los componentes de la cadena transportadora de electrones en
la respiracién,‘han sido extensamente estudiados (Chance et
al., 1970; wilson et al., 1972; Lemberg y Barrett, 1973); al-
gunos, como los de tipo ¢, en tal medida, que se han podido
hacer estudios evolutivos basados en la conservacidn de la es-
tructura de esta proteina, gque permanece extraordinariamente
inalterada (Dickerson, 1980).

Los citocromos implicados en la cadena fotosintética
de transporte de electrones han sido exhaustivamente estudia-
dos (Bendall et al., 1971; Cramer, 1977; Cramer y Whitmarsh,
1977; Bendall, 1982), aunque, afin en la actualidad, algunos de
los resultados son discutidos, sobre todo, en cuanto a la lo-
calizacidn y funcidn de estos componentes (Bendall, 1982). En
cloroplastos existen menos especies de citocromos que en mito-
condrias; en concreto tres: citocromo £ (Hill y Scarisbrick,
1951; Davenport, 1952), citocromo b-563 (Davenport, 1952;
Hill, 1954) y citocromo b-559 (Hill y Scarisbrick, 1951;
Bendall y Hill, 1956).

Respecto a la funcidn y localizacidn de los citocromos
fotosintéticos, parece clara la participacién del citocromo £
en los flujos no-ciclico y ciclico, y del b-563 en éste Gltimo.
(Cramer, 1977; Bendall, 1982); sin embargo, con respecto al
citocromo b-559 no existe consenso en cuanto a su localizacidn
y funcidén en la cadena de transporte electrénico. El hecho de
que se presente, al igqual que el citocromo b-566 de mito-
condrias, en dos formas con distinto potencial ha llevado a
sugerir su posible implicacidn en el sitio de transduccidén de
energia durante la fosforilacidén no-ciclica (Cramer y Horton,
1975; Butler, 1978; Losada et al., 1983; Hervas et al., 1985).
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Este controvertido citocromo fué identificado por pri-
mera vez por Hill y Scarisbrick (1951), quienes lo denominaron
citocromo b3 (m&ximo de absorbancia en la banda o a 559,7 nm),
siguiendo la nomenclatura usada en la &poca para nombrar las
hemoproteinas, que identificaba a los citocromos con niimeros
crecientes segfin el orden de descubrimiento. Esta nomenclatura
se tornd imprecisa al ir surgiendo nuevos citocromos, por lo
cual, a principios de los afios setenta, el Comité& para la No-
menclatura de los Citocromos de la Unién Internacional de Bio-
quimica recomendd designar a los citocromos de tipo b de
acuerdo con la posicién de su miximo en la banda & en
espectros diferenciales reducido menos oxidado a temperatura
ambiente. Tal es el caso de los citocromos b-563 y b-559 de
cloroplastos, antes nombrado b6 y b3, respectivamente, o de
los citocromos b-562 y b-566 de mitocondrias, antes bK y bT.

Bendall y Hill (1956) encontraron este nuevo componen-
te en cloroplastos de guisante, pero fue Lundegardh (1961,
1962) quién aportd la evidencia espectrofotométrica mds clara
respecto a la existencia del citocromo b-559, al observar una
banda de absorcidn caracteristica a 559 nm en cloroplastos. La
presencia de este citocromo en cloroplastos de diversas fuen-
tes fué posteriormente confirmada por varios autores (Levine y
Gorman, 1966; Cramer y Butler, 1967).

Propiedades redox y &cido-base del citocromo b-559

Uno de los hechos que m&s ha llamado la atencidn desde
el principio acerca del citocromo b-559 ha sido su existencia
en dos formas con distintos potenciales de 6xido-reduccidn. La
primera observacién en este sentido fue hecha por Bendall
(1968) en cloroplastos de guisantes, donde determind la exis-
tencia de un citocromo b-559 con un potencial de + 370 mV, y
un segundo citocromo tipo b con m&ximo en la banda « de 559

nm no reducible por ascorbato y si por ditionito (con un
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potencial de + 2q.nN). Ikegami et al. (1968) detectaron en

cloroplastos del alga verde Euglena gracilis un citocromo

b-558 con un potencial de + 320 mV entre pH 6 y 9.

Cramer et al. (1971) detectaron las dos formas de po-
tencial del citocromo b-559 en cloroplastos de espinaca y le-
chuga y definieron 1la forma de alto potencial por su
reducibilidad por hidroquinona y la de bajo potencial por su
reducibilidad por ditionito. Desde entonces, diversos autores
han descrito los llamados citocromo b-559 de alto potencial y
citocromo b-559 de bajo potencial en una gran variedad de or-
ganismos.

En cloroplastos de espinaca, Knaff y Arnon (1971) de-
terminaron un potencial de + 325mV a pH 8,2 para el citocromo
b-559 de alto potencial; Boardman et al. (1971) obtuvieron,
por su parte, un potencial de + 350 mV a pH 7,2; Knaff (1975),
+ 375 mV en el intervalo de pH 6,0 a 8,0, y Horton et al.
(1976), + 395 mV a pH 7,8. Rich y Bendall (1980) determinaron
un valor de potencial del citocromo b-559 en cloroplastos de
lechuga de + 370 mV entre pH 6,0 y 8,0. Los experimentos rea-
lizados con cloroplastos de cebada proporcionaron resultados
similares. En lo que respecta a la forma de bajo potencial del
citocromo b-559, Fan y Cramer (1970) estimaron un potencial
medio de + 40 mv, + 80 mV y + 120 mV, a pHs 6,0, 7,0 y 8,0,
respectivamente, en cloroplastos de espinaca; mientras que,
por el contrario, Rich y Bendall (1980) determinaron un valor
constante de + 20 mV en el intervalo de pH 6,0 a 8,0 para este

citocromo en cloroplastos de lechuga y cebada.

Knaff (1975) ha sugerido que el citocromo b-559 de al-
to potencial tendria un PK, de 6,0 y que tomarfia un protdn por
electrdn por debajo de este pKa’ ya que el potencial medio ob-
servado era de + 375 mV por encima de pH 6,0, pero subia a
400 mv a pH 5,5. Estos resultados contradicen los de Horton y

Cramer (1975b), que describieron una disminucidén del potencial
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medio del citocromo b-559 de alto potencial en cloroplastos de
espinaca a bajo pH. De acuerdo con Horton et al. (1976), este
efecto se revierte subiendo el pH y es inhibido por DCMU. Es-
tos autores obtienen unos valores de potencial de + 395 mV a
pH 7,8; + 335 mV a pH 5,0 y + 380 mV a pH 5,0 y en presencia
del herbicida. M&s recientemente, nuestro grupo (Galvén et
al., 1983; Hervds et al., 1984 y Hervds et al., 1985) ha obte-
nido resultados que indican que el potencial medio del
citocromo b-559 de alto potencial de cloroplastos de espinaca
es independiente del pH en el intervalo de pH 6,5 a 8,5 (E'O,
+ 340 mV), mientras que el potencial del citocromo b-559 de
bajo potencial es independiente del pH por encima de 7,6 (E'O,
pH>7,6, + 75 mV), variando el potencial por debajo de este va-
lor de PK, con una pendiente de -60 mV/unidad de pH.

La forma de alto potencial del citocromo b-559 es 1l&-
bil. Tratamientos que alteran la estructura de la membrana,
como el envejecimiento, la sonicacibn, el calentamiento, la
incubacidén con tampdén Tris o Tritén X-100, la adicidén de CCCP,
la digestidn con tripsina o el lavado con NaCl producen la
conversidn de esta forma en la de bajo (Cramer et al., 1971;
Wada y Arnon, 1971; Cox y Bendall, 1972; Galvdn et al., 1983;
Hervds et al., 1984; Hervds et al., 1985; Briantais et al.,
1985; Ghanotakis et al., 1986). Esta transformacidén ha sido
usualmente considerada como irreversible. La reversibilidad
del cambio se ha descrito en cloroplastos de espinaca y gui-
sante a los que se les extrae la plastoquinona con hexano y
heptano, restaurdndose la forma de alto potencial al anadir de
nuevo plasﬁoquinona (Okayama y Butler, 1972; Cox y Bendall,
1974). Muchos tratamientos que inhiben la oxidacidn del agua
por el fotosistema II tambi&n causan un decrecimiento en el
potencial medio del citocromo b-559; asi, mientras que en pre-
paraciones frescas predomina la forma de alto potencial, en
preparaciones tratadas con diversos agentes que alteran este
sistema predomina la forma de bajo potencial (Wada y Arnon,
1971; Cox y Bendall, 1972). El tratamiento con hidroxilamina y
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luz de cloroplastos de guisante (Horton y Croze, 1977) produce
una pérdida de Mn en el sistema de oxidacibén del agua, y, por
tanto, una pérdida de actividad del fotosistema II, que es
acompanada de un aumento de la forma de bajo potencial del
citocromo b-559.

Las propiedades redox del citocromo b-559 han sido
tambi&n caracterizadas por espectroscopia de resonancia
paramagnética del electrdn en membranas tilacoidales
(Bergstrdm y Vanngard, 1982), particulas del fotosistema II
(Ghanotakis et al., 1986) y en la proteina purificada (Babcock
et al., 1985). Se ‘detectan dos sefiales, clasificadas como
hemos de bajo spin, con valores de g, de 2,94 y 3,08, que
desaparecen por reduccién y que se asignan a las formas
oxidadas de alto y bajo potencial del citocromo b-559.

Se admite generalmente (Heber et al., 1979; Bendall,
1982; Tsujimoto y Arnon, 1985; Cramer et al., 1986; Rao et
al., 1986; Barber et al., 1987; Bendall y Rolfe, 1987) que la
forma de alto potencial del citocromo b-559 es la relevante
desde el punto de vista fisiolbdgico y que la forma de bajo po-
tencial surge por la alteracidn de la de alto potencial, sien-
do por tanto una especie no fisioldgica. La forma de alto po-
tencial del citocromo estd sin duda estrechamente asociada al
fotosistema II y se localiza Ginicamente en las regiones apila-
das de los cloroplastos que constituyen los granas. Algunos
autores (Anderson y Boardman, 1973; Knaff y Malkin, 1973;
Heber et al., 1979; Rich y Bendall, 1980; Bendall, 1982; Rao
et al., 1986; Bendall y Rolfe, 1987) afirman que el cloroplas-
to contiene normalmente otra forma fisiolbégica de bajo poten-
cial del citocromo b-559, que se encuentra asociada al
fotosistema I y que posee un potencial medio menor que la for-
ma de alto potencial alterada. De acuerdo con estos autores,
cuando se fraccionan 1los cloroplastos con digitonina, el
citocromo b-559 de alto potencial permanece asociado al

fotosistema II, mientras que la especie fisiolbgica de bajo
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potencial -que se localiza en las membranas tilacoidales no
apiladas- aparece en el fotosistema I (Anderson y Boardman,
1973; Knaff y Malkin, 1973; Heber et al., 1979; Peters et al.,
1983; Barber et al., 1987) o asociada al complejo b6f
(Anderson y Boardman, 1973; Wood y Bendall, 1976; Cox, 1979;
Rich et al., 1980). Diversos autores apoyan la teoria de
origenes separados para las dos formas del citocromo b-559 en
base, principalmente, a su aparente diversidad funcional, o
por la diferente respuesta a tratamientos con detergentes o
fraccionamientos mecdnicos. La cuestidn se complica por el
hecho de que diversos autores han detectado un amplio
intervalo de formas redox intermedias (Wasserman, 1980;
Bendall, 1982; Matsuda y Butler, 1983a; Tsujimoto y Arnon,
1985; Cramer et al., 1986; Bendall y Rolfe, 1987). Nuestro
grupo (Hervds et al., 1985) ha presentado recientemente
resultados que sugieren que las formas de alto y bajo poten-
cial son especies moleculares interconvertibles de la misma
hemoproteina. Asi, la conversidén de la forma de alto potencial
del citocromo b-559 en la de bajo proporciona un espectro que
es la suma de los dos componentes existentes en los
cloroplastos sin tratar. Esto ocurre cualquiera que sea el
tratamiento utilizado para transformar la forma de alto poten-
cial en la de bajo: sonicacién, calentamiento, envejecimiento,
etc. (Galvéan, 1981).

Matsuda y Butler (1983b) han conseqguido revertir parte
de la forma de bajo potencial del citocromo b-559 en la de al-
to por inclusidn del citocromo purificado de cloroplastos de
espinaca, que se encuentra exclusivamente en la forma de bajo
potencial, en vesiculas lipidicas formadas con lipidos de 1la
membrana del cloroplasto. Despuds de 1la integracidn del
citocromo b-559, 1los autores detectan una fracccidén de
citocromo reducible por hidroquinona en los liposomas, lo que
pone de manifiesto la existencia de la forma de alto potencial
del citocromo b-559 y, por tanto, la interconversidén entre am-
bas formas.
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Lugar de actuacidn del citocromo b-559 durante el

transporte electrdnico fotosintético

Uno de los aspectos m&s estudiados, y a la vez mds
controvertidos, acerca del citocromo b-559 ha sido su locali-
zacidén y posible funcidn en el aparato fotosintético. Las in-
vestigaciones sobre la localizacién de este citocromo en la
cadena fotosinté&tica de transporte de electrones se han lleva-
do a cabo, bisicamente, a través del estudio de los cambios de
absorbancia inducidos por luces selectivas de los fotosistemas
I yv II en preparaciones frescas de cloroplastos de plantas su-
periores. En este campo se han obtenido resultados muy dispa-
res.

Lundegardh (1965) analizd por primera vez desde el
punto de vista espectroscépico los cambios de absorbancia in-
ducidos por luz en el llamado citocromo bg, concluyendo, en
base a las modificaciones de las fotorreacciones producidas
por la adicidn de DCMU, que este citocromo estaba implicado en
el sistema de rotura del agua en el fotosistema II. En esta
linea, Bendall y Sofrovd (1971) propusieron que el citocromo
b-559 de alto potencial podria tener una funcidn especifica
como transportador de electrones en el sistema del rotura de
agua. Esta teoria fué posteriormente desechada al no encon-
trarse correlacidén entre la pérdida de actividad del fotosis-
tema II y la conversidn del citocromo b-559 de alto potencial

en una o mds formas de bajo potencial (Cox y Bendall, 1972).

La reduccidn del citocromo b-559 por luz selectiva del
fotosistema II y su oxidacidn por luz del fotosistema I ha si-
do puesta de manifiesto por numerosos autores en diferentes
condiciones. Estas reacciones han sido observadas en presencia
de - pequefias concentraciones de agentes no fisioldgicos como
FCCP (Cramer y Butler, 1967; B8hme y Cramer, 1971; Cramer et
al., 1971) y PMS (Horton y Cramer, 1975a). También se han

puesto de manifiesto en ausencia de agentes artificiales, por
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ejemplo, acidificando el pH externo por debajo de 6,5 (Horton
y Cramer, 1975b) y después de iluminar los cloroplastos con
luz actinica de alta intensidad (Hind y Nakatani, 1970; Horton
y Cramer, 1975a).

Knaff (1973) observd en fragmentos de Nostoc muscorum

sin ninguna adicién fotorreduccidn del citocromo b-559 por luz
del fotosistema II y fotooxidacidn por luz del fotosistema I.
Idénticos resultados obtuvieron Ben Hayyim y Avron (1970) en
cloroplastos de lechuga. Satoh y Katoh (1972) mostraron que en
cloroplastos de espinaca en condiciones fisioldgicas, la Gnica
fotorreaccién del citocromo b-559 era su reduccién por el
fotosistema II; tras 1la adicién de DCMU desaparece la
fotorreduccidn y aparece una fotooxidacidén del citocromo b-559
por el fotosistema II. Sin embargo, Anderson et al. (1973) no
observaron cambios redox inducidos por luz en el citocromo
b-559 en cloroplastos de espinaca no tratados. En presencia de
CCCP o FCCP, el citocromo b-559 se fotooxidaba por luz de 665
nm y por luz roja de mayor longitud de onda, aunque era m&s
efectiva la primera (Heber et al., 1979).

Numerosos autores han confirmado el blogueo por DCMU
de la fotorreduccidén del citocromo b-559 por 1luz del
fotosistema II (Levine y Gorman, 1966; Cramer y Butler, 1967;
Ben Hayyin y Avron, 1970; Anderson et al., 1973).

Los resultados obtenidos en cloroplastos tratados con
DBMIB son contradictorios. Por una parte (BShme y Cramer,
1971; Anderson et al., 1973) se ha observado‘que este agente
produce la inhibicidén de la fotooxidacidén del citocromo b-559
inducida por el fotosistema I. Sin embargo, Knaff (1973) en-
contrd que el DBMIB bloqueaba la fotorreduccién del citocromo
por el fotosistema II, no afectando a la fotooxidacifn induci- -

da por el fotosistema I.
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Uno de los problemas m&s importantes respecto a la ac-
tuacidn del citocromo b-559 en la cadena principal de trans-
“porte de electrones ha sido la cinética tan lenta de los cams-
bios redox inducidos por luz en este citocromo, en contraste
con las cinéticas de 1la plastoquinona y el citocromo f£.
Whitmarsh y Cramer (1977) realizaron un analisis cinético de
estos cambios redox en cloroplastos bien acoplados, encontran-
do que el tiempo medio de reducciédn del citocromo b-559 por el
fotosistema II era de 100 ms, mientras que para la reduccidn
de la plastoquinona se obtenian valores de 6-10 ms. Este tiem-
po era del orden de 1/15 o 1/20 del tiempo minimo determinado
para el transporte de electrones entre plastoquinona vy
citocromo £, concluyendo estos autores, por tanto, que el
citocromo b-559 en ninglin caso podia funcionar en la cadena
principal de transporte de electrones.

Un hecho muy importante, a este respecto, es la pro-
puesta realizada por Hill y Bendall (1960) de la existencia de
un sitio de fosforilacidn entre el citocromo b-559 y el £, ba-
sada inicialmente en la diferencia de potencial entre los dos
citocromos. Los resultados de Rumberg (1965) y Cramer y Butler
(1967) apoyan la idea de que el transporte de electrones entre
ambos citocromos es un paso lento que limita el transporte ge-
neral. El1 desacoplante CCCP, aunque no el amonio, aceleran es-
te paso (Cramer y Butler, 1967; Hildreth, 1968). Larkum y
Bonner (1972) compararon el efecto del CCCP sobre la
fotooxidacidn del citocromo b-559 por el fotosistema I con el
efecto de otros agentes desacoplantes, sugiriendo que, ademis
de su accibdn primaria como desacoplante, el CCCP produce otros
efectos. Ben Hayyin y Avron (1970) observaron que en presencia
+ P,, ADP) y
luz, el equilibrio redox de los citocromos b-559 y f cambiaba

de agentes desacoplantes o fotofosforilantes (Mg+

hacia un mayor nivel de reduccidn, lo cual sugeria la locali-
zacidén de un sitio de fosforilacidén antes de ambos citocromos.
Sin embargo, Knaff (1973) encontrd que en presencia de ADP y

luz, sd8lo el nivel de reduccién del citocromo f aumentaba, no
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afectindose el equilibrio redox del citocromo b-559, conclu-

yendo, por tanto, que el sitio de fosforilacidn estaba entre
ambos citocromos.

Whitmarsh y Cramer (1978) compararon el efecto de la
gramicidina sobre la fotorreduccidn de los citocromos b-559 y
f por el fotosistema II, concluyendo que el citocromo b-559
compite con el f por 1los electrones del "pool"™ de
plastoquinona. Este desacoplante aceleraba la reduccidn del
citocromo f y de los donadores del fotosistema I y aumentaba
el tiempo medio de reduccidén del citocromo b-559 a mas de
200 ms, respecto a 100 ms en cloroplastos bien acoplados. Es-
tos experimentos llevaron a los autores a proponer un modelo
de rama lateral de transferencia de electrones gespecto a la
cadena principal donde intervendrfia el citocromo b-559 de alto

potencial.

La implicacibén del citocromo b-559 en un ciclo alrede-
dor .del fotosistema II ha sido sugerida por varios autores
(Boardman et al., 1971; Cramer y B&hme, 1972) en base a la
fotooxidacidn del citocromo por el fotosistema II observada a
temperaturas criogénicas (Knaff y Arnon, 1969; Bendall y
Sofrovad, 1971; Erixon y Butler, 197la y b; Aparicio et al.,
1974) o después del +tratamiento con Tris (Knaff y Arnon,
1969). En este sentido apuntaba la correlacidn detectada por
Cramer y B8hme (1972) entre el aumento de fluorescencia de la
clorofila y la disminucién de la forma de alto potencial en
cloroplastos tratados con hidroxilamina, FCCP o antimicina A.
El problema fundamental de esta via, en términqs de su posible
funcidén fisioldgica, es que se trata de un paso muy lento. De
hecho, no se ha observado oxidacibén significativa del
citocromo b-559 por el fotosistema II en cloroplastos con un
sistema de rotura del agua completamente funcional. Ademis, -
no parece existir correlacidn entre las altas concentraciones
o tiempos de incubacidén necesarios para que los llamados
agentes ADRY, CCCP o FCCP, bloqueen el sistema de
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rotura del agua y las necesarias para observar la aceleraciéh
de la oxidacidn del citocromo b-559 por el fotosistema I
(Cramer et al., 1979).

El citocromo b-559 en particulas del fotosistema II

A comienzos de los afios setenta, varios autores obtu-
vieron, mediante el tratamiento de cloroplastos de espinaca
con Tritdén X-100 o digitonina, preparaciones de particulas del
fotosistema II. Estas particulas presentaban una actividad
fotoquimica muy baja con agua como donador de electrones, lo
cual inducfa a pensar que en ellas el sistema de rotura estaba
muy alterado. En estas particulas estd comfinmente aceptado que
sb6lo aparece un tipo de citocromo, el citocromo b-559, en su
forma de bajo potencial, no apareciendo en ningfin caso ni el
citocromo b-563 ni el citocromo f£. Hind y Nakatani (1970) de-
terminaron en estas preparaciones un potencial redox est&ndar
para el citocromo b-559 de + 55 mV a pH 7 y Ke et al. (1972),
de + 58 mV a pH 7. Sin embargo, los resultados son contradic-
torios en lo referente a las fotorreacciones de este citocromo
en particulas del fotosistema II. Ke et al. (1972) observaron
una fotorreduccidn reversible del citocromo b-559 a temperatu-
ra ambiente, que no era blogqueada por DCMU. Sin embargo,
Wessels et al. (1973) detectaron un ligera ,oxidacién del
citocromo b-559 a temperatura ambiente. Diversos autores
(Boardman, 1972; Wessels et al., 1973) han observado 1la
fotooxidacidn del citocromo b-559 a la temperatura del nitrd-
geno liquido en particulas del fotosistema II. Ke et al.
(1972), sin embargo, no observan esta reaccidén. En los frag-
mentos de fotosistema II preparados por Arnon et al. (1970) y
Huzisige y Takimoto (1974), el citocromo b-559 se fotooxida a
temperatura ambiente tras la adicién de plastocianina, blo-
quedndose la reaccidén por DCMU (Knaff y Arnon, 1969c).
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A comienzos de los afios ochenta, Berthold et al.
(1981) y KRuwabara y Murata (1982) describieron un método de
aislamiento de particulas del fotosistema II, mediante el tra-
tamiento de las membranas tilacoidales de espinaca con Tritdn
X-100, que desprendian oxigeno. Estas preparaciones presentan
altas tasas de desprendimiento de oxigeno y est&n libres de
fotosistema I y del complejo b6f, conteniendo cantidades va-
riables de citocromo b-559 (alrededor de 2 moléculas por cen-—
tro de reaccibn) en sus formas de alto y bajo potencial. Una
propiedad interesante de las particulas del fotosistema II ex-
traidas seglin el m&todo de Kuwabara y Murata es la gran esta-
bilidad que muestra el sistema de rotura del agua, lo qué con-
trasta notablemente <con la labilidad del sistema en
tilacoides. Sin embargo, en este tipo de particulas no se ha
realizado un estudio detallado ni de las propiedades redox y
dcido~-base ni de las fotorreacciones del citocromo b-559. En
este sentido, s8lo existe una pequefia mencién de Lam et al.
(1983), que observaron fotooxidacidén del citocromo b-559 y de
Ghanotakis et al. (1984), que no detectan cambios redox indu-
cidos por 1luz.

Recientemente, Yamada et al. (1987) y Nanba y Satoh
(1987) han demostrado que el citocromo b-559 se encuentra es-
tructuralmente asociado al centro de reaccién del fotosistema
II. Nanba y Satoh (1987) han purificado el centro de reaccidn
del fotosistema II, conteniendo finicamente los polipéptidos D1
y D2 y el citocromo b-559 (dos polipéptidos, de 9 y 4,5 kDa),
Yy que tiene la capacidad de acumulacidén fotoquimica reversible
de feofitina reducida. Barber et al. (1987)'han extraido el
citocromo b-559 del complejo D1/D2, postulando que la unidad
minima del centro de reaccidn del fotosistema II la constituye
el heterodimero D1/D2, al que estdn asociadas moléculas de

clorofila y feofitina.

Seglin los Gltimos esquemas propuestos (Barber, 1987;
Mathis y Rutherford, 1987), el complejo del fotosistema II
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estaria constituido por un grupo de polipéptidos estructurales
-a los que parecen estar asociados el centro de reaccidn y los
aceptores primarios del fotosistema II-, clorofilas antena, el

sistema de rotura del agua y dos moléculas de citocromo b-559
(Figura 3).

El sistema de rotura del agua lo forman tres proteinas
solubles de 33, 23 y 17 kDa, la primera de las cuales parece
tener un papel importante en la estabilizacidén del manganesc
(Babcock, 1987). Las subunidades mayores, que forman el nficleo
del fotosistema II, son dos polipéptidos, asociados a la
antena de clorofila; de 47 y 43 kDa. Dos polipéptidos de 32
kDa (D1 y D2) parecen ser los componentes fundamentales del
centro de reaccidn del fotosistema II. D1 es el sitio de unidn
del aceptor primario QB. El nficleo contiene adem8s varios
pigmentos asociados a membranas (feofitina, clorofila del
centro de reaccidn y antena), 1lipidos, transportadores de
‘electrones (las gquinonas Q¥ QB) y un &tomo de hierro ferro-
so, que parece estar estrechamente relacionado con ambas qui-
nonas. La funcidn del citocromo b-559 en este complejo es una

incbgnita, habié&ndose postulado muchas teorias al respecto.

Purificacién del citocromo b-559

En 1971 Garewal y Wasserman (1974a y b) purificaron el
citocromo b-559 con un potencial intermedio a partir de
tilacoides de espinaca. Los pasos claves del procedimiento
eran: eliminacién de clorofila con etanol; solubilizacidén del
citocromo mediante sonicaéién a pH 8 y con 2% de Tritén X-100
y 2-4 M de urea; eliminacidn de impurezas mediante cromatogra-
fia en columna de DEAE-celulosa y, como paso final,
electroforesis en geles de poliacrilamida conteniendo Tritdn
X-100. Ellos concluyeron que el citocromo b-559 era una pro-
teina mosaico de peso molecular 110.000, con ocho pequenas ca-

denas polipeptidicas de tres tipos pero de un solo tamano
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Figura 3. Representacidn esquemdtica de los polipétidos del
centro de reaccidn del fotosistema II y del sistema
de rotura del agua asociado

Q, ¥ Qp son dos plastoquinonas que actian en serie como
aceptorés de electrones y estdn asociadas a un idn ferroso
(Fe) . Como aceptor primario de electrones act@a una de las mo-
léculas de feofitina (Pheo). Una clorofila especial (Chl,) pa-
rece ser el donador primario de P-680. Uno o dos mondmeros de
clorofila (Chl) podrian facilitar la transferencia de electro-
nes a la feofitina. Z es el donador de electrones de P-680, y
la proteina de 33 kDa es la responsable de la estabilizacidn
del manganeso. D es un componente similar a Z pero que no pa-
rece estar envuelto en la transferencia de electrones del agua
a P-680. La funcidén del citocromo b-559 en el centro de reac-
cidn del fotosistema II es incierta. Las flechas muestran las
posibles rutas del transporte de electrones. Esquema de Barber
(1987).
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(peso molecular de 6000). El1 método fue ligeramente modificado
por Zielinsky y Price (1982), que lo utilizaron para mostrar
que el citocromo b-559 es leido y ensamblado en el cloroplasto
(Zielinsky y Price, 1980), corroborando, ademds, que este
citocromo posee una subunidad de peso molecular 6000. Mas re-
cientemente, Matsuda y Butler (1983) purificaron el citocromo
b~559 a partir de hojas de espinaca siguiendo los métodos de
Garewal y Wassernan (1974a y b) y Zielinsky y Price (1982),
obteniendo una lipoproteina de 110.000 de peso molecular en la
forma de bajo potencial; la electroforesis en geles de
poliacrilamida con SDS de la proteina purificada mostrd una

inica banda correspondiente a un mondmero de 6 kDa.

Lach y BSger (1975a) solubilizaron el citocromo b-~559
en su forma de alto potencial y purificaron hasta homogeneidad
la proteina mediante una columna de Biogel A, eliminando la
necesidad de realizar el lento paso electroforé&tico de métodos
anteriores (Wasserman, 1980; Zielinsky y Price, 1982). Las
electroforesis analiticas en geles de poliacrilamida conte-
niendo SDS revelaron (Lach y B8ger, 1975) una subunidad de pe-
so molecular de 17.000 para el citocromo b-559 de
Bumilleriopsis y de 37.000 para la protefina de espinaca. Por

otra parte, Maroc y Garnier (1981) encontraron en el alga

Chlamydomonas reinhardii una hemoproteina con una subunidad de

peso molecular de 14.000 gque estaba aparentemente,relacibnada
con el citocromo b-559. K&enig y Moller (1982) aislaron el
citocromo b-559 de bajo potencial de cloroplastos de cebada
usando una columna de DEAE-Sefarosa, encontrando, ademis, que,
la hemoproteina, de peso molecular de 120.000, podia ser diso-
ciada -dependiendo de las condiciones de la electroforesis- en
componentes de 31, 30, 18, y 9 kDa.

En 1983 Metz et al. describieron un proéedimiento ra-
pido y simple de purificacidén del citocromo b-559 usando par-
ticulas del fotosistema II como material de partida y una co-

lumna de DEAE-celulosa como paso cromatogrdfico. Las
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electroforesis en geles de poliacrilamida conteniendo LDS del
citocromo b-559 purificado de espinaca y maiz pusieron de ma-
nifiesto la existencia de una banda polipeptidica mayor de 9
kDa de peso molecular y dos bandas menores, de 10 y 6 kDa. Méas
tarde, Widger et al. (1984) purificaron el citocromo b-559 de
tilacoides de espinaca usando tres pasos cromatograficos
(DEAE-celulosa, hidroxiapatito y DEAE-Sephacel), encontrando
que esta proteina constaba de un polipéptido principal de 10
kDa, aunque se detectaba tambi&n un pequeiio polipéptido de 6
kDa. El péptido de 10 kDa fue posteriormente sometido a nuevos
pasos de purificacién y analizado y secuenciado en sus 27 pri-
meros amino&cidos. Esta secuencia, junto con los anticuerpos
obtenidos a partir de la proteina purificada, permitieron
identificar su gen en el cromosoma de cloroplastos de espinaca
(Cramer et al., 1986), pudiendo determinarse su secuencia de
nuclebtidos completa, que corresponde a un polipéptido de 82
amino&cidos con un peso molecular de 9,16 kDa y un Gnico resi-
duo de histidina. Posteriores resultados obtenidos por este
mismo grupo (Cramer et al., 1986), les han llevado a sugerir
que el citocromo b-559 de espinaca contiene un segundo
polipéptido de 38 amino&cidos y 4,27 kDa, con un solo residuo
de histidina tambi&n. Asumiendo la estructura de heterodimero
postulada por estos autores, se puede calcular un peso molecu-
lar del citocromo b-559 de cloroplastos de 13,43 kDa.

Yamada et al. (1987) han purificado recientemente el
centro de reaccidén del fotosistema II, que contiene citocromo
b-559 de bajo potencial. La electroforesis en -geles de
poliacrilamida conteniendo SDS de este complejo revela la
existencia de dos subunidades del citocromo b-559, ée 9 vy 4,5
kDa, junto a una subunidad menor no identificada. Nanba y
Satoh (1987) han purificado un centro de reaccidén que contiene
s6lamente los polipéptidos D1 y D2 y el citocromo b-559, cuyo
andlisis electroforético confirmé la presencia de las dos sub-
unidades de 9 y 4,5 kDa.
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Funcidén del citocromo b-559

El aspecto quizis mds discutido acerca del citocromo
b-559 -componente cuantitativamente muy importante de la mem-
brana de cloroplastos— es el papel que desempefia en el aparato
fotosintético. A pesar de 1las extensas investigaciones
desarrolladas en este sentido, no existe afin un consenso en

cuanto a la funcidén de este citocromo.

Hay una serie de hipétesis, basadas en diferentes he-
chos experimentales, que tratan de explicar la funcionalidad
del citocromo b-559 en la fotosintesis y que pueden resumirse
como sigue:

(1) Intermediario redox en la reaccidn de rotura del
agua por el fotosistema II (Bendall y Sofrova, 1971). Esta
teoria se basa fundamentalmente en 1la fotooxidacidén del
citocromo b-559 inducida por el fotosistema II en cloroplastos
a -77k.

(2) Transportador de electrones en una via ciclica y
conductora de protones alrededor del fotosistema II (Tsujimoto
y Arnon, 1985; Arnon y Tang, 1988). Seglin estos autores, el
citocromo b-559 funcionaria ciclando hacia el fotosistema II
parte de los electrones que llegan al "pool" de plastoquinona,
de manera que se introduce en el tilacoide un protdn prove-
niente del agua; resulta, por tanto, un balance neto final de
dos protones translocados por electrdn transferido en la cade-

na de transporte no-ciclica.

(3) Transductor de energia redox en &cido-base entre
los fotosistemas II y I (Losada et al., 1983; Hervds et al.,
1985). De acuerdo con esta hipbtesis, el citocromo b-559 opera
en la cadena principal de transporte de electrones entre ambos
fotosistemas como un sistema transductor de energia redox en

dcido-base, funcionando alternativamente a dos potenciales
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redox y dos PK_S, lo que permite la translocacidn de protones
de un lado a otro de la membrana del tilacoide.

(4) Transportador de electrones entre 1los dos
fotosistemas que capta protones en el sitio oxidante del
fotosistema II ayudando a la liberacidén de protones en la ro-
tura del agua (Butler, 1978; Matsuda y Butler, 1983a). Segiin
estos autores, el citocromo, en su forma de alto potencial,
estaria implicado en el sistema de rotura del agua, captando
los protones liberados en su oxidacién, mientras que la forma
de bajo potencial actuaria en la cadena principal de
transporte no-ciclico de electrones; los autores proponen un
ciclo de interconversidén entre las dos formas del citocromo
b-559 basado en la captacidén o no de protones por la forma re-
ducida de este citocromo y sugiriendo distintos valores de PK,
para las dos formas reducidas de los dos estados de potencial.

(5) Mediador en el reensamblaje del sistema de rotura
del agua en cloroplastos en desarrollo o en respuesta a una
situacidén de estr&s (Cramer et al., 1986). Seglin esta teorlia,
el citocromo no tendria funcionalidad en cloroplastos con
sistema de rotura del agua activo. Intervendria en la
fotoactivacidén de los cloroplastos, proceso durante el cual se
produce el ensamblaje y la activacién del sistema de rotura
del agua, canalizando,el poder oxidante de P-680 hasta el com-
ponente de la membrana del tilacoide responsable final del en-

samblaje de este sistema enzimdtico.

(6) Mediador en 1la transferencia de electrones para
rerreducir a la clorofila fotooxidada y proteger al
fotosistema II de 1la fotoinhibicidén (Thompson y Brudvig,
1988). Estos autores proponen que la fotoinhibicidn del
fotosistema II se produce porque P-680" es capaz de oxidar a
su propia antena de clorofila. El1 citocromo b-559, segln
ellos, transferirfa, mediante un ciclo, electrones al Gltimo

componente de la antena impidiendo su fotoinactivacidn.



32

(7) Balanceador de carga en el fotosistema II (Satoh,
1988).

Propiedades de los citocromos de tipo b

Como resumen, se exponen una serie de hechos comunes a
los citocromos de tipo b, tanto respiratorios como fotosinté-
ticos, y de inter&s a la hora de plantear la posible funcidn
de estas proteinas: (1) Los citocromos de tipo b de cloroplas-
tos (Barber, 1982; Cramer y Crofts, 1982; Galvdn et al., 1983;
Losada et al., 1983) y mitocondrias (Chance et al., 1970;
Wilson y Dutton, 1970; Losada et al., 1983; Hervds et al.,
1984) exhiben una forma de bajo potencial estable y una forma
de alto potencial inestable. (2) La proporcién entre las dos
formas de potencial del «citocromo b en preparaciones
mitocondriales de animales (Chance et al., 1970; Wilson y
Dutton, 1970) y levaduras (Losada et al., 1983; Hervas et al.,
1984) depende reversiblemente del potencial de fosfato,
aumentando hacia la forma de alto potencial después de la in-
cubacidén con ATP, y disminuyendo hacia la forma de bajo poten-
cial después de la incubacién con ADP y fosfato. (3) El1 ATP
parece ejercer su efecto energetizador en preparaciones

mitocondriales a través de la F,.-F, ATPasa (Wikstrdém et al.,

1981), no observandose desplazagieéto hacia la forma de alto
potencial en presencia de inhibidores de la ATPasa, como la
oligomicina (Losada et al., 1983; Hervas et al., 1984). (4) La
translocacidn vectorial de protones asociada a cambios redox
parece ser una propiedad catalitica intrinseca de los comple-
jos mitocondriales de tipo Bcl (Guerrieri y Nelson, 1975;
Leung y Hinkle, 1975; Papa, 1982a y b) y bf (Hauska et al.,
1983). (5) La desenergetizacién de la forma de alto potencial
de los citocromos de tipo b y el desplazamiento, reversible o
irreversible, del equilibrio hacia la forma de bajo potencial
correspondiente es causado, tanto en mitocondrias como en clo-

roplastos, por la adicién de agentes protonoféricos, como el
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CCCP, agentes desnaturalizantes, como los detergentes, asi co-
mo por diversos tratamientos, como el envejecimiento, calenta-
miento suave, sonicacidn, etc. (Cramer et al., 1971; Wada y
Arnon, 1971; Galvén et al., 1983; Losada et al., 1983). (6) La
forma de bajo potencial del citocromo b-559 (Galvan et al.,
1983; Losada et al., 1983) y b-563 (Fan y Cramer, 1970;
Malkin, 1982) de cloroplastos, asi como la del citocromo b~564
de mitocondrias de levadura (Losada et al., 1983; Hervas et
al., 1984) es dependiente de pH por debajo de determinado va-
lor de pKa, con una pendiente prdxima a -60 mV/unidad de pH,
mientras que la forma de alto potencial es siempre indepen-
diente de pH. |

Todos estos datos parecen sugerir que los citocromos
de tipo b, y en nuestro caso el citocromo b-559, podrian par-
ticipar en la respiracidén y fotosintesis como sistemas trans-
ductores de energia que acoplarian el transporte de electrones
y la translocacibn de protones.

Sistemas bioquimicos transductores de energia

El mecanismo por el cual se produce la transduccidn de
energia en los sistemas biol&gicos presenta afin en la actuali-
dad numerosas incbSgnitas. A este respecto, en nuestro labora-
torio se han venido elaborando durante los filtimos afos una
serie de ideas con el propdsito de establecer un concepto uni-
ficado de la transduccidén de energia. Esta teoria parte de la
base de que el primer paso esencial en la transduccidén de
energia por los sistemas biocelectroquimicos es la generacidn
de un intermediario electrdnicamente energetizado, es decir,
una configuracidn electrdnica atbmica o molecular inestable,
que tiende a estabilizarse por transicién de electrones desde
un orbital de mayor energia a uno de energia menor. La energia

electrbnica seria, pués, la conexién obligatoria entre 1las
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diferentes formas de energia transducidas por los sistemas
bioelectroquimicos (Losada, 1982).

Nuestra propuesta, atendiendo primero a los sistemas
transductores redox y &cido-base (Losada, 1978; Losada, 1979%a
y b; Losada, 1982; Losada et al., 1983; Losada, 1986),
establece que estos sistemas operan, como principio bésico co-
min, entre dos potenciales redox, E'O, o dos pKas alternantes
para llevar a cabo la transferencia endergénica o exergdnica
de electrones o protones entre dos potenciales redox o pHs. En
todos los casos, el cambio de potencial o pKa se consigue por
energetizacidén de una de las dos formas del par correspondien-
te.

Como se muestra en la Figura 4, la energetizacidn
(bién fotdnica o quimica) de la forma reducida (Red* respecto
a Red) del par redox basal (Red*/Ox respecto a Red/Ox) deter-
mina un incremento de su presién electrbnica, o de su constan-
te de disociacidn . para los electrones, es decir, una disminu-
cidn de su potencial redox medio. Por otra parte, la
energetizacidén de la forma oxidada (Ox* respecto a Ox) del par
redox basal (Red/Ox* respecto a Red/Ox) conlleva una disminu-
cidén de la presidn electrdnica, es decir, un aumento de su po-
tencial redox, o de su afinidad por los electrones. Los dos
pares de los sistemas del tipo de la forma reducida
energetizada (Red/Ox y Red*/0x) comparten la misma forma oxi-
dada y operan entre el potencial redox mds alto del par basal
(AE'O) y el potencial mds bajo del par energetizado (BE'O*).
Los dos pares de los sistemas de forma oxidada energetizada
(Red/Ox y Red/Ox*) comparten la misma forma reducida y operan
entre el potencial md&s bajo del par basal (BE'O) y el poten-
cial md&s alto del par energetizado (AE'O*). Los dos sistemas,
sin embargo, transducen energia redox con el mismo resultado
neto.
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Figura 4. Sistemas redox transductores de energia del tipo de
forma reducida energetizada (izquierda) y forma
oxidada energetizada (derecha)

Izquierda: por energetizacidn electrénica (ya sea fotdnica o
qguimica) de la forma reducida del par (Red - Red*), su poten-
cial redox disminuye desde su valor basal (AE' ) hasta un va-
lor inferior (BE' *), es decir, el nivel energético del par,
referido a su preéﬁén electrbnica, aumenta. Derecha: de forma
similar, por energetizacidn electrdénica de la forma oxidada
del par (0x - Ox*), su potencial medio aumenta desde su valor
basal (BE' ) hasta un valor superior (AE' *), es decir, el ni-
vel energé%ico del par, referido a su presidn electrbnica,
disminuye y su afinidad electrénica aumenta.
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Habitualmente, los pares redox (Relimpio et al., 1977)
modifican su potencial en una u otra direccidn respecto a su
potencial medio cuando la razdén entre las concentraciones de
la forma oxidada y reducida se desplaza del valor est&ndar de
1. Por el contrario, los sistemas redox transductores de ener-—
gia modifican su potencial redox medio, en una u otra direc-
cidn, por energetizacidn de la forma oxidada o reducida del
par, en vez de cambjiar la razdn Ox/Red. La forma energetizada
del sistema correspondiente es obviamente inestable y tiende
espontidneamente a transformarse en su forma desénergetizada
correspondiente. Estas transformaciones son, por tanto, exer-
gbnicas y determinan una marcada desviacidn hacia la derecha
del equilibrio entre 1las formas energetizada y desenerge-—
tizada, en ambos tipos de sistemas redox transductores. La
gran ventaja de los sistemas redox transductores de energia es
que, mediante energétizacién de una de las formas del par
basal, su potencial medio cambia enormemente, a pesar de
mantener inalterada la razdn Ox/Red.

Existen sistemas redox transductores de los tipos de
forma oxidada o forma reducida energetizada implicados en los
metabolismos del carbono, nitrégeno y azufre, asi como en fo-

tosintesis y respiracidén (Losada, 1978).

Los sistemas &cido-base transductores parecen operar
seglin el mismo principio fundamental que los sistemas redox
transductores de energia. Como se muestra en la Figura 5, la
energetizacién (bién fotdnica o quimica) de la forma &cida
(AH* frente a AH) del par &cido-base basal (AH*/A- respecto a
AH/A") determina un aumento de su concentracidn de protones, o
de su constante de disociacién de protones, es decir, una dis-
minucidn de su EKa. Por otra parte, la energetizacidén de ii
forma b&sica (A~ frente A" ) del par &cido-base basal (AH/A
respecto a AH/A ) conlleva una disminucidén de su concentracién
de protones, es decir, un aumento de su pKa, o de su afinidad

por los protones. Los dos pares de los sistemas del tipo de
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Figura 5. Sistemas &cido-base transductores de energia del
tipo de forma &cida energetizada (izquierda) y de
forma bdsica energetizada (derecha)

Izquierda: por energetizacidn electrénica (ya sea fotdnica o
quimica) de la forma acida del par (AH - AH*) su pK disminuye
desde su alto valor basal (ApKa) a un valor inferidr (BpK_*),
es decir, el nivel de energia del par, referide a  su
concentracidn de protones, aumenta. Derecha: de forma similar,
por energetizacidn electrdnica de la forma bésica del par
(A" - A"*), su pK_  aumenta desde su bajo valor basal (BpK ) a
un valor superior (ApK_*), es decir, el nivel de energia del
par, referido a su concCentracidén de protones, disminuye y su
afinidad por protones aumenta.
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forma &cida energetizada comparten la misma forma bé&sica y
operan entre el alto PK, dfl par basal (ApKa) y el bajo pKa
del par energetizado (BpKa ). Los dos pares de los sistemas
del tipo de la forma b&sica energetizada comparten la misma
forma &cida y operan entre el bajo pKa §fl par basal (BpKa) Yy
el alto PK_ del par energetizado (ApKa ). Los dos tipos de
sistemas transducen, sin embargo, energia &cido-base con el
mismo resultado neto.

Los sistemas &cido-base (LOpez-Barea et al., 1974) mo-
difican su pH, en una u otra direccidn, respecto al PKa' al
desplazar la razdn de concentracidn entre la forma &cida y la
bédsica del valor estdndar de 1. En contraste, los sistemas
transductores de energia &cido-base modifican su pKa basal, en
una u otra direccidn, por energetizacidén de la forma &cida o
bdsica, en vez de alterar la razdn entre ambas formas. Al
igual que en los sistemas redox transductores, la forma
energetizada del sistema correspondiente es inestable y tien-
de, espontdneamente, a transformarse en la forma no
energetizada. Estas transformaciones son, en consecuencia,
exergdnicas y determinan una marcada desviacién hacia la dere-
cha del equilibrio entre las formas energetizada y
desenergetizada en los dos tipos de sistemas &cido-base. La
gran ventaja de este sistema es, de nuevo, que, debido a la
energetizacidén de cualquier forma del par basal, su pKa cambia
enormemente, a pesar de no alterarse la relacidn de concentra-
ciones.

Seglin nuestra hipdtesis (Losada et al., 1983; Losada,
1986), el mismo principio aplicable a los sistemas transducto-
res de energia redox y &cido-base es también aplicable a los
sistemas de enlace fosfato. Es decir, un par conjugado
fosforilado-defosforilado puede operar a dos potenciales de
transferencia de fosfato (PTP), alto o bajo, dependiendo del
estado de energetizacién de las formas fosforilada o

defosforilada del par. En el caso de un sistema del tipo de
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forma defosforilada energetizada, el par basal exhibir& un PTP
alto, puesto que puede disociar fosfato a alta concentracidn,
o transferirlo como un grupo fosfato rico en energia o grupo
fosforilo (+PO32_). De otro 1lado, el correspondiente par
energetizado exhibir&d un PTP bajo, puesto que puede disociar
fosfato a baja concentracidén, como fosfato inorgadnico. Los
sistemas de enlace fosfato del tipo de forma fosforilada
energetizada pueden también existir, al menos tebricamente. La
forma energetizada de los sistemas de enlace fosfato parece
ser un intermediario electrb&nicamente energetizado, que puede
corresponder a la forma reducida u oxidada energetizada de un
sistema redox transductor, o a la forma &cida o bésica
energetizada de un sistema &cido-base transductor, permitiendo

el acoplamiento energético entre cualquiera de estos sistemas.

Es importante hacer notar que, mientras que los siste-
mas redox y de enlace fosfato pueden operar tanto en solucidn
como en estructuras membranosas, los sistemas &cido-base deben

actuar necesariamente unidos a membranas que formen vesiculas.
El esquema general que hemos propuesto trata de expli-
car el acoplamiento entre los diversos tipos de energfia biold-

gica que se dan en la célula:

(1) Transduccidn de energia luminica en energfia elec-

trénica v, posteriormente, en energia redox. Tiene lugar en

los dos fotosistemas del aparato fotosintético y es catalizada
por los centros de reaccidn de ambos fotosistemas, que estén
constituidos por mol&culas especiales de clorofila a unidas a
proteinas. El mecanismo de transduccidn serfia el siguiente: el
pigmento en su estado reducido basal (c¢) absorbe un cuanto de
luz roja y se fotoexcita promoviendo un electrdn a un orbital
de mayor energia (c*). La clorofila en este estado
fotoexcitado puede donar su electrdn energetizado a aceptores
apropiados, quedando oxidada (c+) y pudiendo recibir de nuevo

un electrén en su orbital original de baja energia desde
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donadores adecuados. El centro de reaccién del que forma parte
la clorofila a es el primero y mis significativo fotosistema
transductor de energia en biologia. Pertenece a los sistemas
redox transductores de energia del tipo de forma reducida
energetizada y puede, por tanto, existir como dos pares redox
que comparten la misma forma oxidada: el par de alto potencial
o basal, AE'O, en el que la forma reducida es estable y
desenergetizada (c/c+) y el par de bajo potencial o
energetizado, BE'O*, en *el+ que la forma reducida es
energetizada e inestable (¢ /c ). Este centro de reaccidn pue-
de, pues, promover la transferencia de electrones, inducida
por luz, desde un donador de electrones de alto potencial has-

ta un aceptor de electrones de bajo potencial.

Otros sistemas que pueden transducir energfa luminica
en energia electrdnica y posteriormente en energia redox, o
viceversa, son los representados por las flavinas. Son siste-
mas del tipo de forma oxidada energetizada, es decir, dque
aumentan su potencial redox por la energetizacidén de la forma

oxidada del par inducida por luz.

(2) Transduccidn de energia luminica en energia

Gcido-base. El sistema mejor estudiado y m&s caracteristico es

el de la bacteriorrodopsina de Halobacterium halobium. La

bacteriorrodopsina convierte energia luminosa en energia elec-
trbénica y, posteriormente, en energia &cido-base. El grupo
prostético de la bacteriorrodopsina es el retinal (vitamina A)
unido a un residuo de lisina por una base de Schiff de pKa muy
alto. En anaerobiosis y bajo iluminacibn, la membrana pGrpura
transloca protones desde dentro hacia afuera de la célula, ge-
nerando un gradiente electroquimico de protones a través de la
membrana que puede ser utilizado para sintetizar‘ATP o dirigir
el transporte activo de iones. La bacteriorrodopsina se encua-
draria en el grupo de sistemas &cido-base transductores de
enrgia del tipo de forma &cida energetizada, que disminuyen su

PK_ por energetizacidn.
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(3) Transduccibén de energia redox en energia de enlace

fosfato. Unos de los sistemas bioquimicos méds conocidos e
ilustrativos que pueden transducir energia de enlace fosfato
en energia redox es el que cataliza la reduccidn, dependiente
de ATP, por NAD(P)H del 3-fosfoglicerato, via 1,3-difosfogli-
cerato, hasta gliceraldehido-3-fosfato. Este sistema, propio
de la gluconeogénesis y del ciclo reductivo de las pentosas,
tambi&n opera reversiblemente durante la glicolisis, formando
ATP desde ADP y fosfato en 1la oxidacién por NaD'  del
gliceraldehido-3-fosfato a 3-fosfoglicerato (Losada, 1978;
Losada, 1979b).

Todos los sistemas redox transductores de energia im-
plicados en el metabolismo del carbono y del azufre son del
tipo de forma oxidada energetizada, es decir, el potencial me-
dio del par basal aumenta hacia 0,2 V (e incluso 0,4 V en el
caso de la activacidén del sulfato) por energetizacidén electrd-
nica mediante ATP de la forma oxidada del par. Otra reaccidn
redox acoplada a energia y de mucho interés es la reduccidn
por ferredoxina del nitr8geno molecular a amonio, que requiere
grandes cantidades de ATP. Aunque alin se desconoce el mecanis-
mo, es posible que incluya uno o m&s pasos en los cuales la

energia de enlace fosfato se transduce en energia redox.

(4) Transduccibn de energia redox en energia &cido-

base. El mecanismo de la sintesis de ATP en mitocondrias, clo-
roplastos y bacterias es una de las mayores incdgnitas de la
bioenergética. La principal hipbtesis considerada en la actua-
lidad es la teoria quimiosmdtica de Mitchel (Boyer et al.,
1977), que postula que~e1 transporte de electrones en la res-
piracién y en la fotosintesis estd acoplado al transporte de
protones, de forma que por cada electrd6n que atraviesa un si-
tio de acoplamiento de energia, se translocan uno o mds proto-
nes a través de la membrana. Esta fuerza protonmotriz tiene
dos componentes, un potencial de concentracibn de protones y

un potencial elé&ctrico de membrana, y constituye el in-
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termediario de alta energia que promueve la sintesis de ATP,
al atravesar los protones 1la mémbrana en sentido inverso a
través de la ATPasa. Pero afin quedan muchas incdgnitas, sobre
todo acerca del mecanismo, en té&rminos moleculares, por el
cual se acoplan la energia redox y la &cido-base, asi como &s-
ta y la de enlace fosfato.

Seglin nuestra hipdtesis (Losada et al., 1982; Losada
et al., 1983; Losada, 1986), varios citocromos respiratorios y
fotosintéticos pueden ser considerados como sistemas redox
transductores de energia del tipo de la forma oxidada o redu-
cida energetizada. Losada propone para explicar el acoplamien-
to entre la energia redox y la &cido-base, el funcionamiento
de los citocromos a dos potenciales y dos pKas alternantes,
basado en las caracteristicas redox y &cido-base de estos
citocromos anteriormente descritas. Funcionarfian simulténea-
mente como un sistema redox transductor y como un sistema &dci-
do-base transductor. El1 acoplamiento de energia entre ambos
sistemas ocurre inevitablemente debido a que los dos muestran
un intermediario comlin que existe bien en su estado electrdni-

camente energetizado o en su estado basal estabilizado.

(5) Transduccidén de energfia &cido-base en energia de

enlace fosfato. El1 mecanismo molecular de la sintesis de ATP

por las ATPasas respiratorias o fotosintéticas dirigida por
protones energetizados, generados durante el transporte elec-
trénico (Boyer et al., 1977; wWilliams, 1978a y b) permanece a-
in sin aclararse. Extrapolando el razonamiento del apartado
anterior a este caso, se podria pensar en la existencia de un
intermediario comfin a estos dos tipos de energia que pueda
existir en un estado electrdnicamente energetizado. El anidén
carboxilato de algin aminodcido de la ATPasa podria ser un
primer candidato para esta funcibn puesto que puede existir en
forma desenergetizada de anibén carboxilato (R-COO) o

energetizada de catidn acilio (R—$=O). La interaccién de este



43

anién con el par metafosfato-ortofosfato se podrfa traducir en

la transferencia reversible de protones entre ambos sistemas.
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Objeto del trabajo

En este trabajo se ha pretendido, basicamente, estu-
diar la posible participacién del citocromo b-559 en 1la
transduccidn de energia redox en energia &cido-base durante el

transporte no-ciclico de electrones.

Para ello, en primer lugar, se han estudiado las pro-
piedades redox y &dcido-~base del citocromo b~559 en preparacio-
nes de particulas del fotosistema II, caracterizando los pares
de alto y bajo potencial del citocromo, en sus formas oxidada
y reducida, mediante el estudio de los potenciales redox de
ambos pares y su dependencia respecto al pH, de su estabilidad
ante el tratamiento con diferentes agentes, de la interconver-

tibilidad entre ambos pares, etc.

En segundo lugar, se ha investigado en cloroplastos la
localizacidén del citocromo b-559 en la cadena fotosintética de
transporte de electrones mediante el an&dlisis comparativo de
los cambios redox inducidos por luces selectivas de los
fotosistemas I y II en los citocromos b-559 y £, estudiando
ademds el efecto de diversos agentes desacoplantes e inhibido-
res del flujo electrdnico fotosintético sobre dichos cambios.
Se ha completado esta parte con el estudio de las
fotorreacciones del <citocromo b-559 en particulas del

fotosistema II.

Por Giltimo, se ha purificado el citocromo b-559 a par-
tir de cloroplastos y particulas del fotosistema II con objeto
de determinar si existen una o mds especies de citocromo. Con
el citocromo purificado, se ha estudiado, adem&s, la intercon-
vertibilidad entre ambos pares de potencial.



II. MATERIALES Y METODOS



46

II.A. MATERIAL BIOLOGICO UTILIZADO. OBTENCION DE CLOROPLASTOS
Y DE PARTICULAS DEL FOTOSISTEMA II1

Todos los experimentos descritos en este trabajo se
han realizado utilizando como material biol&gico hojas de es-

pinaca (Spinacea oleracea, L.)

II.A.1. Procedencia del material

Las hojas de espinaca se obtuvieron de plantas frescas
recolectadas el dfa anterior. Se lavaron con agua destilada
fria, se secaron y se mantuvieron a 4°c y en oscuridad hasta
su utilizacién para la extraccién de cloroplastos y particulas

del fotosistema II, lo cual se hizo siempre el mismo dia.

ITI.A.2. Obtencidn de cloroplastos

II.A.2.1. Segfin el método de Arnon y Chain

Los cloroplastos utilizados habitualmente se obtuvie-
ron segfin el procedimiento descrito por Arnon y Chain (1977).
Todo el proceso de extraccién se llevd a cabo en una céamara

fria a 4°c y con baja iluminacidn.

Cincuenta gramos de hojas limpias, frias y desnervadas
se trituraron en una batidora LOMI G-2 (Lorenzo Miguel, Espa-
fia), durante 10 segundos con 150 ml de tampén Tricina-KOH 20
mM, pH 7,5, sacarosa 0,4 M y NaCl 10 mM. El homogenado asi ob-
tenido se filtr6 a través de cinco capas de organdi de nylon y
se centrifugd a 400xg durante un minuto para eliminar los res-
tos celulares. El1 sobrenadante se volvié a centrifugar a
3000xg durante un minuto y el precipitado de cloroplastos in-
tactos se resuspendid en 40 ml de una solucién hipotdnica
conteniendo Tricina-KOH 20 mM, pH 7,5 y NaCl 10 mM. El uso de
esta solucibn permite romper los cloroplastos por choque osm&-

tico Yy obtener vesiculas tilacoidales. El material
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resuspendido se centrifugdé a 10000xg durante 30 segundos, se
desechd el sobrenadante y el precipitado se resuspendid en
2-3 ml de la solucidén hipoténica anterior, diluyé&ndose poste-
riormente hasta una concentracién de 1 mg de clorofila/ml. La
preparacidn de vesiculas tilacoidales asi obtenida se mantuvo
en hielo y oscuridad hasta la realizacidn de los distintos ex-
perimentos. Todos los ensayos descritos en este trabajo se han
realizado con suspensiones de vesiculas tilacoidales prepara-
das el mismo dia de su utilizacidén. Para simplificar, nos re-
feriremos a ellas a partir de ahora como suspensiones de clo-
roplastos.

IT.A.2.2. Segln el método de Singh y Wasserman

En la purificacidn del citocromo b-559 se emplearon
cloroplastos extraidos segln el método descrito por Singh y
Wasserman (1971), con pequefias modificaciones. La temperatura
se mantuvo durante todo el proceso a 4°c.

Doce kilogramos de hojas limpias y frescas se rompie-
ron en porciones de 500 gramos en 750 ml de tampdn Tris-HC1
0,02 M, pH 8 y NaCl 0,35 M con una batidora de 3,8 litros de
capacidad Waring 31BL67 (Waring Products Division, EE.UU.),
durante 12 segundos a minima potencia. El homogenado se filtrd
a través de 4 capas de organdi de nylon y la suspensidn resul-
tante se centrifugd a 25000xg en un sistema de flujo continuo
Szent-Gyorgyi-Blum, (Sorvall Instruments Inc., EE.UU.), adap-
tado a una centrifuga Sorvall RC2-B (Sorvall Instruments Inc.,
EE.UU.) a un flujo de 200 ml/minuto. Se continud centrifugando
durante 10 minutos tras la entrada de toda la solucidn, para
asegurar la completa sedimentacidn. Tras eliminar el
sobrenadante, el precipitado se mezcld con 3 volimenes de NaCl
0,035 M y se homogeneizd en la batidora durante 8 segundos a
minima potencia. La suspensidn se centrifugd a 250xg durante
1 minuto. El precipitado se desechd y el sobrenadante se cen-

trifugd de nuevo a 25000xg durante 20 minutos. El precipitado
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resultante se homogeneizd a mano mediante un homogeneizador de
vidrio-tefldén en 250 ml de tampdn Tris-HCl 0.02 M, pH 8, y
NaCl 0,035 M. La suspensidn se suplementd con glicerol al 10 %
(v/v) y seroalbimina bovina (7,2 mg/ml).

IT.A.3. Obtencidn de particulas del fotosistema II

Las particulas del fotosistema II se obtuvieron seglin
el procedimiento descrito por Kuwabara y Murata (1982). Todo
el proceso de extraccién se llevé a cabo en una camara fria a

o
4-C.

Trecientos gramos de hojas limpias y frias se tritura-
ron en una batidora Waring 31BL67, durante 20 segundos con 450
ml de tampbn fosfato 0,05 M, pH 7,4, NaCl 0,1 M y PMSF 1 mM.
El homogenado resultante se filtrd a través de 4 capas de or-
gandi de nylon, se centrifugd a 500xg durante 30 segundos, y
el sobrenadante se volvid a centrifugar a 3000xg durante 5 mi-
nutos. El precipitado se resuspendid en 450 ml de NaCl 10 mM,
donde se mantuvo 10 minutos, centrifugidndose después a 3000xg
durante 5 minutos. Se recogid el sobrenadante, apurando bien,
y se centrifugd a 12000xg durante 10 minutos. El precipitado
de cloroplastos se resuspendid en tampdn fosfato 0,05 M, pH
6,9, sacarosa 0,3 M, NaCl 0,05 M y PMSF 1 mM, hasta una con-
centracidén de clorofila de 1,5~2 mg/ml., Se ahadidé Tritdn X-100
(solucidén acuosa al 20% p/v) hasta una razdén Tritdén/clorofila
de 25:1 (p/p) y se incubd durante 1 minuto con agitacidén sua-
ve. La suspensidn se centrifugd a 1000xg durante 2 minutos, se
desech6é el precipitado, y el sobrenadante se centrifugd a
35000xg durante 10 minutos. El precipitado se resuspendid en
el mismo volumen que hubiera en la fase anterior de tampdn
fosfato 0,04 M, pH 6,9 y PMSF 1 mM. La suspensidn se centrifu-
gdé a 1000xg durante 2 minutos y el sobrenadante se volvid a
centrifugar a 35000xg durante 10 minutos. El precipitado re-
sultante se resuspendid en tampbén MES-NaOH 0,025 M, pH 6,5,
sacarosa 0,3 M, NaCl 0,01 M y PMSF 1 mM y se diluyd hasta una
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concentracidn de clorofila de 1 mg/ml. La preparacidén de par-
ticulas del fotosistema II asi obtenida se mantuvo en hielo y
oscuridad hasta la realizacibén de los diferentes experimentos.

IT.B. METODOS ANALITICOS Y TECNICAS EXPERIMENTALES

II.B.1. Determinacidn de clorofila

La concentracién de clorofila se ha determinado
espectrofotométricamente segfin el m&todo de Arnon (1949). Para
ello, 0,1 ml de la preparacidn de cloroplastos o de particulas
del fotosistema II se diluyeron con acetona al 80% hasta un
volumen de 20 ml. La solucidn se centrifugd a 2500xg durante
5 minutos y se midid su absorbancia a 652 nm. E1 coeficiente

de extincidn utilizado fu& de 34,5 mg.ml—l.cm_l.

II.B.2. Determinacidn de proteina

La concentracidén de proteina se determind seglin el mé-
todo de Bradford (1976), utilizando el reactivo para proteinas
de Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, EE.UU.) y siguiendo los pro-
cedimientos est&ndar (200-1400 P9 proteina/ml) y microensayo
(1-20 R proteina/ml) recomendados por dicha firma comercial.
Las rectas de calibrado se obtuvieron para cada serie de ensa-

yos utilizando ovoalblimina como patrdn.

ITI.B.3. Medida de las actividades fotosintéticas

La utilizacidén de aceptores o donadores de electrones,
naturales o artificiales, permite medir la actividad del apa-
rato fotosint&tico, ya sea en su conjunto, o bien de cada

fotosistema por separado (Trebst, 1972).

La actividad total, es decir, la actividad de los dos

fotosistemas actuando secuencialmente, se ensayd usando



ferricianuro como aceptor artificial de electrones, segflin la
reaccidn:

2 H + 0.+ 4m"

-——=—» 4 Fe (CN)4_6 9

O + 4 Fe(CN)3_

2 6

Esta reaccién se siguid en un electrodo polarogrdfico
de oxigeno YSI 5331 (Yellow Springs Instruments Co. Inc.,
EE.UU.), midiendo la velocidad de desprendimiento de oxigeno;
o bien con un espectrofotémetro, midiendo la reduccidn de
ferricianuro a través de la desaparicién de absorbancia a 420
nm. (ver apartado II.B.4.).

La actividad especifica del fotosistema II se determi-
nd siguiendo la velocidad de desprendimiento de oxigeno en
presencia de DPIP oxidado, aceptor artificial de electrones en

el sitio reductor de este fotosistema:
H,0 + DPIP ox —s  DPIP red + 1/2 0, + 2 ut

La actividad de este fotosistema se midi6é alternativa-
mente utilizando DPIP oxidado y ferricianuro o DAD oxidado y

ferricianuro como sistemas aceptores de electrones.

La actividad especifica del fotosistema I se determind
midiendo la velocidad de consumo de oxigeno en presencia de un
aceptor terminal de electrones, el Mv, que es capaz de reducir
al oxigeno, y usando como donador de electrones DPIP reducido
con ascorbato. La actividad del fotosistema II se bloqued aha-
diendo DCMU, utiliz&ndose adem&s azida para inhibir la activi-
dad de la enzima superdxido dismutasa y evitar asi la forma-
cidn de oxigeno a partir de los radicales superdxidos. Las re-
acciones globales son las siguientes:

DPIP red + 2 MV ox ———» 2 Mv red + DPIP ox

2 Mv red + 2 O — 20

5 4+ 2 Mv ox

2
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En todos los experimentos se utilizé como fuente de
iluminacidén una l&mpara de wolframio que suministraba una
intensidad luminosa de 300 w/mz.

II.B.4. Medidas espectrofotométricas

Los cambios en el estado redox del citocromo b-559 se
han estudiado utilizando la técnica de doble longitud de onda
introducida por Chance en 1951. Esta técnica permite la medida
de pequefios cambios de absorbancia en soluciones de alta ab-
sorcidn y gran fondo de dispersién. E1 fundamento se ilustra
en la Figura 6 y consiste, b&sicamente, en usar una finica cu-
beta a través de la que pasan secuencialmente dos haces de luz
monocromdtica de distinta longitud de onda, lo cual permite
eliminar en gran parte los efectos negativos de la dispersiédn,
pudiéndose medir cambios de absorbancia menores de 5 x 10-3.
Con este sistema se mide la diferencia de absorbancia a una
longitud de onda determinada (por ejemplo, un mdximo de
absorbancia caracteristico del compuesto a estudiar) respecto
a la absorbancia a una longitud de onda utilizada como refe-
rencia (usualmente un punto isosbé&stico). Habitualmente, para
estudiar cambios en el estado de ©&6xido-reduccibén (cambios
redox) de los citocromos se selecciona como longitud de onda
de medida la correspondiente al midximo de absorbancia de la
banda alfa, y como longitud de onda de referencia el punto
isosbéstico més prdéximo.

Los cambios en el estado redox del citocromo b-559 se
han sequido con un espectrofotémetro de doble longitud de onda
AMINCO DW 2aTM UV/VIS~ (American Instruments Co., EE.UU.),
usando como longitud de onda de medida 559 nm, correspondiente
al m&ximo en la banda alfa de este citocromo, y como longitud

de onda de referencia 570 nm (punto isosbéstico).

El estado redox de este citocromo se ha determinado

mediante los cambios de absorbancia a 559-570 nm producidos al



52

SECTOR
ROTATOR!O

FOTOMULTIPLICADOR

- f—e — —

MONO 1 _\\
T

CUBETA MONG 2

LAMPARA

MONOCROMADORES

Figura 6. Esquema simplificado de un espectrofotdmetro de
doble longitud de onda

El haz proveniente de la l&ampara es dividido y se hace pasar
por dos monocromadores que seleccionan una longitud de onda
cada uno. Estos rayos monocromdticos inciden posteriormente
sobre un espejo rotatorio segmentado que los hace pasar se-
cuencialmente a través de la cubeta que contiene la muestra.
Desplies, los dos rayos inciden en el fotomultiplicador, que
medird la diferencia en absorbancia de un haz respecto al
otro.
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anadir a la mezcla de reaccidn ferricianuro como oxidante e
hidroquinona y ditionito como reductores. Los espectros en la
zona de la banda alfa de los citocromos se obtuvieron midiendo
los cambios de absorbancia cada dos nanometros, fijando la
longitud de onda de referencia en 570 nm y variando la longi-
tud de onda de medida desde 546 nm hasta 570 nm.

Se han realizado también determinaciones de los cam-
bios redox del citocromo b-559 durante la iluminacidn de las
suspensiones de cloroplastos y particulas del fotosistema II
con luces selectivas de los dos fotosistemas. Para ello, se
interpuso entre el:fotomultiplicador del espectrofotémetro y
el compartimento de cubetas un monocromador Oriel 7240 (Oriel
Corporation, EE.UU.), ajustado a 565 nm (ancho de banda de 50
nm) , lo que permite el paso de la luz de medida y de referen-
cia, pero no el de 1la 1luz de excitacién de los dos
fotosistemas. La iluminacidén con luz selectiva de los
fotosistemas I y II se consiguid mediante una fuente de ilumi-
nacién lateral AMINCO J4-9610A que proporciona 2000 w/m2, in-
terponiendo entre la fuente de luz y la cubeta un filtro de
banda estrecha Baird Atomic de 720 nm de midximo de
transmitancia (ancho de banda de 28 nm), en el caso del
fotosistema I, y de 650 nm (ancho de banda de 11 nm), en el
caso del fotosistema II.

Todos los experimentos se realizaron con agitacidn
continua, para evitar la sedimentacidén de las particulas y fa-
cilitar la r&pida mezcla de los reactivos anadidos, y a tempe-
ratura constante, gracias a que el portacubetas estaba conec-
tado a un bafio circulador termostatizado Lauda K2R (Messgerate

Werk Lauda, Alemania Federal).

Las determinaciones puntuales de absorbancia se reali-
zaron en un espectrofotdémetro Pye-Unicam SP8-150 (Pye-Unicam
Ltd., Gran Bretana), dotado de salida digital y registrador
incorporado. Los espectros de absorcibén del citocromo purifi-

cado e incluido en  liposomas se realizaron a temperatura
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ambiente en un espectrofotémetro Beckman DU-7 (Beckman
Instruments Inc., EE.UU.). Las determinaciones espectrofotomé&-
tricas de las actividades fotosintéticas en cloroplastos (ver
apartado II.B.3.) se realizaron con el espectrofotdémetro
AMINCO DW 2aTM UV/VIS en su modalidad doble haz, midiendo 1la
velocidad de reduccidn de ferricianuro, empleado como aceptor
terminal de electrones, por el descenso de absorbancia a 420
nm al iluminar las preparaciones de cloroplastos con luz roja.
Entre el fotomultiplicador y la cubeta se interpuso un filtro
de banda estrecha Baird Atomic de 423 nm de méximo de
transmitancia, de forma que se puede medir la desaparicidén de
ferricianuro a 420 nm simult&neamente a 1la iluminacidén de
la muestra, sin que haya interferencia de la luz de excitacidn
con el haz de medida. La iluminacidén se consiguid® con una
fuente de luz AMINCO J4-9610A provista de un filtro de banda
ancha Balzers (600~800 nm).

ITI.B.5. Medidas potenciométricas

Las titulaciones redox del citocromo b-559 se han rea-
lizado siguiendo los cambios de absorbancia a 559-570 nm al
anadir alicuotas de ditionito 0,5 M, para las titulaciones
reductivas, o alicuotas de ferricianuro 0,1 M, para las titu-
laciones oxidativas, a una mezcla de reaccibén que contenia los
mediadores redox adecuados, convenientemente agitada y gaseada
con argon pasado a través de pirogarol para asegurar la ausen-
cia de oxigeno. Previamente al ensayo, las muestras se oxida-
ron o redujeron completamente con ferricianuro o ditionito.
Tras cada adicidn se anotd el potencial redox medido con un
electrodo combinado Pt-Ag/AgCl Ingold (Dr. W. Ingold AG.,
Suiza), Eo' + 222 mV a 25°C, (Dutton, 1978), conectado a un
potenciémeﬁro Beckman 4500 (Beckman RIIC Ltd., Gran Bretaha)
y previamente calibrado con una solucidén saturada ’de
quinhidrona (EO', pH 7, + 280 mV a 20°C).
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Como mediadores redox se usaron (Knaff y Malkin, 1973;
Horton y Croze, 1977; Wilson, 1978): DAD 20 FM (Eo', pH 7,
+ 240 mV); 1,2-naftoquinona 20 pM (Eo', pPH 7, + 145 mV);
PMS 2,5 pM (E_', pH 7, + 80 mV); PES 10 pM (E,', PH 7, + 55
mV) y duroquinona 20 M (Eo', pH 7, + 5 mV).

IT.B.6. Eliminacidn de pigmentos mediante extraccidn etandlica

Como paso previo en el proceso de purificacién del
citocromo b-559, las suspensiones de cloroplastos o particulas
del fotosistema II fueron sometidas a una extraccién etandlica
para eliminar la mayor parte de la clorofila y otros pigmen-
tos. Para ello, se les afiadi6 etanol al 90%, enfriado previa-
mente a —10°C, homogeneizindose la solucién en la batidora
Waring durante 20 segundos a minima potencia. La suspensién
resultante se centrifugé a 35000xg durante 5 minutos. El pre-
cipitado se volvid a someter a la extraccidn con etanol, pero
al 100% y empleando la mitad de volumen de alcohol utilizado
en el paso anterior. El precipitado final se resuspendid en
7-8 vollGmenes de Tris-HCl1l 0,05 M, pH 8, se homogeneizd en la
misma batidora durante 1 minuto a minima potencia y se centri-
fugbé a 30000xg durante 5 minutos, repitiéndose este proceso de
lavado una vez mds. El precipitado resultante se resuspendid
en un pequeio volumen del mismo tampdén y se homogeneizd a ma-
no.

II.B.7. Sonicacifn en presencia de Tritdn y urea

La solubilizacidn del citocromo b-559 se consiguid me-
diante sonicacién en presencia de Tritdén y urea. Para ello, se
utilizd tampdn Tris-HC1 0,05 M, pH 8, Tritén X-100
2% (p/v), urea 4 M y DTE 5 mM. Alicuotas de 10 ml se sonicaron
durante dos minutos en hielo en periodos de 15 segundos con
intervalos de 1 minuto, usando un sonicador Branson B-12

(Branson Sonic Power Company, EE.UU.) a 90 w de potencia.
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Los restos de membranas y otros agregados celulares se
eliminaron de las suspensiones sonicadas mediante una primera
centrifugacidén a 30000xg durante 30 minutos, y una segunda del
sobrenadante de la centrifugacidn anterior a 90000xg durante
30 minutos en una ultracentrifuga Spinco L2-65B (Beckman
Instruments Inc., EE.UU.).

II.B.8. Concentracidn mediante Sephadex G-25

La concentracidén de las suspensiones durante los dis-
tintos pasos de la purificacidén del citocromo b-559 se realizd

siguiendo el método que a continuacidén se describe:

Se afadieron varios gramos de Sephadex G-25 Fine seco
a las suspensiones y se agitaron suavemente. Se dejd reposar
la mezcla durante 5 a 10 minutos a 4°C y, tras ésto, se cen-
trifugd la suspensidn a 500xg durante 2 minutos en un sistema
- de dos tubos de centrifuga, uno mayor que contiene a uno mis
pequeiio horadado finamente en el fondo. Entre ambos tubos se
interpuso un organdi de nylon. Este sistema permite el paso de
la solucidn, que es recogida en el segundo tubo, pero retiene
el Sephadex hinchado.

II.B.9. Cromatografias

II.B.9.1. Cromatografia de intercambio idnico

La cromatografia de intercambio ifnico se realizd en
una columna de vidrio de 5 x 25 cm (volumen vacio de 450 ml)
conteniendo un lecho de DEAE—célulosa microgranular DE-52
(Whatman, Gran Bretaha) equilibrada con Tris-HC1 0,05 M, pH 8,
Tritén X-100 2%, urea 2 M y DTE 2 mM. El flujo de montaje uti-
lizado fué superior a 300 ml/hora. La cromatografia se desa-
rrolld con el mismo tampdn a un flujo de 6 ml/hora regulado
por medio de una bomba peristdltica Perpex 10.200 (LKB,

Suecia) de cabezas reductoras intercambiables. Se recogieron
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automdticamente fracciones de 2 ml mediante un colector de
fracciones Frac-100 (Pharmacia Fine Chemicals, Suecia), anali-

zdndose su contenido en citocromo b-559 espectrofotométrica-
mente,

Antes de montar las columnas, los gases disueltos en
las suspensiones de DEAE-celulosa se eliminaron por succidn

mediante una bomba de vacio Millipore XX5522050 (Millipore,
EE.UU.).

En otros casos se preparS, segln se ha descrito ante-
riormente, una columna de DEAE-celulosa de 3 x 19 cm con un
volumen vacio de alrededor de 100 ml,

II.B.9.2. Cromatografia de filtracidn en gel. Determina-

cibén de pesos moleculares

El peso molecular del citocromo b-559 purificado se
determind mediante cromatografia de filtracién en gel, si-
guiendo el mé&todo descrito por Siegel y Monty (1966), en una
columna de vidrio calibrado Pharmacia de 40 x 2,6 cm, conte-
niendo un lecho de Sephadex G-150 Fine limitado en su parte
superior con un &mbolo adaptador. La columna se equilibrd con
Tris-HCl1 50 mM, pH 7,5, EDTA 0,5 mM y NaCl 0,1 M, tampdn que
se utilizd también para desarrollar 1la filtracién. Las
muestras, 0,6 ml de tampdn de equilibrado conteniendo
citocromo b-559 purificado y/o las proteinas marcadoras, se
aplicaron directamente a través del é&mbolo en la parte
superior del lecho del gel. La cromatografia descendente se
desarrolls a 4°c y a un flujo de 9 ml/héra.

Se recogieron fracciones de 1,1 ml y se determind el
volumen de elucidn de cada una de las proteinas utilizadas
midiendo la absorbancia a 230 nm, en el caso de las proteinas
patrones, y a 416 nm (correspondiente a la banda Soret de la

forma oxidada), en el caso del citocromo b-559. El1 volumen
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vacio o de exclusidn del lecho de gel se estimdé a partir del
volumen de elucibén de una muestra conteniendo azul dextrano
0,3% (p/v). El volumen total se determind calibrando la colum-
na vacia con agua destilada, y se confirmdé posteriormente fil-
trando una muestra conteniendo ferricianuro potdsico 8 mM. El
azul dextrano y el ferricianuro se detectaron midiendo 1la
absorbancia a 620 nm y 420 nm, respectivamente.

Se usaron las siguientes proteinas como patrones de
peso molecular (2 mg de cada una): catalasa (232 kDa);
aldolasa (158 kDa); seroalblimina bovina (67 kDa); ovoalbtimina
(43 kba); vy a—quimiotripsinégeno (25 kba).

El peso molecular se obtuvo representando en ordena-
das, en escala semilogaritmica, el peso molecular y en abcisas

el volumen de elucidbn de las proteinas.

II.B.10. Electroforesis

II.B.10.1. Electroforesis preparativa en geles de

poliacrilamida

Las separaciones preparativas mediante electroforesis
de disco se realizaron en geles de poliacrilamida al 10% (p/v)
de acrilamida segfin el método descrito por Jovin et al. (1964),
en un sistema para 12 geles Shandon (Shandon Scientific
Company Ltd., Gran Bretana), usando cilindros de vidrio de

15 mm de di&metro interno.

Los geles se prepararon mezclando 4 voliimenes de una
solucidn de acrilamida al 20% y bis-acrilamida al 0,8% con
1 volumen de tampén Tris-HC1 3 M, pH 8,3, conteniendo TEMED al
0,46% (v/v), 1 volumen de agua destilada y 2 volGmenes de
persulfato ambénico al 0,1%, preparado inmediatamente antes de
su uso. Se anadia adem&s DTE 4 mM, glicerol 10% y Tritdn X-100

0,1%, cuyos vollmenes se restaban del de agua destilada. Los
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geles, de 7 cm de longitud, se recubrian de una pequena capa
de agua destilada. Los gases disueltos se eliminaron mediante
vacio antes de la polimerizacidn, que se desarrollaba a tempe-
ratura ambiente. Una vez finalizada é&sta, los geles se recu-
brian con una capa de 1 cm de gel de empaquetamiento conte-
niendo acrilamida al 4% en Tris-HCl1 0,5 M, pH 6,8, preparado
seglin el protocolo descrito anteriormente, modificando el vo-
lumen de la solucidn de acrilamida y corrigiendo el volumen
final con agua destilada. El tampdn de electroforesis contenia
Tris (3,6 g/l)-glicina (15,3 g/l), pH 8,3, Tritén X-100 0,1% ,
Tris-tioglicolato 4 mM y DTE 1 mM. Una vez aplicada la muestra
(aproximadamente 0,3 ml), se sometid el sistema a una corrien-
te constante de 1,5 mA/gel durante 18 horas a 4°c. La banda de
citocromo b-559 ~caracterizada espectrofotom&tricamente- se
cortd y homogeneizd a mano en un pequefio volumen de tampdn de
electroforesis, sometiendo la suspensidn a agitacidn suave ba-
jo atmbésfera de argon a 4°C durante 2 horas, para facilitar la
difusidn del citocromo atrapado en el gel. Los restos del gel
se eliminaron centrifugando a 3000xg durante 1 hora.

En otros casos se emplearon cilindros de vidrio de
6 mm de di&metro para la electroforesis.

II.B.10.2. Electroforesis analitica en geles de

poliacrilamida conteniendo dodecil sulfato

sbédico. Determinacidn de pesos moleculares

Las electroforesis en geles de poliacrilamida conte-
niendo SDS se llevaron a cabo segfin el procedimiento descrito
por Weber y Osborn (1975) en el sistema Shandon, usanéo cilin-
dros de vidrio de 4 mm de didmetro interno con 1,5 cm de gel
de empaquetamiento al 4% de acrilamida y 7 cm de gel de desa-
rrollo al 9%. La preparacidn de los geles se realizd segfin el
procedimiento descrito en el apartado II.B.10.1., pero elimi-
nando el Tritén X-100, glicerol y DTE, y anadiendo SDS al 0,1%
(p/v). Las proteinas patrén (en torno a 8 Fg), disueltas
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previamente en tampén Tris-HCl1 50 mM, pH 8, y el citocromo
b-559 se calentaron por separado a 100°C durante 5 minutos en
presencia de SDS 1% y 2-mercapto-etanol 1%. Una vez enfriadas
ambas muestras, se les afiadié glicerol al 10% y azul de
bromofenol al 0,01%, aplicandose 100 Pl por tubo. La
electroforesis se desarrolld aplicando inicialmente una inten-
sidad de 2,5 mA/gel, hasta que el frente habia recorrido el
gel de empaquetamiento (1 hora, aproximadamente), elevdndose a
continuacidén la intensidad a 3-4 mA/gel y manteniendose asi
hasta que el colorante alcanzd el extremo inferior de los ge-
les (3-4 horas). El proceso se desarrolld a 4°c, empledndose
como tampdn de electroforesis Tris (6 g/l)-glicina (28,8 g/1),
pH 8,3, conteniendo SDS al 0,1% y DTE 2 mM.

Las proteinas utilizadas como patrones de peso molecu-
lar fueron: fosforilasa b (94 kDa); serocalbfimina bovina (67
kDa); ovoalbtimina (43 kDa); anhidrasa carbénica (30 kDa);
inhibidor de la tripsina de soja (20,1 kDa); a~lactoalbi-
mina (14,4 kDa) y citocromo c¢ (12,4 kDa).

Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas se
localizaron tifiéndolas por inmersién de los geles en una solu-
cién de azul de Coomassie R al 0,25% en 9% de &cido acético y
45% de metanol. Después de varias horas de tincidén (entre 3 y
5), 'los geles se lavaron repetidas veces en una solucidn de
dcido acético al 7% y metanol al 5% con una pequefia cantidad
de resina DOWEX 50 WX2, con el fin de acelerar el proceso de
destefiido. Tras &sto, las protefnas se visualizan como bandas
de color azul. Los geles una vez tefiidos se conservaron en
agua destilada.

Despuds de la tincidén para proteinas, se realizaron
densitogramas de los geles en un espectrofotdmetro Beckman
DU-7 con un accesorio de barrido de geles Beckman 596464

(Beckman Instruments Inc., EE.UOU.). Para ello, los geles se
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colocaron en tubos de vidrio de 5 mm de di&metro, midiéndose

la absorbancia a 600 nm a lo largo del gel.

Para la determinacidén del peso molecular del citocromo
b-559 se representaron en ordenadas, en escala semilogarit-
mica, los pesos moleculares de las proteinas patrones y en
abcisas la movilidad electroforé&tica relativa de cada proteina
respecto al frente {(Rf) determinada mediante los

densitogramas.
Todas las electroforesis se realizaron en una céamara
o  a . . . .
fria a 4°C utilizando una fuente de alimentacidn Pharmacia

ECPS 3000/150 (Pharmacia Fine Chemicals, Suecia).

II.B.11. Incorporacidn del citocromo b-559 en liposomas

El citocromo b-559 purificado fué& incorporado en
liposomas seglin el método de Matsuda y Buttler (1983), con
algunas modificaciones. A una nmezcla de 20 Fl de
fosfatidiletanolamina 100 mM y 5 Pl de fosfatidilcolina
100 mM, gaseada con argon durante unos minutos hasta que se
evapord totalmente el solvente, se anadieron 400 Pl de una so-
lucidn de citocromo b-559 purificado (1 PM)' La mezcla se man-
tuvo en agitacibén suave, a 4°c y bajo atmésfera de nitrdgeno,
para prevenir los dafios por oxidacién del citocromo, durante
dos horas. La preparacidén de liposomas resultante fue diluida
con 400 Pl de Tricina-KOH 10 mM, pH 7,5, conteniendo glicerol
al 15%.
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ITI.C. REACTIVOS

Los siguientes productos procedian de Sigma Chemical
Co. (EE.UU.): PMSF; PMS; PES; DTE; DPIP; duroquinona; DCMU;
DBMIB; Tris; Tricina; Trit6n X-100; TMPD; tioglicolato; EDTA;
MES; valinomicina; fosfatidilcolina; fosfatidiletanolamina;

azul de Coomassie; polilisina y pirogarol.

E]l ditionito s&6dico; hidroquinona; quinhidrona;
ferricianuro potdsico; azida sédica; sacarosa; dodecil sulfato
sbdico; azul de bromofenol; 2-mercapto-etancl e hidroxilamina,

se obtuvieron de Merck (2lemania Federal).

El CCCP y citocromo c¢ procedian de Boehringer
(Alemania Federal). El DAD y 1la 1,2-naftoquinona de
Aldrich-Europe (Bé&lgica). De Pharmacia (Suecia), se obtuvie-
ron: Sephadex G-25 Fine; azul dextrano 2000 y los patrones pa-
ra la determinacidén de pesos moleculares por electroforesis y
filtracién en gel. La DEAE-celulosa procedia de Whatman
(Gran Bretafa). El1 Mv; TEMED; DOWEX 50 WX2; ovoalbGmina y
persulfato ambénico de Serva (Alemania Federal). La acrilamida
y metilén-bisacrilamida se obtuvieron de Janssen Chimica
(BElgica). El resto de los productos utilizados procedian de
Merck y de Sigma y eran de grado analitico.

El pirogarol se prepar6 antes de cada titulacidn
potenciométrica en una solucidn alcalina previamente gaseada
con argon. La gquinhidrona se prepard en tampdén comercial
Titrisol (pH 7). E1 CCCP; DCMU; DBMIB; DAD; 1,2-naftoquinona;

duroquinona y valinomicina se disolvieron en etanol.

El resto de los reactivos se prepararon en agua des-
tilada que se obtuvo mediante un destilador de vidrio DRA
(Espafia). El1 argon N-50 fué suministrado por la Sociedad
Espanola del Oxigeno.



III. RESULTADOS



64

III.A. ESTUDIO DE LAS ACTIVIDADES FOTOSINTETICAS EN CLOROPLAS-
TOS Y PARTICULAS DEL FOTOSISTEMA II

En esta seccidn se ha llevado a cabo una caracteriza-
cidén de las actividades fotosintéticas de cloroplastos y par-
ticulas del fotosistema II, preparaciones utilizadas poste-

riormente en los estudios relativos al citocromo b-559.

) Se ha realizado ademds un estudio de los efectos de
diferentes agentes y condiciones experimentales en las
actividades fotosintéticas de cloroplastos y particulas del
fotosistema II. Estos agentes serén los mismos empleados para
la posterior caracterizacidén del citocromo b-559, objeto fun-
damental de este trabaijo.

ITI.A.1. Cloroplastos

III.A.l.l. Actividades fotosintéticas

En la Tabla I se muestran las actividades fotosinté&ti-
cas de cloroplastos medidas como desprendimiento de oxigeno,
utilizando diversos aceptores y donadores de electrones. Con
el sistema H,0 — Ferri, que determina la actividad fotosinté-
tica global, los cloroplastos presentan tasas de desprendi-
miento de oxigeno en torno a 24 pmoles/mg de clorofila.hora,
similares a las descritas en la literatura. Estos valores se
multiplican por 4,3 cuando se ahade el desacoplante amonio, lo
cual indica la existencia de un buen acoplamiento, y, por tan-
to, el buen estado de los cloroplastos extraidos. Los sistemas

HZO - DPIP, HZO - DPIP/Ferri y H,O — DAD/Ferri permiten esti-

mar la actividad fotosinté&tica déi fotosistema II, determin&n-
dose valores de desprendimiento de oxigeno muy similares en
los tres casos, si bien el sistema HZOV*-DAD/Ferri parece ser
el mids efectivo. El amonio no afecta en absoluto a la activi-
dad fotosintética del fotosistema II medida con los tres sis-

temas, ya que los aceptores utilizados extraen los electrones
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TABLA I

i

ACTIVIDADES FOTOSINTETICAS DE CLOROPLASTOS DE ESPINACA MEDIDAS
COMO DESPRENDIMIENTO DE OXIGENO

Sistema pmoles de oxigeno / mg de clorofila.hora
+ +
- NH4 + NH4
H,0 — Ferri 24,3 105,1
H,0 — DPIP 58,8 ‘ 58,8
H,O0 — DPIP/Ferri 67,0 67,0
H,O — DAD/Ferri 73,6 73,6
Asc/DPIP — Mv/O, 77,4 331,8

La mezcla de reaccidn contenia, en un volumen final de 3 ml:
tampén Tricina-KOH 50 mM, pH 7,5, y cloroplastos frescos
correspondientes a 150 g de clorofila. En el sistema
H,O0 - Ferri se anadié ferricianuro potdsico 5 mM. En el
sistema H,0 - DPIP se ahadidé DPIP 180 pM. En el sistema
H,O -»DPIPz/Ferri se anadid ferricianuro 5 mM y DPIP 60 ’J.M En
el sistema H.,O — DAD/Ferri se anadié ferricianuro 5 mM y DAD
60 . En ei sistema Asc/DPIP — Mv/O, se anadid ascorbato
sbddico 5 mM, DPIP 60 }1M, Mv 0,1 mM, Na 0,5 mM y DCMU 10 7uM
En este sistema los datos obtenidos corges onden a consumo de
oxigeno. Donde se indica se anadié NH 5 mM. Todos 1los

ensgyos se realizaron a 20°C e iluminando’ con luz roja de 300
W/m”.
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del lado reductor del fotosistema II antes de los sitios de
acoplamiento. La actividad del fotosistema I, medida con el
sistema Ascorbato/DPIP *-Mv/oz, presenta valores de consumo de
oxigeno satisfactorios (77 Pmoles/mg de clorofila.hora), que
se multiplican por 4,5 tras la adicidén de amonio, lo que con-

firma el buen acoplamiento de los cloroplastos.

IITI.A.1.2. Efecto de diferentes agentes sobre las

actividades fotosintéticas

IITI.A.1.2.1. Efecto del envejecimiento

Se ha estudiado la evolucidn en el tiempo de las
actividades fotosinté&ticas de cloroplastos, bien sea del sis-
tema global, o de cada fotosistema funcionando por separado
(Tabla II). Las tasas de desprendimiento de oxigeno detectadas
con el sistema Hzo - Ferri descienden r&pidamente, situ&ndose
a las 72 horas de haber sido extraidos los cloroplastos en el
10% de la tasa inicial, y desapareciendo totalmente a 1los 7
dias. La actividad del fotosistema II desciende mds lentamente
y se sitla a las 72 horas alrededor del 30% de la tasa ini-
cial, estabiliz&ndose posteriormente en valores similares du-
rante varios dias. El1 sistema Ascorbato/DPIP--—-Mv/O2 presenta
tasas de consumo de oxigeno enormemente estables, decreciendo

tan solo un 20% 7 dias después de la extraccidn.

IITI.A.1.2.2. Efecto de diferentes inhibidores del

flujo electrdnico

La Tabla III muestra el efecto del DBMIB sobre las ac-
tividades fotosintéticas de cloroplastos. La adicidén de DBMIB,
inhibidor competitivo del “pool" de gquinonas, provoca una
disminucién bastante significativa de la actividad fotosin-
té8tica del sistema global (hasta un 75%) y, en menor cuantia,

de la del fotosistema II (un 50%, aproximadamente). Esta
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TABLA II

EFECTO DEL ENVEJECIMIENTO SOBRE LA ACTIVIDAD FOTOSINTETICA DE
CLOROPLASTOS DE ESPINACA

tiempo Sistema
(horas)
Hzo ~ Ferri HZO - DPIP Asc/DPIP ~» Mv/O2
0 152,0 58,8 340,6
2,5 117,9 53,3 364,8
6,5 82,9 43,8 320,0
20 64,0 29,3 305,9
30 84,5 20,6 - 312,6
44 29,5 19,0 271,4
51 23,6 20,3 275,1
72 .17,2 21,1 n.d.*
120 10,0 10,8 303,8
168 0,0 18,5 265,5

La mezcla de reaccién contenia, en un volumen final de 3 ml:
tampdén Tricina-KOH 50 mM, pH 7,5, y cloroplastos frescos co-
rrespondientes”a 150 pg de clorofila. Las concentraciones de
los reactivos son las indicadas en la Tabla I. Los ensayos
H,O — Ferri y Asc/DPIP — Mv/0O, incluian adem&s NH 5 mM. Las
pfeparaciones de cloroplasto§ se almacenaron en hielo y
oscuridad los tiempos indicados hasta que se realizaron los
~ensayos. Los datos corresponden a Pmoles de oxigeno / mg de
clorofila.hora.

*n.d.: dato no medido.
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TABLA IIXI

EFECTO DEL DBMIB SOBRE LAS ACTIVIDADES FOTOSINTETICAS DE
CLOROPLASTOS DE ESPINACA. REVERSION POR TMPD

Adicibn Sistema

HZO - Ferri Hzo - DAD/Ferri Asc/DPIP'--»Mv/O2

Ninguna 105,0 73,6 364,8
DBMIB 26,5 42,4 364,8
DBMIB/TMPD 43,2 42,4 406,9

La mezcla de reaccidn contenia, en un volumen final de 3 ml:
tampdn Tricina-KOH 50 mM, pH 7,5, y cloroplastos f£frescos
correspondientes a 150 ng de clorofila. Las concentraciones de
los reactivos en los distintos ensayos son las indicadas en la
Tabla I. Donde se indica se anadid DBMIB 2 FM y TMPD 100 FM'

Los datos corresponden a pmoles de oxigeno/mg de clorofi-
la.hora '
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diferencia podria deberse a que s6lo una pequefia parte de los
electrones aceptados por el DAD pasarian a través de las
plastoquinonas, mientras que la mayoria de los electrones ex-
trafdos por el ferricianuro deben pasar por el "pool" de
plastoquinonas. E1 DBMIB no interfiere, por otra parte, en la
actividad del fotosistema I, puesto que el DPIP reducido dona
los electrones a la cadena de transporte después de las

plastoquinonas.

La adicidn de TMPD -eficaz transportador de electrones
entre plastoquinonas y plastocianina- a cloroplastos tratados
con DBMIB produce una reversidém parcial de 1la inhibicidn
producida por este agente en la actividad fotosint&tica glo-
bal, fendmeno descrito anteriormente (Trebst, 1980). Esta adi-
cién no afecta, sin embargo, al bloqueo de la actividad del
fotosistema II.

El herbicida DCMU -agente que bloquea el flujo elec-
trdnico entre los aceptores primarios del fotosistema II, Q, ¥
Qp- inhibe totalmente la actividad fotosinté&tica del sistema
global y del fotosistema II (Figura 7).

La valinomicina produce una inhibicién parcial de la
actividad fotosintética de cloroplastos (Tabla IV), tanto del
sistema global como del fotosistema II. Dicha inhibicidn se
puede cifrar en ambos casos en un 30% de la tasa de desprendi-
miento de oxigeno.

En la Tabla V se muestra el efecto del cianuro potéa-
sico sobre las actividades fotosint&ticas del sistema global y
del fotosistema II medidas espectrofotométricamente. Puede ob-
servarse como la incubacidén durante 20 minutos con 2 mM de
cianuro produce una fuerte inhibicién de la actividad fotosin-
tética global, que se reduce en un 75% aproximadamente, mien-
tras que no afecta significativamente a la actividad del
fotosistema IT.
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H,0 — Ferri

H,0 — DAD/Ferri

osc

Figura 7. Efecto del DCMU sobre las actividades fotosintéticas
de cloroplastos de espinaca medidas como desprendi-
miento de oxigeno

La mezcla de reaccidn contenia, en un volumen final de 3 ml:
tampdén Tricina-KOH 50 mM, pH 7,5, cloroplastos frescos corres-
pondientes a 150 pg de clorofila, y los reactivos usados en
los distintos ensayos a las concentraciones indicadas en la
Tabla I. Donde se indica se anadid amonio 5 mM y DCMU 10 uM .
El resto de las condiciones como se describen en la Tabla I.
Los valores de las pendientes expresan las tasas de desprendi-
miento de oxigeno en pmoles/mg de clorofila.hora.
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TABLA TV

EFECTO DE LA VALINOMICINA SOBRE LAS ACTIVIDADES FOTOSINTETICAS
DE CLOROPLASTOS DE ESPINACA

Adicidn Sistema

Hzo-»-Ferri Hzo-*-DAD/Ferri
Ninguna 92,9 79,6
Valinomicina 50 PM 63,0 55,3

La mezcla de reaccidén contenia, en un volumen final de 3 ml:
tampdn Tricina-KOH 50 mM, pH 7,5, y cloroplastos frescos co-
rrespondientes a 150 pg de clorofila. Las concentraciones de
los reactivos son las' indicadas en la Tabla I. Los datos co-
rresponden a Pmoles de oxigeno / mg de clorofila. hora.
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TABLA V

EFECTO DEL CIANURO SOBRE LAS ACTIVIDADES FOTOSINTETICAS DE
CLOROPLASTOS DE ESPINACA MEDIDAS ESPECTROFOTOMETRICAMENTE

Tratamiento Sistema

H,0 - Ferri H,0 -~ DAD/Ferri
Ninguno 229,4 112,9
20 min incubacién 204,7 176,5
KCN 2 mM + 20 min 52,9 | 144,7
incubacibn

La mezcla de reaccidn contenfa, en un volumen final de 3 ml:
tampén Tricina-KOH 50 mM, pH 7,5, y cloroplastos frescos co-
rrespondientes a 10 png de clorofila. En fl ensayo Hzo - Ferri
se afadidé 1 mmol de ferricianuro y NH 5 mM. En “el ensayo
H,0 — DAD/Ferri se afiadid DAD 10 pM y 1 ol de ferricianuro.
LOs ensayos se realizaron a 20°C iluminando con luz roja de
2000 W/m“. El1 resto de las condiciones se detallan en el
apartado II.B.4. de Materiales y Mé&todos. Los datos de la

tabla corresponden a pmoles de ferricianuro reducido / mg de
clorofila.hora.
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IT1.A.1.2.3. Efecto del CCCP

En la Tabla VI se muestra como la adicidén de concen-
traciones crecientes de CCCP provoca un aumento progresivo de
la actividad fotosintética de 1los cloroplastos (efecto
desacoplante) hasta una concentracién de 10 PM’ en que se mul-
tiplica por 4,3 la actividad. A partir de esta concentracidn,
la adicidén de concentraciones superiores de CCCP provoca una
disminucibén progresiva de la tasa de desprendimiento de oxige-
no, debida a un efecto inhibidor sobre el sistema de rotura de
agua.

ITI.A.2, Particulas del fotosistema IIX

ITT.A.2.1, Actividades fotosintéticas

En la Tabla VIi se presentan las actividades foto-
sinté&ticas de particulas del fotosistema II, medidas como des-
prendimiento de oxigeno, utilizando diferentes sistemas
aceptores y donadores de electrones. Las mejores tasas de des-
prendimiento de oxigeno, 70 Pmoles/mg de clorofila.hora, se

consiguen con el sistema H.,O — DPIP/Ferri. Estas tasas suelen

2
ser muy similares a las obtenidas con el mismo sistema en clo-
,0 — DPIP y H,

tran poco efectivos para medir la actividad fotosintética de

roplastos. Los sistemas H O — DAD/Ferri se mues-
las particulas del fotosistema II, al igual que el sistema
global. El1 sistema Ascorbato/DPIP -Mv/02, utilizado como cri-
terio de pureza de estas preparaciones, no presenta ninguna
actividad, lo que indica la inexistencia de contaminacidn
debida al fotosistema I.

El amonio no afecta significativamente la actividad
fotosintética de las particulas del fotosistema II, lo que in-

dica que éstas no presentan acoplamiento.
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TABLA VI

EFECTO DEL  CCCP SOBRE LA ACTIVIDAD FOTOSINTETICA DE
CLOROPLASTOS DE ESPINACA

CCCP Incremento de la actividad
(PM) (ntimero de veces)

1 1,35

2 1,60

3 1,90

5 : 2,50

10 4,31

15 4,00

20 4,00

30 3,05

La mezcla de reaccidn contenia, en un volumen final de 3 ml:
tampdn Tricina-KOH 50 mM, pH 7,5, y cloroplastos frescos co-
rrespondientes a 150 pg de clorofila. El efecto se estudid so-
bre la actividad global, para lo cual se anadid ferricianuro
5 mM. Los datos de incremento en la actividad fotosintética
son el cociente de las tasas de desprendimiento de oxigeno
después y antes de anadir CCCP.
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TABLA VII

ACTIVIDADES FOTOSINTETICAS DE PARTICULAS DEL FOTOSISTEMA II
MEDIDAS COMO DESPRENDIMIENTO DE OXIGENO

Sistema pmoles de oxigeno / mg clorofila.hora
+ +
- NH4 + NH4
H,0 — DPIP/Ferri 70,0 68,9
H,O - DPIP 48,2 43,0
H,0 - DAD/Ferri 42,0 42,0
H,0 — Ferri 21,9 ‘ 21,9
Asc/DPIP — Mv/O, 0,0 0,0

La mezcla de reaccidn contenia, en un volumen final de 3 ml:
tampdén Mes-NaOH 25 mM, pH 6,5, sacarosa 0,3 M, NaCl 10 mM,
PMSF 1 mM, y particulas del fotosistema II frescas correspon-
dientes a 150 pg de clorofila. Las concentraciones de los
reactivos son las indicadas en la Tabla I. Todos los ensayos
se realizaron a 20°C, utilizando luz roja ?rocedente de una
fuente de iluminacién que suministra 300 W/m".
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La utilizacidén de tampones con alta concentracidn de

un estabilizador osmbético, sacarosa 0,3 M, permite determinar

. tasas de desprendimiento de oxigeno mucho mayores que cuando
se emplean tampones sin sacarosa.

IITI.A.2.2. Efecto de diferentes agentes sobre las

actividades fotosinté&ticas

ITI.A.2.2.1. Efecto del pH, temperatura y

envejecimiento

El anilisis de las tasas de desprendimiento de oxigeno
de las particulas del fotosistema II a distintos pHs (Figura
8A) indica un 6ptimo en la zona &cida, a pH 6, descendiendo la
actividad conforme el pH aumenta, hasta casi desaparecer a pH
8,5.

Como se muestra en la Figura 8B, la temperatura de
ensayo ©Optima se sitia entre 25°c y 35°C, reduciéndose
considerablemente la tasa de desprendimiento de oxigeno a tem-
peraturas superiores e inferiores.

En la Figura 9 se muestra la evolucidén en el tiempo de
la actividad fotosintética de particulas del fotosistema II.
Como puede observarse, el sistema posee una alta estabilidad,
comparada con cloroplastos, presentando tasas de despren-
dimiento de oxigeno de alrededor del 50% de las iniciales tras

dos semanas de almacenamiento.

III.A.2.2.2. Efecto de diferentes inhibidores del

flujo electrdnico

En la Tabla VIII se resume el efecto de varios inhi-
bidores sobre la actividad de las particulas del fotosistema
II. E1 DBMIB no produce ningin efecto sobre 1la tasa de
desprendimiento de oxigeno del sistema a una concentracidn de

2 pyM, ni a concentraciones superiores. La valinomicina a
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Figura 8. Efecto del pH y la temperatura sobre la actividad
fotosintética de particulas del fotosistema II

En A, se determind la tasa de desprendimiento de oxigeno a di-
ferentes pHs, utilizando para ello los siguientes tampones:
malato 50 mM (pHs 5 y 5,5), fosfato 50 mM (pHs 6 y 7);
Mes-NaOH 50 mM (pH 6,5) y tricina~-KOH 50 M (pHs 7,5; 8 y 8,5).
L.a mezcla de reaccidén contenia, en un volumen final de 3 ml,
uno de los tampones indicados, sacarcsa 0,3 M, NaCl 10 mM, y
particulas del fotosistema II correspondlentes a 150 pg de
clorofila.

En B, la mezcla de reaccidn contenia, en un volumen final de 3
ml: tampdn Mes-NaOH 25 mM pH 6,5, sacarosa 0,3 M, NaCl 10 mM,
PMSF 1 mM, y particulas del fotosistema II frescas correspon-
dientes a 150 pg de clorofila.

Los ensayos en ambos casos se llevaron a cabo con el sistema
H20 - DPIP/Ferri como se describe en la Tabla I, excepto que
el B se realizaron a las temperaturas indicadas.
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Figura 9. Evolucidn en el tiempo de la actividad fotosintética
de particulas del fotosistema II

La mezcla de reaccibn contenia, en un volumen final de 3 ml:
_tampén Mes-NaOH 25 mM, pH 6,5, sacarosa 0,3 M, NaCl 10 mM,
PMSF 1 mM y particulas del fotosistema II frescas corres-
pondientes a 150 pg de clorofila. Las particulas se almacena-
‘'ron en hielo y oscuridad durante el tiempo indicado, tras lo
cual se determind la tasa de desprendimiento de oxigeno. Los
ensayos se realizaron con el sistema H,0 —~ DPIP/Ferri como se
indica en la Tabla I.
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TABLA VIII

EFECTO DE DIFERENTES INHIBIDORES DEL FLUJO DE ELECTRONES SOBRE
LA ACTIVIDAD FOTOSINTETICA DE PARTICULAS DEL FOTOSISTEMA II

Adicidn pmoles de oxigeno / mg de clorofila.hora
Ninguna 51,4
DBMIB 2 pM 45,4
Valinomicina 50 M 34,8
KCN 20 mM 0,0
DCMU 10 pM 0,0

La mezcla de reaccidn contenia, en un volumen final de 3 ml:
tampén Mes-NaOH 25 mM, pH 6,5, sacarosa 0,3 M, NaCl 10 mM,
PMSF 1 mM, y particulas del fotosistema II frescas correspon-
dientes a 150 pg de clorofila. Los distintos efectos se estu-
diaron sobre la actividad H,O0 - DPIP/ Ferri, para lo cual se
anadidé DPIP 60 puM y ferricianuro 5 mM.
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una concentracidn de 50 pM afecta negativamente al sistema,
aunque de forma casi inapreciable. Tanto el cianuro a una
concentracién de 20 mM como el DCMU a una concentracidn de

10 pM inhiben completamente la actividad.

IITI.A.2.2.3. Efecto del CCCP

En la Figura 10 se muestra el efecto del CCCP sobre la
actividad fotosintética de particulas del fotosistema II. El
CCCP inhibe el desprendimiento de oxigeno por el sistema desde
concentraciones muy pequenas (1 y 5 pM), reduciéndolo al 50% a

concentraciones elevadas (40 pM) .

IITI.A.2.2.4. Efecto del Tritdédn X-100

Se ha estudiado el efecto del detergente no idnico
Tritdn X-100 sobre las tasas de desprendimiento de oxigeno de
las particulas del fotosistema II (Tabla IX). La incubacibn
con concentraciones crecientes de Tritén X-100 produce una
disminucién progresiva del desprendimiento de oxigeno por las
particulas, llegando a ser de un 40% del inicial con 400
p.p.m. del detergente.

III.B. CARACTERIZACION REDOX Y ACIDO-BASE DEL CITOCROMO b-559
EN PARTICULAS DEL FOTOSISTEMA II.

Las propiedades redox y &cido-base del citocromo b-559
en cloroplastos de espinaca han sido ya establecidas ante-
riormente (Galvdn et al., 1983; Hervas et al., 1985). En esta
seccidn se ha llevado a cabo un estudio de las principales
propiedades redox y &cido-base del citocromo b-559 en particu-
las del fotosistema II: estado de 6xido-reduccidn; potenciales
redox y su dependencia respecto al pH; estabilidad de los pa-
res de potencial del citocromo ante diferentes tratamientos
desenergetizantes, etc.
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Figura 10. Efecto del CCCP sobre la actividad fotosintética de .
particulas del fotosistema II

La mezcla de reaccidn contenia, en un volumen final de 3 ml:
tampdn Mes-NaOH 25 mM, pH 6,5, sacarosa 0,3 M, NaCl 10 mM,
PMSF 1 mM, particulas del fotosistema II correspondientes a
150 png de clorofila y las concentraciones de CCCP indicadas.
Los ensayos se realizaron con el sistema H,0 — DPIP/Ferri como
se indica en la Tabla I.
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TABLA IX

EFECTO DEL TRITON X-100 SOBRE LA ACTIVIDAD FOTOSINTETICA DE
PARTICULAS DEL FOTOSISTEMA II

Tritdén X-100 pmoles de oxigeno / mg de clorofila.hora
(p.p.m.)

0 52,6

50 42,6

100 47,8

200 25,9

300 14,0

400 20,0

. La mezcla de reaccién contenia, en un volumen final de 3 ml:
tampén Mes-NaOH 25 mM, pH 6,5, sacarosa 0,3 M, NaCl 10 mM,
PMSF 1 mM y particulas del fotosistema II correspondientes a
150 pg de clorofila. El efecto se estudid sobre el mismo sis-
tema empleado en la Tabla VIII. Todos los ensayos se realiza-
ron incubando la mezcla de reaccidn con la concentracidn de
Tritén X-100 indicada en cada caso durante 5 minutos en agita-
cidn y a temperatura constante de ZOOC, tras lo cual se midid
el desprendimiento de oxigeno.
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IIT.B.1. Estado redox del citocromo b-559

Como paso previo al estudio del citocromo b-559 en
particulas del fotosistema II, se ha determinado el estado
redox de este citocromo en cloroplastos con el objeto de poder

comparar su situacibén en ambas preparaciones.

En la Figura 11 se muestran los cambios de absorbancia
en el m&ximo de la banda o del citocromo b-559 -y los
espectros correspondientes a esa zona- producidos por la
adicidén de diferentes agentes reductores y oxidantes en sus-
pensiones de cloroplastos. La adicidén de hidroquinona (Figura
11A) produce un incremento de absorbancia que correponde,
seglin muestra el espectro, a la reduccidén del citocromo f. La
adicidn posterior de ditionito produce la reduccidn de la
fraccién oxidada de bajo potencial del citocromo b-559 (en
torno a 1/3). Tras la adicién de ferricianuro (Figura 11B),_1a
fraccidn reducida del citocromo b-559 (2/3 del total) se oxida
convirtiéndose en la forma oxidada de alto potencial,
reducible por hidroquinona. Efectivamente, el espectro de la
reduccidn por hidroquinona posee un mdximo a 556 nm, debido a
la contribucién de los citocromos b-559 y f. La adicidn
posterior de ditionito reduce la fraccién oxidada de bajo

potencial inicialmente presente.

El tratamiento de las preparaciones de cloroplastos
con el detergente Tritdn X-100 determina que el citocromo
b-559 aparezca fGnicamente en forma oxidada de bajo potencial
reducible por ditionito (Figura 11C). El citocromo f aparece
en estaé preparaciones parcialmente reducido, como puede
observarse por el espectro de la oxidacién con ferricianuro,
debido posiblemente a la accidn de algiin reductor enddgeno que
ha ganado accesibilidad al citocromo por la desorganizacidn de

la membrana.
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Figura 11. Estado redox del citocromo b-559 en suspensiones de
cloroplastos frescas y tratadas con Tritdn X-100

La mezcla de reaccidn contenia, en un volumen final de 3 ml:
tampdn Tricina-KOH 50 mM, pH 7,5, y cloroplastos correspon-
dientes a 150 pg de clorofila. (A y B) Preparaciones frescas
de cloroplastos; (C) preparaciones tratadas con Tritén X-100.
En C, los cloroplastos se incubaron con 350 p.p.m. de Tritdn
X-100 durante 5 minutos a 20 C. Donde se indica se anadid
ferricianuro 2 mM, hidroquinona 4 mM y ditionito 2 mM. Las me-
didas de los cambios puntuales de absorbancia a 559-570 nm y
los espectros diferenciales (media de 5 experimentos indepen-
dientes), se realizaron seglin se describe en el apartado
II.B.4. de Materiales y Métodos.
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En la Figura 12 se muestran los cambios de absorbancia
en el mé&ximo de la banda o del citocromo b-559 -y 1los
espectros correspondientes '‘a esa zona- producidos por la
adicidn de diferentes agentes reductores y oxidantes en sus-
pensiones de particulas del fotosistema II. La adicién de
hidroquinona a particulas del fotosistema II frescas (Figura
12A) provoca un pequeio incremento de absorbancia de caricter
inespecifico (espectro sin m&ximo definido). La adicidn poste-
rior de ditionito provoca un importante incremento de
absorbancia (aproximadamente 1/3 del cambio total) que corres-
ponde, como muestra el espectro, a la reduccidén de la fraccidn
oxidada de bajo potencial del citocromo b-559. En la Figura
12B se muestra como la adicidn de ferricianuro a las prepara-
ciones de particulas del fotosistema II produce la oxidacidn
de la fraccidén inicialmente reducida del citocromo b-559
(2/3), generando una fraccidn oxidada de alto potencial, que
se reduce al afadir hidroquinona; la adicidn posterior de
ditionito reduce la fraccidén oxidada de bajo potencial del
citocromo b-559,

Como muestran los espectros de las Figuras 12A y 12B
(todos los miximos alrededor de 559 nm), en ningfin caso se ob-
servaron interferencias espectrales del citocromo f, pudiéndo-
se atribuir todos los cambios redox producidos al citocromo
b-559.

ITI.B.2. Estudios potenciométricos del citocromo b-559

II.B.2.1. Potenciales medios de 6xido-reduccidn

Las dobles sigmoides detectadas cuando se llevan a
cabo titulaciones potenciom&tricas, tanto oxidativas como
reductivas, del citocromo b-559 en las preparaciones de parti-
culas del fotosistema II, ponen de manifiesto la existencia de
dos potenciales medios de éxidb—reduccién, correspondientes a

los pares de alto y bajo potencial del citocromo b-559 (Figura
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Figura 12. Estado redox del citocromo b-559 en preparaciones

de particulas del fotosistema II frescas
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La mezcla de reaccidn contenia, en un volumen final de 3 ml:
tampén Tricina-KOH 50 mM, pH 7,5, y particulas del fotosistema

IT correspondientes

a 150 pg de clorofila.

Los reactivos ana-

didos, al igual que el resto de las condiciones, son los refe-
ridos en la Figura 5.
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13). Los potenciales medios, a pH 7,5, obtenidos en las
titulaciones reductivas (Figura 13A) y oxidativas (Figura 13B)
.no difieren significativamente en el par de bajo potencial,
situdndose en torno a +150 mV. Para el par de alto potencial
se detecta, sin embargo, una pequefia disminucién del potencial
medio cuando las titulaciones potenciométricas que se realizan
son oxidativas. Los valores obtenidos en las titulaciones
reductivas son de alrededor de + 380 mV, mientras que en las

oxidativas se sitfian en torno a + 340mV.

En la Figura 14 se muestra la representacidn de Nernst
de los potenciales medios de 1los pares de alto y bajo
potencial del citocromo b-559 determinados mediante titulacio-
nes reductivas a pH 7,5 , usando preparaciones frescas de par-
ticulas del fotosistema II. Se obtienen unos valores, con una
variacidén de alrededor de + 10 mvV, de + 380 mV para el par de
alto potencial y de + 145 mV para el par de bajo potencial,
con valores de n -nlmero de electrones implicados-  muy

prdximos a 1 en ambos casos.

III.B.2.2. Dependencia respecto al pH del potencial

Se ha estudiado el efecto del pH sobre el potencial
medio de 6xido-reduccidn de los dos pares redox del citocromo
b-559 en preparaciones de particulas del fotosistema II (Figu-
ra 15). El par de alto potencial es independiente del pH, mos-
trando un potencial medio constante (E'o, + 380 mV) en el
intervalo de pH entre 6,5 y 8,0.. Por encima de pH 8 no es
posible detectar el par de alto potencial, que se transforma
completamente en el de bajo pétencial. El par de bajo
potencial muestra, por el contrario, independencia de su
potencial respecto al pH por encima de pH 7,6, mientras que a
pHs menores su potencial decrece 72 mV por unidad de pH, lo
cual parece sugerir la implicacidén de  un protdn por cada

electrdn por debajo de dicho pKa de 7,6.
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Figura 13. Titulaciones potenciométricas reductiva (A) y
oxidativa (B) del citocromo b-559 en particulas del

fotosistema II

La mezcla de reaccidén contenia, en un volumen final de 3 ml:
tampén Tricina-KOH 50 mM, pH 7,5, particulas- del fotosistema

IT correspondientes a 200 ung de clorofila y los siguientes
mediadores redox: naftoquinona 20 pM; duroquinona 20 upM; DAD
20 pM; PMS 2,5 pM y PES 10 . Las titulaciones se llevaron a
cabo como se describe en el apartado II.B.5. de Materiales y

Métodos.
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Figura 14. Representacidén de Nernst de la titulacidn
potenciométrica reductiva de los pares de alto y

bajo potencial del citocromo b-559 en particulas
del fotosistema II

La mezcla de reaccidn es la descrita en la Figura anterior. La
titulacién se llevd a cabo como se describe en Materiales vy
Mé&todos. Se representa el experimento individual con el valor
de potencial medio de &xido-reduccidn mds préximo a la media
de las diez titulaciones realizadas. El1 potencial medio obte-
nido varia + 10 mV en los diferentes ensayos.



90

420

380 - i 4 I

ol

240 ~
r

200 4 \ b—5598,,
AQ
()
KA
160 -+ \\\\\\\:g§

120 -~

E'(mV)

s
£
~
(=2}

Figura 15. Efecto del pH sobre el potencial medio de
dxido-reduccidn de los pares de alto y bajo
potencial del citocromo b-559 en particulas del
fotosistema IT

Se determinaron los potenciales medios a distintos pHs median-
te titulaciones potenciométricas reductivas como se describe
en la Figura 13. Los valores de potencial indicados son-la me-
dia de 5 experimentos independientes. Sobre cada punto se re-
presenta la desviacidn estdndar correspondiente. El valor de n
fué de 1 + 0,3 en todos los casos. Se emplearon los siguientes
tampones: fosfato 50 mM (pHs 6,5 y 7) y Tricina-KOH 50 mM (pHs
7,5; 8 y 8,5).
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III.B.3. Efecto de diferentes agentes sobre la proporcidn de

los pares de alto y bajo potencial del citocromo
b-559 ’

Los experimentos que a continuacidén se exponen van en-
caminados a caracterizar la estabilidad de los pares de alto y
bajo potencial del citocromo b-559 en preparaciones de parti-
culas del fotosistema II sometidas a tratamiento con dife-
rentes agentes fisicos y quimicos.

III.B.3.1. Efecto del pH, temperatura y envejecimiento

En la Figura 16 se muestra el efecto del pH y la
temperatura sobre los porcentajes de los pares de alto y bajo
potencial del citocromo b-559 en particulas del fotosistema
II. El mayor porcentaje del par de alto potencial (aproximada-
mente un 70%) se obtiene a pH ligeramente &cido, pH 6,5 (Figu-
ra 16A), descendiendo lentamente conforme aumenta el pH, y de
forma drdstica a partir de pH 7,5, estabilizdndose en tornc al
50% a partir de pH 8. El par de bajo potencial aumenta en la
misma proporcidn en que disminuye el de alto, lo que sugiere

la interconvertibilidad entre ambos pares.

La incubacidn de las particulas del fotosistema II a
temperaturas superiores a 35°C provoca un descenso considera-
ble en el porcentaje del par de alto potencial del citocromo
b-559 (Figura 16B), que se reduce hasta el 10% cuando se some-
ten las suspensiones a temperaturas de 50° M 55°C. Los descen-
sos del porcentaje del par de alto potencial a temperaturas
elevadas llevan parejos aumentos de la misma cuantia en los
porcentajes del par de bajo potencial, si bien a temperaturas
superiores a 50°C la cantidad total de citocromo b-559 dismi-

nuye alrededor de un 25% por destruccidn de la proteina.

En la Figura 17 se muestra la evolucidn en el tiempo

del porcentaje de los dos pares de potencial del citocromo
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Figura 16. Efecto del pH y la temperatura sobre el porcentaje

de los pares de alto y bajo potencial del cito-
cromo b-559 en particulas del fotosistema II

En el caso A, la mezcla de reaccibtn contenia, en un volumen
final de 3 ml: particulas del fotosistema II correspondientes
a 150 pg de clorofila y, dependiendo del pH del ensayo, uno de
los siguientes tampones: Mes-NaOH 50 mM (pH 6,5); fosfato 50
mM (pH 7) o Tricina-KOH 50 mM (pHs 7,5; 8 y 8,5).

En B, la mezcla de reaccibn contenia, en un volumen final de 3
ml: tampén Mes-NaOH 50 mM, pH 6,5, y particulas del
fotosistema II correspondientes a 150 ug de clorofila. En este
caso, las particulas se incubaron durante 5 minutos a la tem-
peratura indicada antes de realizar el ensayo.

Los porcentajes de los pares de alto y bajo potencial se de-
terminaron en ambos casos por reduccidén diferencial con
hidroquinona y ditionito de una muestra previamente oxidada
con ferricianuro, como se describe en el apartado II.B.4. de
Materiales y Mé&todos. :



93

b-559 en particulas del fotosistema II. Como puede observarse,
el porcentaje del par de alto potencial disminuye muy lenta-
mente con el envejecimiento, manteniéndose tras dos semanas de
almacenamiento en valores superiores al 40%. Esta alta estabi-
lidad en el tiempo contrasta con el ripido descenso del por-
centaje del par de alto potencial del citocromo b-559 observa-
do en cloroplastos (Galvan, 1981; Hervéas, 1984).

En la Figura 18A se muestra la evolucidn con el tiempo
del porcentaje del par de alto potencial del citocromo b-559 a
diferentes pHs en preparaciones de particulas del fotosistema
II. La incubacidn durante diferentes tiempos a pH 6,5 no
altera significativamente el porcentaje del par de alto
potencial del citocromo b-559, mientras que a pH 7,5 é&ste des-
ciende ligeramente conforme aumenta el tiempo de incubacidn. A
pH 8, el porcentaje del par de alto potencial desciende de
forma considerable al aumentar el tiempo de incubacidn, redu-
ciéndose hasta el 15% a las 2 horas.

La adicidén de ferricianuro a las preparaciones de par-
ticulas del fotosistema II incubadas diferentes tiempos a pH
alcalino (pH 8) provoca un mayor descenso en el porcentaje del
par de alto potencial del citocromo b-559 que en condiciones
no oxidantes (Fiqura 18B). A pH 6,5, el porcentaje del par de
alto potencial se mantiene bastante estable después de los
diferentes tiempos de incubacidn en presencia de ferricianuro,
descendiendo liqerameﬁte en relacidén al control realizado en
-condiciones no oxidantes.

En ambos césos (Figura 18A y B), los porcentajes del
par de bajo potencial del citocromo b-559 aumentan en la misma
cuantia en que descienden los porcentajes del par de alto po-
tencial.
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Figura 17. Evolucidbn con el tiempo de los porcentajes de los
pares de alto y bajo potencial del citocromo b-559
en particulas del fotosistema II

La mezcla de reaccidn contenia, en un volumen final de 3 ml:
tampdén Tricina-KOH 50 mM, pH 7,5, y particulas del fotosistema
II correspondientes a 150 ug de clorofila. Las particulas se
almacenaron en hielo y oscuridad durante el tiempo indicado,
tras lo cual se determinaron los porcentajes de los pares de
alto y bajo potencial como en la Figura anterior.
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Figura 18. Evolucidén con el tiempo del porcentaje del
par de alto potencial del citocromo b-559 a
diferentes pHs en particulas del fotosistema II.
Efecto de la incubacidn en condiciones oxidantes

La mezcla de reaccidn contenia, en un volumen final de 3 ml:
tampdn Mes-NaOH 50 mM (pH 6,5) o Tricina-KOH 50 mM (pHs 7,5 y
8,5) y particulas del fotosistema II correspondientes a 150
ug de clorofila. La mezcla se incubd a temperatura ambiente y
en oscuridad durante el tiempo indicado antes de determinar
los porcentajes del par de alto potencial como se describe en
la Figura 10. En B, la incubacibén se realizd, donde se indica,
en presencia de ferricianuro 2 mM.
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III.B.3.2. Efecto del CCCP

Concentraciones crecientes del agente protonoférico
CCCP producen una reduccidn progresiva del porcentaje del par
de alto potencial del citocromo b-559 en preparaciones de par-
~ticulas del fotosistema II (Figura 19). A partir de 40 pM de
CCCP, se estabiliza el porcentaje en torno al 15%. El porcen-
taje del par de bajo potencial aumenta paralelamente a la dis-
minucidén del porcentaje del par de alto potencial, permane-
ciendo constante la cantidad total de citocromo en todos los
ensayos.

En la Figura 20 se muestra el efecto de la adicidén de
CCCP sobre el estado redox del citocromo b-559 en prepara-
ciones de particulas del fotosistema II. La adicidn de concen-
traciones relativamente bajas de este agente promueve la oxi-
dacidn del citocromo b-559, Sin embargo, el CCCP no es un
agente oxidante per se, como muestra el hecho de que el poten-
cial de la mezcla de reaccidn no varia significativamente tras

su adicidn.

II1.B.3.3. Efecto del Tritdn X-100

La incubacidén de preparaciones de particulas del
fotosistema II con concentraciones elevadas del detergente
Tritén X-100 provoca la disminucidn en el porcentaje del par
de alto potencial del citocromo b-559, como puede observarse
en la Figura 21. En presencia de ferricianuro, la incubacidn
con el detergente produce una disminucidén de mayor cuantia en
el porcentaje del par de alto potenéial que en ausencia de es-
te agente oxidante. Sin ferricianuro, el par de alto poten-
cial desaparece totalmente con 250 p.p.m. de Tritdén X-100,
mientras que en su presencia sb6lo se necesitan 200 p.p.m. para
eliminarlo totalmente. La disminucidn en el porcentaje del par

de alto potencial del citocromo b-559 conlleva un aumento
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Figura 19. Efecto del CCCP sobre los porcentajes de los pares
de alto y bajo potencial del citocromo b-559 en
particulas del fotosistema II

La mezcla de reaccidn contenia, en un volumen final de 3 ml:
tampén Mes-NaOH 25 mM, pH 6,5, sacarosa 0,3 M, NaCl 10 mM,
PMSF 1 mM, particulas del fotosistema II correspondientes a
150 pg de clorofila y CCCP a las concentraciones indicadas.
Los porcentajes de los pares de alto y bajo potencial se
determinaron como en la Figura 16.
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Figura 20. Efecto del CCCP sobre el estado redox del citocromo
b-559 en particulas del fotosistema II

La mezcla de reaccidn contenia, en un volumen final de.3 ml:
tampdén Tricina-KOH 50 mM pH 7,5, y particulas del fotoglstema
II correspondientes a 150 ng de clorofila. Los cambios de

absorbancia y los potenciales se midieron como se describe en
Materiales y Métodos.
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Figura 21. Efecto de la incubacidn con Triténm X-100 sobre el
porcentaje del par de alto potencial del citocromo
b-559 en particulas del fotosistema II

La mezcla de reaccidén contenfia, en un volumen final de 3 ml:
tampdén Tricina-KOH 50 mM, pH 7,5, y particulas del fotosistema
II correspondientes a 150 ug de clorofila. Las preparaciones
se incubaron durante 5 minutos, a 20°C y en oscuridad, con
Tritdén X-100 a las concentraciones indicadas, en ausencia (@)
y presencia (0) de ferricianuro 2 mM, tras 1lo cual se
determinaron los porcentajes del par de alto potencial como en
la Figura 16. ,
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paralelo y de la misma cuantia en el porcentaje del par de ba-
jo potencial.

La Figura 22 muestra el estado redox del citocromo
b-559 en preparaciones de particulas del fotosistema II some-
tidas a incubacidn con elevadas concentraciones de Tritdn
X-100. La adicidén de ferricianuro a las particulas sometidas a
este tratamiento produce la oxidacién de la fraccidén inicial-
mente reducida del citocromo b-559. La posterior adicidn de
hidroquinona no produce cambios significativos en el estado
redox del citocromo b-559, poniendo de manifiesto la inexis-
tencia de forma oxidada de alto potencial. El1l ditionito, por
iltimo, reduce todo el citocromo b-559, que se encuentra, por

tanto, en su forma oxidada de bajo potencial.

La fraccién inicialmente reducida existente en las
preparaciones de particulas del fotosistema II tratadas con
elevadas concentraciones de Tritdén X-100 (Figura 23) es lo su-
ficientemente estable como para permitir su titulacidn, obte-
niéndose valores de potencial medio correspondientes al par de
alto potencia muy similares en ausencia y en presencia del de-
tergente (alrededor de + 340 mV) . Esta fraccién reducida de
alto potencial inicialmente presente en las particulas del
fotosistema II es algo menor en presencia del detergente que
en el control.

II.B.4. Regeneracidn de la forma oxidada de alto potencial del

citocromo b-559 en particulas del fotosistema II

tratadas con detergente

En la Figura 24.I se muestra el procedimiento por el
cual se consigue la regeneracidn de una fraccidn considerable
de 1la forma oxidada de alto potencial reducible por
hidroquinona del citocromo b-559 a partir de preparaciones de
particulas del fotosistema II sometidas a tratamiento con

elevadas concentraciones de Tritén X-100, que determina que
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Figura 22. BEstado redox del citocromo b-559 en preparaciones
de particulas del fotosistema II incubadas con ele-
vadas concentraciones de Tritdn X-100

La mezcla de reaccidn contenia, en un volumen final de 3 ml:
tampdén Tricina-KOH 50 mM, pH 7,5, y particulas del fotosistema
II correspondientes a 150 pg de clorofila. Las preparaciones
se incubaron durante 5 minutos, a 20 C y en oscuridad, con 350
p-p.m. de Tritdén X-100, tras lo cual se determind el estado
redox del citocromo. Donde se indica se anadi6 ferricianuro 2
mM, hidroquinona 4 mM y ditionito 2 mM. Las medidas de los
cambios puntuales de absorbancia a 559-570 nm y el espectro
diferencial (media de 5 experimentos independientes) se reali-

zaron como se describe en el apartado II.B.4. de Materiales y
Métodos. '
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Figura 23. Titulacidén potenciométrica oxidativa de la fraccidn
inicialmente reducida del citocromo b-559 en
particulas del fotosistema II en ausencia (@) y
presencia (O) de Tritdn X-100

La mezcla de reaccidén contenia, en un volumen final de 3 ml:
tampdn Tricina-KOH 50 mM, pH 7,5, particulas del fotosistema
IT correspondientes a 150 png de clorofila y los mediadores
redox utilizados en la Figura 7. En el caso de la titulacidn
en presencia de Tritdn X-100 se anadid é&ste a una concentra-
cidn final de 250 p.p.m. Las titulaciones oxidativas se lleva-
ron a cabo como se describe en el apartado II.B.5. de Materia-
les y Métodos, salvo que en este caso no se anadid ditionito.
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Figura 24. Regeneracidén de la forma oxidada de alto potencial
del citocromo b-559 en particulas del fotosistema
II tratadas con Tritdn X-100

(IA y IIA) Particulas del fotosistema II correspondientes a
300 ug de clorofila se incubaron en tampdén Mes-NaOH 50 mM, pH
6,5, durante 5 minutos con 450 p.p.m. de Tritdén X-100 y, tras
8sto, se determind el estado redox del citocromo como se
describe en Materiales y Métodos. (IB) Particulas sometidas a
este mismo tratamiento se oxidaron con ferricianuro 1 mM y
posteriormente se redujeron con ditionito 4 mM, tras lo cual
se centrifugaron a 37000xg durante 7 minutos para eliminar el
detergente. El1 precipitado resultante se resuspendid en el
mismo tampdn con ditionito 2 mM, determindndose de nuevo el
estado redox del citocromo b-559. En IIB, se omitid 1la
reduccidn con ditionito 4 mM, asi como el ditionito en el
tampén de resuspensidn. Donde se indica se afiadid ferricianuro
2mM en Ay 6 mM en B, hidroquinona 4 mM y ditionito 2 mM.
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todo el citocromo se encuentre en la forma oxidada de bajo po-
tencial reducible por ditionito. La adicidén de ferricianuro a
las particulas tratadas con el detergente (Figura 24.IA) oxida
la fraccidn de citocromo b-559 inicialmente reducida. La adi-~
cibén posterior de hidroquinona no produce cambio redox, mien-
tras que si se afiade ditionito todo el citocromo b-559 se re-.
duce, lo que implica que en estas condiciones el citocromo
b-559 se encuentra en su totalidad en la forma oxidada de bajo
potencial. Las particulas, incubadas con Tritém X-100 y oxida-
das, se reducen con ditionito a pH 6,5, retirdndose posterior-
mente el detergente por centrifugacién (Figura 24.IB). Cuando
se oxidan con ferricianuro las particulas libres del detergen-
te, reaparece una fraccidén considerable de forma oxidada de
alto potencial, como se demuestra por el incremento de
absorbancia producido por la adicién de hidroquinona. La pos-
terior adicidén de ditionito reduce el resto de citocromo
b-559, de bajo potencial.

Cuando el experimento se realiza en condiciones oxi-
dantes no se produce regeneracidén de una fraccién significati-
va de forma oxidada de alto potencial por el mecanismo antes
descrito en particulas sometidas al tratamiento con elevadas
concentraciones de Tritén X-100 (Figura 24.II). En la Figura
24.1IA se muestra el control de particulas incubadas con el
detergente y oxidadas, donde puede apreciarse que todo el
citocromo b-559 aparece en la forma oxidada de bajo potencial
reducible por ditionito. Las particulas sometidas al trata-
miento con Tritén X-100 y oxidadas se centrifugan, sin
afiadirles previamente ditionito, para eliminar gl detergente
(Figura 24.IIB). En estas condiciones, todo el citocromo b-559
se encuentra en la forma oxidada de bajo potencial reducible
por ditionito, no habiendo aparecido una fraccifn significati-
va de forma oxidada de alto potencial reducible por

hidroquinona.
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ITI.C. ESTUDIO DE LOS CAMBIOS REDOX INDUCIDOS POR LUCES
SELECTIVAS DE LOS FOTOSISTEMAS I Y II EN LOS CITOCROMOS

b-559 Y f EN CLOROPLASTOS Y b-559 EN PARTICULAS DEL
FOTOSISTEMA II

Los experimentos que se detallan en esta seccibn se
orientan b&sicamente hacia el estudio de 1la localizacisn del
citocromo b-559 en la cadena fotosintética de transporte de
electrones de cloroplastos de espinaca. Para ello, hemos
realizado un andlisis comparativo de los cambios redox induci-
dos por luces selectivas de los fotosistemas I y II en los
citocromo b-559 y f -componente este Gltimo perfectamente lo-
calizado antes de la plastocianina-, estudiando el efecto de
diversos agentes desacoplantes e inhibidores del flujo elec-
trdnico fotosinté&tico sobre dichos cambios.

En la parte final se describe la caracterizacidn de
los cambios redox inducidos por luz del fotosistema II en el
citocromo b-559 que aparece asociado a las particulas del
fotosistema II.

III.C.1. Cloroplastos

IIT.C.1.1. Fotorreacciones de los citocrbmos b-559 y £

promovidas por luces de los fotosistemas I y
II. Efecto del CCCP

La iluminacidén de suspensiones de cloroplastos frescos
con luz selectiva del fotosistema II (650 nm) produce un
importante incremento de absorbancia a 559-570 nm y 554-570 nm
(Figura 25). El espectro muestra que dichos cambios redox co-
rresponden a la reduccidén de los citocromos b-559 y f£. Una vez
apagada - la luz de 650 nm, el nivel de reduccidn se mantiene
estable. La iluminacifén posterior con 1luz selectiva del
fotosistema I (720 nm) produce una disminucidn de absorbancia

que corresponde a la oxidacién del citocromo f, como muestra
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Figura 25. Cambios de absorbancia de los citocromos b-559 y £
inducidos por luces selectivas de los fotosistemas
I y IT en suspensiones de cloroplastos

La mezcla de reaccién contenia, en un volumen final de 3 ml:
tamp6n Tricina-KOH 50 mM, pH 7,5, y cloroplastos correspon-
dientes a 200 pg de clorofila. Los cambios de absorbancia se
determinaran tras iluminar 1a§ preparaciones con luces de 650
nm (70 W/m”™) o 720 nm (50 W/m“~), como se describe en el apar-
tado II.B.4. de Materiales y Métodos. En el recuadro se mues-
tran los espectros, en 1la zona de 1la banda de los
citocromos, de la fotorreduccidén y fotooxidacidn inducidas por
luces de 650 y 720 nm, respectivamente. El espectro se realizbd
como se describe en Materiales y M&todos. Todos los ensayos se
llevaron a cabo a 20°cC.
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el mdximo del espectro de este cambio. El1 componente de

citocromo b-559 es de muy pequefia cuantia en esta oxidacidn.

La Figura 26 muestra el efecto del agente
protonofdrico CCCP sobre los cambios de absorbancia inducidos
en los citocromos b-559 y f por luces selectivas de ambos
fotosistemas. En presencia de CCCP, la luz de 650 nm promueve
la fotorreduccidn de ambos citocromos. El1 espectro de esta
reaccidén presenta, en relacidn al control sin CCCP (Figura
25), un pequeiio desplazamiento del mdximo hacia la banda del
citocromo f£. La iluminacidn posterior de los cloroplastos con
luz de 720 nm produce una fuerte oxidacién de ambos
citocromos, como muestra el espectro, que posee un mdximo in-
termedio entre los mdximos de 1la banda - de los dos

citocromos.

_ La adicidn de CCCP en oscuridad y tras la reduccidn de
ambos citocromos por luz de 650 nm no produce ningfin cambio de
absorbancia (Figura 27). La iluminacidén posterior con luz de
720 nm produce una fuerte oxidacidn, que posee un espectro muy
similar al de la fiqgura anterior, lo que indica la implicacidn

de ambos citocromos.

En la Figura 28 se analiza el efecto del CCCP sobre la
fotooxidacidn inducida por luz de 720 nm. La luz de 650 nm in-
duce, como ya se ha establecido, la reduccién de los
citocromos b-559 y f. La iluminacidn posterior con luz de 720
nm produce una pequefia oxidacidn, que se debe fundamentalmente .
al citocromo f, en tanto que la adicidn posterior de CCCP in-
duce una fuerte oxidacién que corresponde mayoritariamente al
citocromo b-559, segfin muestra el andlisis espectral de ambos

procesos.

El CCCP induce en oscuridad la oxidacidn del citocromo
b-559 en cloroplastos en los que el citocromo £ ha sido pre-

viamente oxidado por luz de 720 nm (Figura 29). En efecto, una
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Figura 26. Efecto del CCCP sobre los cambios de absorbancia de
los citocromos b-559 y f inducidos por luces de 650
y 720 nm en suspensiones de cloroplastos

Los cambios de absorbancia se determinaron como se describe en
la Figura anterior. Donde se indica se anadid CCCP 1 uM. En el
recuadro se muestran los espectros de la fotorreduccién vy
fotooxidacidén inducidas por luces de 650 y 720 nm, respectiva-
mente, a una escala de absorbancia 50% de la indicada.
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Figura 27. Efecté del CCCP sobre la fotooxidacidn de los
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citocromos b-559 y f inducida por luz de 720 nm en

suspensiones de cloroplastos previamente iluminadas

con luz de 650 nm

Los ensayos se llevaron a cabo como se describe en la Figura

25. Donde se indica se anadié CCCP 1 PM'
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Figura 28. Induccidn por CCCP de la fotooxidacidn del
citocromo b-559 en suspensiones de cloroplastos
previamente iluminadas con luz de 650 nm y bajo
iluminacidén con luz de 720 nm

Los ensayos se realizaron como se describe en la Figura 25.
Donde se indica se anadid CCCP 1 uM. En el recuadro se mues-
tran los espectros de la fotooxidacién inducida por luz de 720
nm antes (®) y despu&s (0O) de la adicidn de CCCP.
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Figura 29. Oxidacidn del citocromo b-559 promovida por el CCCP
en oscuridad tras la iluminacidén con luz de 720 nm
de suspensiones de cloroplastos previamente
iluminadas con luz de 650 nm.

Los ensayos se llevaron a cabo como se describe en la Figura
25. Donde se indica se anadidé CCCP 1 . En el recuadro se
muestran los espectros, en la zona de la banda & de los
citocromos, de la fotooxidacidn inducida por luz de 720 nm
(#), la oxidacidbn promovida por la adicidén posterior de CCCP

(0) y la fotooxiadcidén inducida al iluminar de nuevo con luz
de 720 nm (4A).
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vez reducidos ambos citocromos por luz de 650 nm, la luz de
720 nm produce exclusivamente la oxidacidén del citocromo f.
Tras apagar dicha luz, la adicién de CCCP induce una importan-
te oxidacién del citocromo b-559, Por Gltimo, la iluminacidn
posterior con luz de 720 nm produce una nueva oxidacidn, que

corresponde fundamentalmente a este mismo citocromo.

En la Figura 30 se comparan las fotorreducciones indu-
cidas en el citocromo b-559 por luces selectivas de los
fotosistemas I y II. Ambos tipos de luces promueven la reduc-
cidén del citocromo b-559, pero con una cuantfa significativa-
mente menor en el caso de la luz de 720 nm (en torno al 50%).
Los espectros de los incrementos de absorbancia promovidos por
ambas luces son muy similares, indicando reduccidn de ambos
citocromos. En ambos casos, la adicién de CCCP durante la
iluminacidén con luz de 720 nm produce una fuerte oxidacidn del
citocromo b-559.

La iluminacién con luz de 650 nm de cloroplastos pre-
viamente iluminados con este mismo tipo de luz (Figura 31)
produce, una vez afadido CCCP, una pequeiia oxidacidn que co-
rresponde bésicamente al citocromo b-559, como demuestra el
espectro de esta reaccidén. La cuantia de esta fotooxidacidn es
mucho menor, del orden de 1/3, que la producida por la luz de

720 nm (trazo superior).

En la Figura 32 se muestra un andlisis comparativo del
efecto sobre el estado redox de los citocromos b-559 y f de la
iluminacién inicial con luces de 650 nm y 720 nm en suspensio-
nes de Eloroplastos en presencia de CCCP. En estas condicio-
nes, la luz de 650 nm promueve la reduccién de los citocromos
b-559 y f. Por el contrario, la iluminacién con luz de 720 nm
produce una fotooxidacidn significativa que, como muestra el

espectro, corresponde también a ambos citocromos.
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Figura 30. Fotorreduccidn del citocromo b-559 inducida por lu-
ces de 650 y 720 nm en suspensiones de cloroplastos

Las condiciones son las descritas en la Figura 25. Donde se
indica se afiadié CCCP 1 pM. En el recuadro se muestran los es-
pectros en la zona de la banda @ de los citocromos de las
fotorreducciones inducidas por luz de 650 nm (e) y 720 nm (O).
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Figura 31. Fotooxidacidn del citocromo b-559 inducida por lu-

ces de 650 v 720 nm en suspensiones de cloroplas-
tos previamente iluminadas con luz de 650 nm

Los cambios de absorbancia se determinaron como se describe en
la Figura. 25. Donde se indica se anadié CCCP 1 . En el re-
cuadro se muestran los espectros, en la zona de la banda o de

los citocromos, de la fotooxidacidén inducida por luz de 720 nm
() v 650 nm (0).
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Figura 32. Cambios de absorbancia de los citocromos b-559 y f

inducidos por iluminacidn inicial con luces de 650

o 720 nm en suspensiones de cloroplastos en presen-

cia de CCCP

Los cambios de absorbancia se determinaron,

como se indica en

la Figura 25, en una suspensidn de cloroplastos que contenia

Cccp 1

(abajo) .

pM. El recuadro muestra los espectros de los cambios de
absorbancia inducidos por luz de 650 nm (arriba) y 720 nm
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La iluminacidén inicial de suspensiones de cloroplastos
con luz de 720 nm produce diferentes efectos segfin se lleven a
cabo los ensayos en ausencia o en presencia de CCCP (Figura
33). Como ya se ha establecido en la Figura 30, en ausencia de
CCCP la luz de 720 nm induce una pequena fotorreduccidn de los
citocromos b-559 y f (trazos superiores). La adicidén de CCCP
invierte totalmente la reaccidén, promoviendo en este caso la
luz de 720 nm la fotooxidacidén de ambos componentes.

IIT.C.1.2. Efecto de diferentes inhibidores del flujo

electrdnico sobre las fotorreacciones de los

citocromos b-559 vy £

IIT1.C.1.2.1. Efecto del DCMU

Se ha estudiado el efecto del inhibidor del transporte
de electrones DCMU sobre la fotorreduccién y fotooxidacidn de
los citocromos b-559 y f promovidas por luces selectivas de

los fotosistemas I y II en cloroplastos.

III.C.1.2.1.1. Efecto sobre la fotorreduccidn por luz
de 650 nm

El DCMU inhibe totalmente 1la reduccidén de 1los
citocromos b-559 y f promovida por luz de 650 nm (Figura 34).
La adicidén de este agente a preparaciones de cloroplastos de-
termina que la iluminacién con luz de 650 nm produzca, por el
contrario, una r&pida oxidacién que corresponde mayoritaria-
mente al citocpomo f, seglin muestra el espectro de este cambio
redox.

IITI.C.1.2.1.2. Efecto sobre la fotooxidacidn por luz
de 720 nm

En la Figura 35 se muestra el efecto del DCMU sobre la

fotooxidacidén inducida en los citocromos b-559 y £ por la luz
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Figura 33. Cambios de absorbancia de los citocromos b-559 y £
inducidos por luz de 720 nm en ausencia y presencia
de CCCP

Los ensayos se llevaron a cabo como se describe en la Figura
25. En los trazos inferiores, las suspensiones de cloroplastos
contenian CCCP 1 . El1 recuadro muestra los espectros de los
cambios de absorbancia inducidos por luz de 720 nm en ausencia
(arriba) y presencia (abajo) de CCCP.
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Figura 34. Efecto del DCMU sobre la fotorreduccidn de los
citocromos b-559 y £ inducida por luz de 650 nm en
suspensiones de cloroplastos

Las condiciones de los ensayos son las de la Figura 25. Donde
se indica se anadid DCMU 10 . El1 recuadro muestra el espec-—
tro en la zona de la banda @ de los citocromos de los cam-
bios de absorbancia inducidos por luz de 650 nm en presencia
de DCMU.
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de 720 nm en cloroplastos previamente iluminados con luz de
650 nm. La iluminacidn con luz de 720 nm induce en presencia
de DCMU una fuerte, aunque lenta, oxidacidén cuando se miden
los cambios de absorbancia en el miximo de la banda del
citocromo b-559 (Figura 35A). Si se afiade CCCP una vez estabi-
lizada la fotooxidacidn, se produce una pequefia oxidacién adi-
cional. Cuando se miden los cambios de absorbancia en la banda
del citocromo f (Figura 35B), puede observarse como la ilumi-
nacidén con luz de 720 nm en presencia de DCMU promueve también
una gran oxidacidn, pero en este caso con un componente mayo-
ritario de cinética rdpida, ocurriendo el resto de la oxida-
cidén con una cinética muy lenta. Es importante resaltar que la
oxidacién en ambos casos (Figuras 35A y B) se produce sin ne-
cesidad de afadir CCCP, condicidén indispensable para observar

esta reaccidn en los controles sin DCMU.

El andlisis espectral de esta fotooxidacién (Figura
36) muestra que el componente de cinética ré&dpida corresponde
fundamentalmente al citocromo f. La fase lenta de esta
fotooxidacidén posee un espectro correspondiente al citocromo
b-559. La oxidacidn adicional promovida por la adicidn de CCCP

corresponde también al citocromo b-559 (espectro no mostrado).

En general, la cuantia global de la fotooxidacidn de
los citocromos b-559 y f en presencia de DCMU es del mismo or-

den que la observada en los experimentos control sin DCMU.

III.C.1.2.1.3. Efecto del CCCP sobre la fotooxidacidn

promovida por luz de 720 nm en

presencia de DCMU

La adicién de CCCP a suspensiones de cloroplastos pre-
viamente iluminadas con luz de 650 nm produce un incremento
considerable de la velocidad de la fotooxidacidén del citocromo
b-559 inducida por luz de 720 nm en presencia de DCMU (Figura

37). A pesar de este aumento, la cinética de esta reaccidn no
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Figura 35. Efecto del DCMU sobre la fotooxidacion de los
citocromos b-559 (A) v £ (B) inducida por luz de

720 nm en suspensiones de cloroplastos previamente
iluminadas con luz de 650 nm

Los ensayos se llevaron a cabo como se describe en la Figura
25. Donde se indica se afiadid DCMU 10 mM y CCCP 1 pM.
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Figura 36. Espectros de la fotooxidacidn inmediata (@) y a
largo plazo (O) inducida por luz de 720 nm en
presencia de DCMU en suspensiones de cloroplastos
previamente iluminadas con luz de 650 nm

Los espectros en la zona de la banda ¢« de los citocromos co-
rresponden a los experimentos de la Figura 35 y se realizaron

como se describe en el apartado II.B.4. de Materiales y Méto-
dos.
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559-570 nm

Figura 37. Efecto del CCCP sobre la fotooxidacidn del
citocromo b-559 inducida por luz de 720 nm en
presencia de DCMU en suspensiones de cloroplastos
previamente iluminadas con luz de 650 nm

Los ensayos se realizaron como se describe en la Figura 25.
Donde se indica se ahadid DCMU 10 pM y CCCP 1 pM.



123

es tan rdpida como la de los controles con CCCP en ausencia de
DCMU (ver Figura 35).

IIT.C.1.2.2. Efecto del DBMIB

ITT.C.1.2.2.1. Efecto sobre la fotorreduccidén por luz
de 650 nm

El DBMIB -reconocido inhibidor competitivo de 1la
plastoquinona- bloquea totalmente la fotorreduccién de los
citocromos b-559 y f inducida por luz de 650 nm en preparacio-
nes de cloroplastos (Figura 38). La adicidn de este agente in-
duce, por el contrario, una importante fotooxidacién por luz
de 650 nm (trazo inferior) que, segfin el anilisis espectral,

corresponde exclusivamente al citocromo f.

I11.C.1.2.2.2. Efecto sobre la fotooxidacidén por luz
de 720 nm

En la Figura 39 se muestra el efecto del DBMIB sobre
la fotooxidacidn de los citocromos b-559 y f inducida por luz
de 720 nm en cloroplastos previamente iluminados con luz de
650 nm. La iluminacidn con luz de 720 nm en presencia de DBMIB
promueve una oxidacidn importante cuando se determinan los
cambios de absorbancia del citocromo £ (Figura 39B). La adi-
cidn de CCCP, una vez estabilizada la oxidacién, induce una
oxidacidn adicional de los dos citocromos, pero de mucha menor

cuantia que en los controles sin DBMIB (trazos superiores).

La Figura 40 muesﬁra el andlisis espectral de 1la
fotooxidacidn de los citocromos b-559 y f en ausencia y pre-
sencia de DBMIB. Como se ha establecido anteriormente (Figura
28), la luz de 720 nm induce, en cloroplastos previamente ilu-
minados con luz de 650 nm, la fotooxidacidén del citocromo f
(Figura 40A); la fotooxidacidén del citocromo b-559 se produce

sblo en presencia de CCCP. En presencia de DBMIB (Figura 40B),
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Figura 38. Efecto del DBMIB sobre la fotorreduccidn de los
citocromos b-559 y £ inducida por luz de 650 nm en
suspensiones de cloroplastos

Los cambios de absorbancia se determinaron como en la Figura
25. Donde se indica se afiadié6 DBMIB 2 pM. El recuadro muestra
el espectro, en la zona de la banda«a de los citocromos, de
los cambios de absorbancia inducidos por la luz de 650 nm en
presencia de DBMIB.
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Figura 39. Efecto del DBMIB sobre la fotooxidacidn de los
citocromos b-559 (A) v £ (B) inducida por luz de

720 nm en suspensiones de cloroplastos previamente
iluminadas con luz de 650 nm

Los ensayos se llevaron a cabo como se describe en la Figura
25. Donde se indica se afiadid DBMIB 2 uM y CCCP 1 RM.
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Figura 40. Espectros de la fotooxidacidn inducida por luz de
720 nm en ausencia (A) y presencia (B) de DBMIB en

suspensiones de cloroplastos previamente iluminadas
con luz de 650 nm

El espectro A corresponde a los cambios de absorbancia induci-
dos en la zona de la banda ¢ de los citocromos por luz de 720
nm en ausencia de DBMIB (Figura 28), y el espectro B, a estos
cambios en presencia de DBMIB (Figura 39). Se representan
la fotooxidacidn inicial (®) y la promovida tras la adicién
posterior de CCCP (O).
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la oxidacidn inicial promovida por luz de 720 nm posee un es-
pectro caracteristico del citocromo f. La oxidacidn adicional
inducida por CCCP posee un espectro que corresponde basicamen-
te al citocromo b-559, si bi&n la cuantia del espectro se re-

duce considerablemente en relacidn al control (Figura 40a).

IIT.C.1.2.2.3. Efecto conjunto del DCMU y DBMIB sobre

la fotooxidacidn promovida por luz de

720 nm

En presencia de DCMU y DBMIB, la iluminacidén con luz
de 720 nm de preparaciones de cloroplastos previamente ilumi-
nados con luz de 650 nm, induce una oxidacidén de los
citocromos b-559 y f con una doble cinética (Figura 41): una
cinética muy lenta que corresponde b&dsicamente al citocromo
b-559, como indica el espectro, y una cinética r&dpida que co-
rresponde al citocromo f. La adicidn posterior de CCCP induce
una oxidacidn extra cuyo espectro indica que pertenece al
citocromo b-559,.

I1I1.C.1.2.3., Efecto del cianuro

El cianuro -inhibidor del transporte electrdnico foto-
sinté&tico a nivel de plastocianina- bloquea sustancialmente
la fotooxidacidén de los citocromos b-559 y f inducida por luz
de 720 nm. En la Figura 42 se muestra el efecto de la incuba-
cidén de cloroplastos con cianuro potédsico sobre los cambios
redox de los citocromos b-559 y f inducidos por la iluminacidn
selectiva con luces de los fotosistemas I y II. Las prepara-
ciones incubadas en condiciones similares (20 minutos a 20°C)
pero en ausencia de cianuro (trazos superiores) no presentan
cambios apreciables ni en la reduccibén promovida por luz de
650 nm ni en la oxidacidn promovida por luz de 720 nm, en re-
lacidén a los controles sin incubacidn (ver Figura 28). La in-
cubacidn con cianuro no afecta apreciablemente a la reduccidn
de los citocromos b-559 y f por luz de 650 nm (trazos
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Figura 41. Efecto conjunto del DCMU y DBMIB sobre la
fotooxidacidn de los citocromos b-559 y f inducida
por luz de 720 nm en suspensiones de cloroplastos
previamente iluminados con luz de 650 nm

Los cambios de absorbancia se midieron como en la Figura 25.
Donde se indica se afiadieron DCMU 10 pM, DBMIB 2 pM y CCCP
1 pM. En el recuadro se muestran los espectros de la
fotooxidaciones inmediata (0), a largo plazo (e) y tras la

adicidén de CCCP (4), inducidas por luz de 720 nm en presencia
de DCMU y DBMIB.
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Figura 42. Efecto del cianuro sobre los cambios de absorbancia
de los citocromos b-559 (A) y £ (B) inducidos por
luces de 650 y 720 nm '

Los cambios de absorbancia inducidos por luz se determinaron
como se describe en el apartado II.B.4. de Materiales y Méto-
dos después de incubar las suspensiones de cloroplastos 20 mi-
nutos a 20° C en ausencia y presencia de KCN 20 mM. Donde se
indica se anadid CCCP 1 nM. El1l resto de las condiciones, como
se describe en la Figura 25. El recuadro C muestra los espec-
tros de la fotooxidacidn total (incluida la producida tras la
adicibén de CCCP) inducida por luz de 720 nm en ausencia (e) y
presencia (0) de KCN, a una escala de absorbancia 50% de la
indicada en la figura.
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inferiores). Por el contrario, el cianuro reduce de forma con-
siderable 1la fotooxidacidén de ambos citocromos por el
fotosistema I. En efecto, la iluminacidén con luz de 720 nm ern.
esta condiciones no produce cambio alguno en el estado redox
de los citocromos b-559 y f. La adicidn posterior de CCCP in-
duce una pequefia oxidacién, de bastante menor cuantia que la
observada en los controles.

En la Figura 42C se comparan los espectros, en la
banda ¢ de los citocromos, de la fotooxidacidén inducida por
luz de 720 nm, una vez afiadido CCCP, en ausencia y presencia
de cianuro. Ambos espectros poseen una composicién mixta
similar, lo que sugiere dque se estdn oxidando 1los dos
citocromos en ambos casos. La diferencia estriba en el
importante descenso en la cuantia de la oxidacidn en presencia
de cianuro, que se reduce en torno al 70% en relacidn al
control sin cianuro.

Con concentraciones inferiores de cianuro se consiguen
efectos similares de inhibicidén de la fotooxidacidén de los
citocromos b-559 y f inducida por luz de 720 nm, aunque es ne-
cesario aumentar el tiempo de incubacidn (por ejemplo, 5 mM de
cianuro y una hora de incubacidn).

III.C.1.2.4. Efecto de la polilisina

En la Figura 43 se muestra el efecto de la polilisina
-como el cianuro, inhibidor del transporte electrdnico a nivel
de plastocianina- sobre la fotooxidacién de los citocromos
b-559 y f promovida por luz de 720 nm en clordplastos previa-
mente iluminados con luz de 650 nm. En presencia de este agen-
te, la luz de 720 nm no produce ninglin cambio redox; la poste-
rior adicidén de CCCP promueve una oxidacidén, pero de muy pe- -
quefia cuantia en relacidn a los controles (alrededor del 30%).
Esta oxidacidn residual corresponde mayoritariamente al

citocromo b-559, segfin muestra el espectro.
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Figura 43. Efecto de la polilisina sobre la fotooxidacidn de

los citocromos b-559 y f inducida por luz de 720 nm

en suspensiones de cloroplastos previamente ilumi-

nadas con luz de 650 nm

Las suspensiones de cloroplastos se iluminaron previamente con
luz de 650 nm y una vez estabilizada la reduccidn, se apagd la

luz y se anadid, en los casos donde se senala,

1 mg/ml de

polilisina. Donde se indica se afiadié CCCP 1 uM. El resto de
las condiciones, como se describe en la Figura 25. El recuadro
C muestra el espectro de la fotooxidacién total (incluida la
producida tras la adicién de CCCP) inducida por luz de 720 nm
en ausencia (e®) y presencia (0) de-polilisina, a una escala de
absorbancia 50% de la indicada.
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ITI.C.1.2.5. Efecto de la valinomicina

La valinomicina inhibe en cierta medida la fotooxida-
cidn de los citocromos b-559 y f inducida por luz de 720 nm
(Figura 44). Como se observa en la figura, en presencia de es-
te agente la oxidacidn de ambos citocromos por luz de 720 nm
se reduce en un 40% aproximadamente. La reduccidén por 1luz de
650 nm de ambos citocromos también disminuye, aunque en una
cuantia muy pequena (alrededor del 15%).

I11.C.1.2.6. Efecto del TMPD

En la Figura 45 se muestra el efecto del TMPD -que
transporta electrones muy eficazmente entre plastoquinona vy
plastocianina- sobre la fotooxidacién de los citocromos b-559
y £ inducida por 1luz de 720 nm en cloroplastos previamente
iluminados con luz de 650 nm. La presencia de TMPD determina
una fuerte reduccidn (hasta un 50%) en la cuantia de 1la
fotooxidacidn inducida por luz de 720 nm cuando se mide a
559-570 nm (Figura 45A). El efecto es mucho menor si se anali-
za en el m&ximo de absorbancia del citocromo £ (Figura 45B).
En efecto, el andlisis espectral de la fotooxidacidén en ausen-
cia o presencia de TMPD (Figura 45C) muestra un desplazamiento
acusado del espectro realizado en presencia de TMPD hacia el
miximo de la banda o del citocromo f en relacidén al control
sin TMPD.

III.C.2. Particulas del fotosistema II

III.C.2.1. Fotorreacciones del citocromo b-559 promovidas

por luz de 650 nm

En suspensiones de particulas del fotosistema II
frescas, la iluminacién inicial con luz de 650 nm no produce
ningGn cambio de absorbancia a 559-570 nm (Figura 46). Sin em-

bargo, si las particulas se oxidan inicialmente con una pe-
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Figura 44. Efecto de la valinomicina sobre los cambios de
absorbancia de los citocromos b-559 (A) y £ (B)
inducidos por luces de 650 y 720 nm

Los ensayos se llevaron a cabo como se describe en la Figura
25. En los trazos inferiores, las suspensiones de cloroplastos

contenian valinomicina 50 pM. Donde se indica se anadid CCCP
1 pM. :
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Figura 45. Efecto del TMPD sobre la fotooxidacidn de los
citocromos b-559 y f inducida por luz de 720 nm en

suspensiones de cloroplastos previamente iluminadas
con luz de 650 nm

La suspensiones de cloroplastos se iluminaron previamente con
luz de 650 nm y, una vez estabilizada la reduccidén, se apagd
la luz y se anadid, en los casos donde se sefiala, TMPD 5 M.
Donde se indica se anhadidé CCCP 1 . El resto de las condi-
ciones, como se describé en la Figura 25. El recuadro C mues-
tra el espectro de la fotooxidacidn total (incluida la produ-
cida tras la adicién de CCCP) inducida por luz de 720 nm en

ausencia (e®) y presencia (0) de TMPD, a una escala de
absorbancia 50% de la indicada.
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Figura 46. Cambios de absorbancia del citocromo b-559 induci-

dos por luz de 650 nm en particulas del fotosistema
II

La mezcla de reaccibén contenia, en un volumen final de 3 ml:
tampdén Tricina-KOH 50 mM, pH 7,5, y particulas del fotosistema
II correspondientes a 200 pg de clorofila. Los cambios de
absorbancia se determinar%p tras iluminar las preparaciones
con luz de 650 nm (70 W/m“) como se describe en el apartado
I1.B.4. de Materiales y Métodos. Donde se indica se anadid
ferricianuro 0,25 mM. En el recuadro se muestra el espectro,
realizado como se describe en Materiales y Métodos, en la zona
de la banda @ de los citocromos, de la fotorreduccidn indu-
cida por luz de 650 nm tras la oxidacidn de las particulas con
ST o)
ferricianuro. Todos los ensayos se llevaron a cabo a 20°C.
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quena cantidad de ferricianuro, la iluminacidn posterior con
lJuz de 650 nm induce una reduccidén gque, seglin muestra el es-
pectro, corresponde al citocromo b-559. En oscuridad, el
citocromo es reoxidado por el ferricianuro, pudiendo repetirse
este proceso hasta 6 veces. La concentracidén adecuada de
ferricianuro para observar una fotorreduccidn ©&ptima del
citocromo b-559 es 0,25 mM; concentraciones superiores e infe-

riores disminuyen la cuantia de la reaccidn.

La oxidacidn previa del citocromo b-559 parece ser un
requisito para observar su fotorreduccidén en particulas del
. fotosistema II frescas, donde el citocromo b-559 estd reducido
en un porcentaje muy elevado (ver Figura 12). En particulas
almacenadas a 0°C y en oscuridad durante 24 o 48 horas (Figura
47), la luz de 650 nm induce una reduccién de gran cuantia en
el citocromo b-559 sin necesidad de ahadir previamente
ferricianuro. En estas preparaciones, el envejecimiento induce
la autooxidacidn del citocromo.

En la Figura 48 se muestra el efecto del pH y la tem-
peratura sobre la fotorreducéién del citocromo b-559 inducida
por luz de 650 nm en particulas del fotosistema II. El1 pH
O6ptimo de esta reaccién es 7,5 (Figura 483a), disminuyendo
considerablemente por encima y por debajo de este valor hasta
desaparecer a pHs 8,5 y 5,5, respectivamente. La temperatura
optima de ensayo de la fotorreduccidn es 20°c (Figura 48B).
Temperaturas superiores reducen la cuantia de la reaccidn, que
desaparece totalmente a 45°C; por debajo, a 15°C, disminuye
tambi&n considerablemente 1la fotorreduccién del citocromo
b-559 inducida por 1luz de 650 nm.

III.C.2.2. Fotooxidacidn en presencia de CCCP

En presencia de CCCP, la iluminacién con luz de 650 nm
de particulas del fotosistema II induce una importante oxida-

cidn (Figura 49), que corresponde al citocromo b-559, segiin
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Figura 47. Cambios de absorbancia del citocromo b-559 induci-

dos por luz de 650 nm en particulas del fotosistema
I1 envejecidas

Los cambios de absorbancia se determinaron en particulas del
fotosistema II frescas (A) y almacenadas durante 24 horas en
hielo y oscuridad (B). Donde se indica se anadid ferricianuro

0,25 mM. El1 resto de las condiciones como se describe en 1la
Figura 46.
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Figura 48. Efecto del pH y la temperatura de ensayo sobre la
fotorreduccidn del citocromo b-559 inducida por luz
de 650 nm en suspensiones de particulas del
fotosistema II oxidadas previamente con
ferricianuro

Los cambios de absorbancia a 559-570 nm inducidos por luz de
650 nm en suspensiones de particulas del fotosistema II pre-
viamente oxidadas con ferricianuro 0,25 mM se determinaron co-
mo se describe en la Figura 46. En A se midieron los cambios
de absorbancia a 20°C y diferentes pHs, para lo cual se usaron
los siguientes tampones: malato 50 mM (pHs 5 y 5,5); fosfato
50 mM (pHs 6,5 y 7); Tricina-KOH 50 mM (pHs 7,5; 8 y 8,5). En
B los cambios de absorbancia se midieron a las temperaturas
indicadas. Los datos representados en ambos casos son la media
de 5 experimentos independientes.
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Figura 49. Cambios de absorbancia del citocromo b-559 induci-
dos por luz de 650 nm en particulas del fotosistema
ITI en presencia de CCCP

En el trazo inferior, las suspensiones de particulas del
fotosistema II contenfan CCCP 1 . El resto de las condicio-
nes como se describe en la Figura 46. En el recuadro se mues-
tra el espectro, en la zona de la banda @ de los citocromos,
de la fotooxidacidn inducida por luz de 650 nm en presencia de
CCCP.
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muestra el espectro.

ITI.C.2.3. Efecto del DCMU y la hidroxilamina sobre la

fotorreduccidn promovida por luz de 650 nm

La adicidén de DCMU bloquea totalmente la fotorreduc-
cidn del citocromo b-559 inducida por 1luz de 650 nm en
particulas del fotosistema II (Figura 50A). En efecto, si se
anade DCMU inicialmente y se oxidan las preparaciones con
ferricianuro, la iluminacién con luz de 650 nm no produce cam-
biovalguno en el estado redox del citocromo b-559. El1 efecto
es idéntico si se aflade el DCMU después de la oxidacidn con
ferricianuro.

La incubacidn de particulas del fotosistema II con
hidroxilamina (Figura 50B) -agente que afecta al sistema de
rotura de agua- provoca la practica desaparicién de la reduc-
cidn del citocromo b-559 promovida por luz de 650 nm.
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Figura 50. Efecto del DCMU (A) y la hidroxilamina (B) sobre la
fotorreduccidn del citocromo b-559 inducida por luz
de 650 nm en particulas del fotosistema II oxidadas
previamente con ferricianuro

Los ensayos se llevaron a cabo como se describe en la Figura
46. Donde se indica se anadid ferricianuro 0,25 mM y DCMU
10 pM. En B, los cambios de absorbancia se midieron tras
ingubar las preparaciones de particulas del fotosistema II a
20°C durante 5 minutos y en agitacién, en ausencia (trazo
superior) y presencia (trazo inferior) de hidroxilamina 1 mM.
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ITI.D. ESTUDIO COMPARATIVO DE ALGUNAS PROPIEDADES
FISICO-QUIMICAS DEL CITOCROMO b-559 PURIFICADO DE
CLOROPLASTOS Y DE PARTICULAS DEL FOTOSISTEMA II1 )

En este apartado se describen los principales pasos
del proceso de purificacién del citocromo b-559 utilizando co-
mo material de partida dos preparaciones diferentes: cloro-
plastos y particulas del fotosistema II.

A continuacibn se realiza un estudio comparativo de
algunas de las propiedades fisico-quimicas del citocromo b-559
purificado a partir de ambas preparaciones: espectros de
absorcidn, pesos moleculares y ©potenciales medios de
6xido-reduccibn.

Por Gltimo se investiga la integracidén del citocromo
b-559 purificado en sistemas de membranas artificiales o

liposomas.

IITI.D.1. Método de purificacién

La purificacidn del citocromo b-559 hasta homogeneidad
electroforé&tica se ha realizado siguiendo el método descrito
por Garewal y Wasserman (1974a y b), con ciertas modificacio-
nes.

El proceso de purificacidén consta de los siguientes
pasos fundamentales: (1) obtencidén de cloroplastos y particu-
las del fotosistema II; (2) eliminacidn de pigmentos por ex-
traccidn con etanol; (3) solubilizacidén del citocromo b-559;
(4) eliminacidn de impurezas por cromatografia de intercambio
idnico; y (5) electroforesis preparativa en geles de

poliacrilamida.

La purificacién del citocromo b-559 presenta importan-

tes dificultades, la mayoria de las cuales se relacionan
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con algunas de las propiedades fisico-quimicas de esta molécu-
la. Por una parte, el caricter extremadamente hidréfobo de es-~
ta molécula dificulta su solubilizacibén, haciendo necesario el
uso de condiciones drdsticas. La utilizacidén para este fin, en
nuestro caso, de urea y, sobre todo, del detergente Tritdn
X-100 introduce dificultades adicionales, fundamentalmente en
el andlisis de las muestras durante y al final de la purifica-
cidn. La extrema labilidad del citocromo b-559, sobre todo en
su estado oxidado, constituye otro de los problemas fundamen-
tales de la purificacién. Durante todo el proceso es necesario
mantener al citocromo reducido, emple&ndose para ello DTE,

agente reductor de grupos sulfhidrilos.

La purificacidén del citocromo b-559 se ha realizado
utilizando como material de ©partida dos preparaciones
subcelulares distintas: cloroplastos y particulas del
fotosistema II. Ambas preparaciones se obtuvieron seglin los
procedimientos descritos en los apartados II.A.2. y II.A.3. de
Materiales y Mé&todos. En la purificacién a partir de cloro-
plastos se utilizaban alrededor de 12 kg de hojas de espinaca,
mientras que en las purificaciones donde se usaban particulas
del fotosistema II como material de partida se empleaban al-
rededor de 6 kg de hojas.

IIT.D.1.1. Eliminacién de pigmentos por extraccidn con

etanol y solubilizacidn del citocromo b-559

Como paso previo en la purificacién del citocromo
b-559 es necesario someter a las preparaciones de cloroplastos
y de particulas del fotosistema II a un proceso de extraccién
con etanol para eliminar la mayor parte de la clorofila y
otros pigmentos asociados a membranas. Este tratamiento se
realiza como se describe en el apartado II.B.6. de Materiales
y Mé&todos. Las suspensiones obtenidas se congelan a —2?°C con
el 20% de glicerol, o bién se emplean en el siguiente paso del

proceso.
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Como se ha mencionado antes, el citocromo b-559 es una
mol&cula muy hidr6foba y fuertemente asociada a membranas,
siendo necesario aplicar un tratamiento muy dréstico para
conseguir su solubilizacidén. Esta se consigue mediante
sonicacién de las muestras en presencia del detergente Tritdn
X-100 y de altas concentraciones de urea. La sonicacidn se
lleva a cabo como se describe en el apartado II.B.7. El Tritdn
X-100 y la urea facilitan la extraccidn del citocromo de las
membranas y permiten que @&ste se mantenga en solucién. A
partir de esta fase, es necesario suplementar todos los
tampones con DTE para mantener el citocromo b-559 reducido.
Este agente, segfin se ha descrito, es el responsable de la .
desaparicién del citocromo b-563, que no aparece a partir de

agqui en ninguna de las etapas de la purificacidn.

Los restos de membranas y otros agregados celulares se
eliminaban de las suspensiones sonicadas mediante centrifuga-
cidn como, se describe en el apartado II.B.7. de Materiales y
Mé&todos.

El rendimiento del proceso de sonicacidn es extremada-
mente variable, consiguiéndose desde porcentajes del 80% del
citocromo b-559 extraido, hasta ensayos de rendimiento nulo,
donde no se consigue solubilizar cantidad apreciable de
citocromo. La variabilidad parece.ser una caracteristica in-
trinseca de la té&cnica de sonicacidn, influyendo ademds en el
rendimiento las distintas propiedades de las membranas que se
extraen en cada purificacidn. La perdida de citocromo b-559 se
produce tanto por la no extraccién de la membrana, como por la
destruccidn de la proteina ocasionada por la propia
sonicacidn.
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ITI.D.1.2. Eliminacidn de impurezas por cromatografia de

intercambio idénico

El sobrenadante de la fase anterior se somete a una
cromatografia de intercambio ifénico, como se describe en el
apartado II.B.9.1. de Materiales y Métodos, para eliminar
impurezas, asi como la clorofila no eliminada en la extraccidn
etandlica.

Previo al desarrollo de esta técnica es necesario con-
centrar la suspensidn sonicada y clarificada hasta un volumen
inferior al 10% del volumen vacio de la columna, para evitar
una excesiva dispersidén de la muestra. La concentracidn se
realiza utilizando Sephadex G-25 Fine seco segfin se describe
en el apartado III.B.8. A veces, se producen pequenas pérdidas
durante el desarrollo de este procedimiento, debidas a que

parte del citocromo b-559 queda retenida en el Sephadex.

En la Figura 51 se muestra un perfil de elucidn tipico.
de esta cromatografia de intercambio idnico. Como puede
observarse en la figura, la clorofila migra mds veloz que los
citocromos b-559 y f, gracias a lo cual es posible eliminar
gran parte del pigmento no retirado en la fase de extraccidn
con etanol. Cuando se parte inicialmente de cloroplastos en la
purificacidén, los citocromos b-559 y f eluyen juntos dada su
gran homologia. En este caso, el perfil de elucidn del
citocromo b-559, representado en la figura, coincide exacta-
mente con el perfil del citocromo f. Si se han utilizado par-
ticulas del fotosistema II como material de partida, el
citocromo b-559 eluye en solitario tras la clorofila, puesto
que no hay citocromo f, al haberse eliminado en el proceso de

obtencidn de las particulas.

Las fracciones recolectadas se analizan espectrofoto-
métricamente, y las que contienen citocromo b-559 se mezclan,

se concentran con Sephadex G-25 Fine seco como se
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Figura 51. Perfil de elucidn de clorofila y citocromo b-559
obtenido al cromatografiar en una columna de
DEAE-celulosa una suspensidn sonicada y clarificada

Las condiciones del proceso son las descritas en el apartado

II.B.9.1. de Materiales y Métodos.
(o) Absorbancia a 665 nm; (+) Absorbancia a 559 nm.
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describe en el apartado III.B.8. y se suplementan con el 10%

de glicerol antes de la electroforesis.

Dada la proximidad de los perfiles de elucidén de la
clorofila y los citocromos, en ninglin caso se han obtenido
fracciones totalmente libres de este pigmento. En todas las
cromatografias realizadas, la cola de elucibén de la clorofila
se alarga y penetra en la zona de los citocromos. Para inten-
tar solventar al miaximo esta dificultad fue necesario emplear
columnas de gran longitud que facilitan la mayor separacidn
entre clorofila y citocromos, pero que tienen el inconveniente

de provocar una gran dilucidn en las muestras.

Cuando se parte de particulas del fotosistema II en la
purificacién, las fracciones de citocromo b-559 obtenidas tras
la cromatografia son bastante puras, salvo una pequena
contaminacién con clorofila, y se pueden utilizar en algunos
andlisis posteriores.

II.D.1.3. Electroforesis preparativa en geles de

poliacrilamida

Las muestras obtenidas tras la cromatografia de inter-
cambio idénico, previamente concentradas como se describe en el
apartado II.B.8. de Materiales y Métodos, se someten a una
electroforesis preparativa en geles de poliacrilamida para ob-
tener citocromo b-559 electroforéticamente puro. Las
electroforesis se realizaron como se describe en el apartado
IT.B.10.1. de Materiales y Métodos.

Una vez finalizada la electroforesis (Figura 52), en
los geles donde se aplican muestras obtenidas a partir de clo-
roplastos- (Figura 52 izquierda) aparecen dos bandas no muy se-
paradas entre si y muy cerca ambas del inicio del gel. En los
geles donde se aplican muestras provenientes de particulas del

fotosistema II (Figura 52 derecha) s6lo aparece una banda que
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Figura 52. Electrofore31s preparativa en geles de
poliacrilamida de las muestras obtenidas tras la
cromatografia de intercambio idnico

Las condiciones del proceso son las descritas en el apartado
I1.B.10.1. de Materiales y Mé&todos.

En A se aplicd una muestra obtenida utilizando como material
de partida de la purificacidn cloroplastos. ~
En B se aplicd una muestra obtenida utilizando como material
de partida particulas del fotosistema II.
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migra aproximadamente la misma distancia que la banda mis ve-

loz del primer caso.

El analisis espectrofotomé&trico de ambos geles me-
diante densitogramas (Figura 53) muestra que la banda naranja,
que aparece en los dos tipos de geles, contiene exclusivamente
citocromo b-559. La banda de tono verdoso y menor movilidad,
que aparece s8lo en los geles donde se aplicaron muestras ob-
tenidas a partir de cloroplastos (Figura 53A), contiene una
mezcla de citocromo f y clorofila.

La alta concentracién de acrilamida que contienen los
geles -necesaria para separar los citocromos b-559 y f- de-
termina la poca migracién de las bandas observada en todos los
ensayos. Esta baja migracidén provoca a veces una separacidn
incompleta de las dos bandas y, por tanto, la mezcla de ambos

citocromos y la contaminacién con clorofila.

El citocromo b-559 se extrae de los geles como se des-
cribe en el apartado II.B.10.1. Las muestras de citocromo
resultantes se congelan a -20°C con glicerol al 10% y DTE 2 mM
hasta su utilizacidn para los posteriores andlisis. La conge-
lacidn de las muestras de citocromo b-559 en estas condiciones
permite su conservacién en perfecto estado durante varios me-

ses.

La electroforesis preparativa es uno de los pasos
‘limitantes en el proceso de purificacidén del citocromo b-559.
El citocromo b-559 queda fuertemente retenido en la trama que
forma el gel de poliacrilamida, debido a la alta concentracidn
de acrilamida utilizada, recuperdndose porcentajes de
citocromo bastante bajos, en ningin caso superiores al 50%, a

pesar de haber utilizado mGltiples métodos de extraccidn.

En el mejor de los casos, el rendimiento final del

proceso de purificacidén no supera el 20% de recuperacidn de
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Figura 53. Densitogramas correspondientes a los geles de las
electroforesis preparativas de las muestras obteni -
das tras la cromatografia de intercambio idnico

Linea continua: gel barrido a 559 nm; linea punteada: gel
barrido a 554 nm vy linea discontinua: gel barrido a
665 nm. Los densitogramas se realizaron como se describe en
el apartado II.B.9.2. de Materiales y Métodos.

(A) Densitograma del gel A de la Figura 52.

(B) Densitograma del gel B de la Figura 52.
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citocromo b-559. Partiendo de las cantidades citadas anterior-
mente =-12 kg de hojas de espinaca cuando se utilizan cloro-
plastos como material de partida y 6 kg cuando se utilizan
particulas del fotosistema II- se obtiene una cantidad total
de citocromo de 0,5 mg en el caso de cloroplastos y 0,22 mg en
particulas del fotosistema II. Dada la diferencia en la canti-
dad de partida, los rendimientos en ambos casos son muy simi-
lares. No obstante, en la mayoria de las purificaciones reali-
zadas partiendo de particulas del fotosistema II el rendimien-
to suele ser superior a las que utilizan cloroplastos. Esto
podria deberse al mayor enriquecimiento en citocromo b-559
respecto a clorofila observado en muchas de las preparaciones

de particulas del fotosistema II.

En cualquier caso, es importante resaltar la gran va-
riabilidad global observada en el proceso de purificacidn del
citocromo b-559, Se han obtenido rendimientos desde los
descritos como ©&ptimos hasta rendimientos nulos, es decir,
purificaciones donde no se ha obtenido cantidad apreciable de

citocromo b-559.

III.D.2. Andlisis comparativo de algunas propiedades

fisico-quimicas del citocromo b-559 purificado

IIT.D.2.1. Espectros de absorcidn

Los espectros de absorcibén del citocromo b-559 purifi-
cado -independientemente de cual haya sido el material de
partida de 1la purificacidn: cloroplastos o particulas del
fotosistema'II— son totalmente idénticos, como se muestra en
la Figura 54. Se trata en ambos casos de un espectro tipico de
citocromo, con los tres miximos de absorcidn caracteristicos
en su estado reducido en la banda ¢ (559 nm), B (530 nm) y
Soret (427 nm), y el desplazamiento del médximo de esta Gltima

banda en el estado oxidado (414 nm).
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Figura 54. Espectros de absorcidn del citocromo b-559 purifi-

cado a partir de cloroplastos (A) y de particulas
del fotosistema II (B)

Linea discontinua: citocromo oxidado; linea continua:
citocromo reducido.

Para oxidar completamente al citocromo b-559 se burbujearon
las muestras varios segundos con oxigeno. Para asegurar la re-
duccidn completa del citocromo se anadieron a las muestras va-
rios cristales de ditionito. Los mdximos de absorcidén en la
bandas «o , B y Soret se indican sobre los picos co-
rrespondientes. El resto de las condiciones como en el apar-
tado ITI.B.4. de Materiales y Métodos.
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ITII.D.2.2. Peso molecular determinado en condiciones no

desnaturalizantes

El peso molecular del citocromo b-559 electroforéti-
camente puro en condiciones no desnaturalizantes se determina
por cromatografia de filtracidn en gel como se describe en el
apartado II.B.9.2. de Materiales y Métodos. En la Figura 55 se
muestra la estimacidn del peso molecular del citocromo me-
diante esta técnica. Si los volimenes de elucidén de las prote-~
inas utilizadas como patrones de peso molecular se representan
frente a sus pesos moleculares en una escala semilogaritmica,
se obtiene una correspondencia lineal a partir de la cual se
puede estimar un valor aproximado de peso molecular para el
citocromo b-559 de 200 kDa, asumiendo forma esférica para el

complejo de citocromo b-559 y lipidos.

En la determinacidn del peso molecular del citocromo
mediante esta té&cnica se han utilizado muestras de citocromo
obtenidas utilizando como material de partida de la purifica-

cidn cloroplastos.

III.D.2.3. Peso molecular determinado en condiciones

desnaturalizantes

El peso molecular del citocromo b-559 se determina en
condiciones desnaturalizantes mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida al 9% de acrilamida conteniendo 0,1% de SDS,
seglin se describe en el apartado II.B.10.2.

En todos los ensayos realizados, las electroforesis
analiticas en presencia de SDS del citocromo b-559 purificado
presentan una finica banda polipeptidica (Figura 56), indepen-
dientemente del material de partida utilizado en la purifica-
cidén. En algunas ocasiones pudo observarse la aparicidn de una

banda pequena de color naranja que migraba muy r&pidamente,
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Figura 55. Determinacidén del peso molecular del citocromo
b-559 por cromatografia de filtracidn en gel

Las condiciones de la cromatografia y el cdlculo del peso mo-
lecular se describen en el apartado II.B.9.2. de Materiales y
Métodos.
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Figura 56. Electroforesis analitica en geles de poliacrilamida
conteniendo SDS del citocromo b-559 purificado

Muestras de citocromo b-559 purificadc fueron sometidas a
electroforesis analitica como se describe en el apartado
II.B.9.2. de Materiales y Métodos. Los geles se tifieron poste-
riormente para localizar las bandas de proteinas seglin se des-
cribe en el mismo apartado. En la figura se muestra un gel
donde se aplicd citocromo b-559 purificado utilizando como ma-
terial de partida cloroplastos.
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incluso por delante del propio indicador de frente, y que pue-
de tratarse de algfin producto de degradacién del colorante
utilizado como indicador. .

Para determinar el peso molecular del citocromo b-559
se someten a electroforesis simult&neamente una serie de
proteinas patrones de peso molecular conocido. La Figura 57
muestra el densitograma de los geles que contenian las protei-
nas patrones y el citocromo b-559 purificado, a partir del
cual pudo calcularse la movilidad relativa de cada protefina.
El densitograma del citocromo b-559 representado en la figura
corresponde a una muestra de este citocromo obtenida a partir
de cloroplastos.

La Figura 58 muestra el resultado obtenido al repre-
sentar los pesos moleculares, en escala semilogaritmica, fren-
te a los valores de movilidad relativa de cada proteina res-
pecto del frente (Rf). Se utilizan muestras de citocromo b-559
purificado a partir de cloroplastos (Figura 58A) y particulas
del fotosistema II (Figura 58B), obteniéndose unos valores de
peso molecular de 14,6 kDa y 14,0 kDa, respectivamente.

IIT.D.2.4. Poteﬁciales medios de 8xido-reduccidn

La Figura 59 muestra la representacidén de Nernst de
las titulaciones potenciométricas reductivas del citocromo
b-559 purificado a partir de cloroplastos (Figura 59A) y par-
ticulas del fotosistema II (Figura 59B). En el primer caso, el
potencial medio de ©&6xido-reduccidn obtenido a pH 7,5 es de
+ 115 mV, y en el segundo caso~de + 158 mV, con valores de n
cercanos a l. Los diferentes ensayos realizados muestran una

variabilidad para el potencial de + 10 mV.

Esta diferencia de pdtencial, de alrededor de 40 mV,
puede deberse a la posible modificacién del entorno del

citocromo en las particulas del fotosistema II respecto a los
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Figura 57. Densitogramas correspondientes a la electroforesis
en geles de poliacrilamida conteniendo SDS del
citocromo b-559 purificado y de las proteinas
utilizadas como patrones de peso molecular

La electroforesis en gel de poliacrilamida conteniendo SDS de
las proteinas patrones y del citocromo b-559, la posterior
tincidn con Coomassie Blue y los densitogramas se realizaron
como se describe en el apartado II.B.9.2. de Materiales y
Mé&todos. En la figura se representa el densitograma del gel
que contenia las proteinas patrones (linea continua) sobre el
que se superpone el densitograma del gel donde se aplicd
citocromo b-559 (linea discontinua) obtenido a partir de
cloroplastos.
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Figura 58. Determinacidn del peso molecular del citgcrogo )
b-559 por electroforesis en geles de poliacrilamida
conteniendo SDS

"En la electroforesis se aplicaron muestras de citocromo b-559
purificado utilizando como material de partida c}orop}astos
(A) y particulas del fotosistema II (B). La determ1nac19n del
peso molecular del citocromo se realizd seglin se describe en
el apartado II.B.9.2. de Materiales y Métodos.
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Figura 59. Representacidn de Nernst de las titulaciones
potenciométricas reductivas del citocromo b-559
purificado a partir de cloroplastos (A) y
particulas del fotosistema II (B)

La mezcla de reaccién contenia, en un volumen final de 3 ml:
tampén Tricina-KOH 50 mM, pH 7,5, citocromo b-559 purificado y
los mediadores redox indicados en la Figura 13. Las titulacio-
nes se llevaron a cabo como se describe en el apartado II.B.5.
de Materiales y Mé&todos. Se representan los experimentos indi-
viduales con valores de potencial medio de 6xido-reduccidn més
pré6ximos a la media de las 10 titulaciones realizadas en cada
caso. El potencial medio obtenido varia * 10 mV en los dife-
rentes ensayos.



160

cloroplastos, que podria alterar en alguna medida el potencial
del citocromo b-559.

Es interesante resaltar la gran dificultad que con-
lleva el realizar las titulaciones potenciométricas con mues-
tras de citocromo b-559 purificado. El1 sistema muestra una
gran inestabilidad que dificultad la deteccidn pﬁntual de 1los
potenciales, probablemente debida al mal equilibrio estableci-
do entre los mediadores redox utilizados y los posibles agre-
gados de citocromo b-559 que'se forman, dado su fuerte caréc-
ter hidrdéfobo.

ITI.D.3. Regeneracidn del par de alto potencial mediante la

incorporacifn en liposomas del citocromo b-559

purificado

La integracidn del citocromo b-559 purificado de bajo
potencial en vesiculas lipidicas artificiales o 1liposomas
‘promueve en algunos casos la transformacidén de parte del
citocromo en la forma de alto potencial. En la Figura 60 se
muestran los espectros obtenidos tras la reduccidn secuencial
con hidroquinona y ditionito de muestras previamente oxidadas
con ferricianuro de citocromo b-559 purificado (Figura 6037) y
tras su integracién en liposomas (Figura 60B). El1 citocromo
purificado, tras ser oxidado, no muestra fraccidn de alto po-
tencial reducible por hidroquinona. La adicidén posterior de
ditionito produce un incremento de absorbancia con maximo a
560 nm, correspondiente a la reduccidn del citocromo b-559,
que se encuentra, por tanto, en su totalidad en la forma oxi-
dada de bajo potencial reducible por ditionito. Tras la incor-
poracidn del citocromo b-559 en liposomas (Figura 60B), apare-
ce una fraccidén oxidada de alto potencial reducible por
hidroquinona que representa alrededor del 34% del total del
citocromo. La posterior adicidén de ditionito reduce el resto

del citocromo b-559 (66%), que se mantiene en bajo potencial.
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Figura 60. Espectros diferenciales del citocromo b-559 purifi-
cado (A) y despu@s de su integracidn en liposomas
(B)

Los espectros de absorcidn se realizaron como se describe en
el apartado II.B.4. de Materiales y Métodos, después de la
adicidén secuencial de ferricianuro 0,5 mM, hidroquinona 20 mM
y varios cristales de ditionito. La integracifén del citocromo
b-559 en liposomas se realizd segilin el procedimiento descrito
en el apartado II.B.l1l. de Materiales y Mé&todos.
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La conversidn del citocromo b-559 de bajo potencial en
alto potencial mediante su incorporacidén en liposomas parece
ser un fendmeno extremadamente delicado y variable. En nuestro
caso, solo se ha conseguido en uno de cada cuatro ensayos de

incorporacidén realizados.



IV. DISCUSION
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A pesar de los numerosos estudios realizados hasta el
presente existe afin gran discusién acerca de las principales
propiedades del citocromo b-559, asi como en cuanto a su fup-
cidn y sitio de actuacidén en la cadena fotosintética de trans-
porte de electrones. La importancia cuantitativa de este
citocromo en las membranas fotosinté&ticas, junto a sus pecu-
liares propiedades redox y &cido-base, tales como su existen-
cia en dos pares interconvertibles de diferente potencial
redox, con distinta estabilidad y dependencia del potencial
respecto al pH, convierten, a nuestro entender, al citocromo
b-559 en un serio candidato a desempefar un papel importante
en el aparato fotosintético.

El objetivo fundamental de este trabajo ha sido deter-
minar la posible participacién del citocromo b-559 en el
mecanismo de transduccidn de energia redox en energia &ci-

do-base durante el transporte fotosintético de electrones.

En este sentido, las investigaciones realizadas se han
centrado en dos cuestiones fundamentales: por una parte, y en
base a determinar el posible papel del citocromo b-559 como
sistema transductor, se han caracterizado las principales pro-
piedades redox y &cido-base de este citocromo en particulas
del fotosistema II; en segundo lugar, se ha investigado la lo-
calizacién del citocromo b-559 en la cadena de transporte de
electrones mediante el estudio en cloroplastos de las
fotorreacciones inducidas por luces selectivas de los
fotosistemas I y II en los citocromos b-559 y £, usando diver-
sos agentes inhibidores y desacoplantes del flujo electrdnico
fotosintético. También se han estudiado las fotorreacciones

del citocromo b~559 en particulas del fotosistema II.

Por ltimo, se han realizado algunos estudios encami-

nados a determinar cuantas especies de citocromo b-559 existen
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en los cloroplastos, cuestidn sometida también a fuerte con-

troversia en la literatura.

Para llevar a cabo este trabajo es necesario disponer
de preparaciones de <cloroplastos y de ©particulas del
fotosistema II en buenas condiciones. Los cloroplastos deben
presentar buenos para@metros de transporte electrdnico y de
acoplamiento energético, puesto que la preservacidn del meca-
nismo de transduccidn de energia es un requisito indispensable
para el tipo de estudios que se han desarrollado. Las particu-
las del fotosistema II deben poseer, por su parte, un sistema
de rotura de agua muy activo, sintoma del buen estado de di-

chas preparaciones.

La mayoria de las preparaciones de cloroplastos ensa-
yadas presentaban una tasa de transporte electrfnico y un aco-
plamiento 6ptimos. Los ensayos en cloroplastos se llevaron a
cabo siempre a pH 7,5, que es, seglin se ha descrito previamen-
te (Galvan, 1981; Hervas, 1984), el pH al que las vesiculas
tilacoidales se encuentran mejor acopladas. El sistema global
y el fotosistema I, funcionando aisladamente, presentaron ta-
sas iniciales de desprendimiento o consumo de oxigeno, segfin
el caso, muy bajas, que se multiplicaban tras la adicidn del
desacoplante amonio por un factor superior a 4 en ambos sis-
temas (Tabla I). El fotosistema II en estas preparaciones pre-
senta también buenos niveles de actividad fotosinté&tica, no
detectandose ninglin efecto del amonio, debido probablemente a
que en el ensayo se extraen los electrones antes del segundo
sitio de acoplamiento (Tabla I). Estos resultados, con ligeras
variaciones, confirmaN los datos obtenidos por otros autores
(Galvan, 1981; Hervas, 1984).

El buen acoplamiento de estas preparaciones ha permi-
tido comprobar el efecto desacoplante del CCCP, descrito por
numerosos autores (Good, 1977; Avron, 1981) como agente

protonoférico (Tabla VI). Hasta una concentracidén de 10 PM
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aumenta la tasa de desprendimiento de oxigeno del sistema glo-
bal. Sin embargo, a concentraciones superiores disminuye la
- actividad fotosinté&tica del sistema, posiblemente debido a que
estas concentraciones pueden afectar negativamente al sistema
de rotura del agua (BShme y Kunert, 1981).

En este trabajo se ha realizado la caracterizacidn de
la actividad fotosint&tica de las preparaciones de particulas
del fotosistema II obtenidas segfin el método de Kuwabara y
Murata (1982); preparaciones que, posteriormente, se emplearon
en los estudios referentes al citocromo b-559. Se trata de
particulas del fotosistema IT que liberan oxigeno. La obten-
cidn de este tipo de particulas con desprendimiento de oxigeno
empezd a principios de esta década (Berthold et al., 1981;
Kuwabara y Murata, 1982). Desde entonces se han desarrollado
gran cantidad de investigaciones en fotosintesis utilizando
este sistema.

Las preparaciones de particulas del fotosistema II en-
sayadas presentaban, en la mayoria de los casos, tasas de des-
prendimiento de oxigeno similares a las obtenidas con el mismo
tipo de ensayos en cloroplastos (Tabla VII). Estd descrito que
el ferricianuro toma fundamentalmente los electrones a nivel
de los aceptores primarios del fotosistema I (Trebst, 1972) .
Sin embargo, la pequefla actividad observada en el sistema
H,0 — Ferri en particulas del fotosistema II parece indicar
que este reactivo es capaz de aceptar también electrones a

nivel de este fotosistema, aunque con mucha menor eficiencia.

Todos los ensayos de desprendimiento de oxigeno en
particulas del fotosistema II se han realizado a pH 6,5 y con
elevada concentracidén de sacarosa, ya que la estabilizacidn
osmbtica del medio parece ser, a diferencia de lo que ocurre
en cloroplastos, condicidén indispensable para el buen funcio-

namiento de las particulas del fotosistema II. En efecto, si
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se elimina la sacarosa del tampdn, el desprendimiento de oxi-

geno desciende considerablemente.

Una propiedad importante de estas particulas es la
gran estabilidad que muestra su actividad de desprendimiento
de oxigeno (Figura 9), lo que concuerda con los datos obteni-
dos por otros autores (Kuwabara y Murata, 1982). Esta estabi-
lidad contrasta notablemente con la gran labilidad de la acti-
vidad fotosinté&tica de cloroplastos (Tabla II). En preparacio-
nes de cloroplastos, la actividad fotosintética del fotosis-
tema I permanece enormemente estable en el tiempo, en
contraste con la actividad global y la del fotosistema II
(Tabla II). Esto parece sugerir que el sistema de rotura del
agua es el componente mds 13bil en cloroplastos, contrastando
con la gran estabilidad de este sistema observada en
particulas del fotosistema II. De acuerdo con Kuwabara,’y
Murata (1982), esta propiedad se debe a que el tratamiento con
Tritdn X-100 -utilizado en el proceso de extraccibén de las
particulas- elimina un componente de la membrana tilacoidal
que podria ser el responsable de la inactivacidén del sistema
de rotura del agua o a dque, en todo caso, el detergente
protege al sistema de rotura de la desnaturalizacidén. En

nuestra opinidn, este fendmeno estid relacionado con la
proteccidén de las estructuras promovida por la gran

concentracién de estabilizador osmdtico presente en el medio
de resuspensién y de ensayo. Ademds, las membranas
tilacoidales estarfian expuestas, por su mayor complejidad, a
un mayor nlmero de posibles causas de deterioro que las
particulas del fotosistema II, por ejemplo: presencia de
componentes muy oxidados o reducidos en la cadena de trans-
porte, que se eliminan en las preparaciones de particulas del
fotosistema II; pérdida de determinados componentes solubles

de la cadena fotosinté&tica de transporte, etc.

L.a actividad fotosintética es mucho mas sensible al

CCCP en las particulas del fotosistema II (Figura 10) que en
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cloroplastos (Tabla VI). Una posible explicacién a este fend-
meno podria ser que en las particulas del fotosistema II el
CCCP ha ganado accesibilidad al componente del sistema de ro-

tura del agua sobre el que actfa.

Las propiedades redox y &cido-base del citocromo b-559
de cloroplastos de espinaca han sido establecidas previamente
(Galvdn, 1981; Galvi&n et al., 1983; Hervids et al., 1985). En
base a estos estudios y a otros desarrollados con citocromos
de tipo b de mitocondrias, nuestro grupo ha postulado un mode-
lo de funcionamiento del citocromo b-559 como sistema redox y
dcido-base transductor, partiendo de la base de gque este
citocromo estd presente "in vivo" en forma de dos pares inter-
convertibles con diferente potencial medio de 6xido-reduccidn;
los pares de alto y bajo potencial. El par de alto potencial
es inestable y sus dos formas, oxidada y reducida, estén
protonadas; siendo la oxidada la forma energetizada. El par de
bajo potencial es, por el contrario, estable, y sus dos formas
son desprotonadas. Ambos pares comparten la misma forma redu-
cida, que puede estar protonada o desprotonada, dependiendo
del pH, siendo en el primer caso de alto potencial, y en el
segundo, de bajo.

La caracterizacidn redox y &cido-base del citocromo
b-559 en las particulas del fotosistema II nos ha permitido
confirmar algunos de los planteamientos bdsicos de nuestro mo-
delo de funcionamiento del citocromo b-559 como sistema trans-
ductof. Los resultados obtenidos han servido ademds para pro-
fundizar en algunos puntos del modelo, lo que ha permitido es-
tablecer el ciclo redox y &cido-base completo del citocromo
b-559.

En particulas del fotosistema II con desprendimiento

de oxigeno no se han realizado apenas estudios relativos a la
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caracterizacidén redox y &cido-base del citocromo b-559. La
utilizacidén de estas particulas para realizar estudios
espectrofotométricos y potenciométricos del citocromo b-559
posee enormes ventajas sobre el empleo de cloroplastos. Por
una parte, se trata de un sistema menos complejo, ya que se
elimina el fotosistema I y gran parte de la cadena de trans-
porte electrdnico. Por otra parte, y este aspecto es fundamen-
tal, desaparecen las interferencias espectrales debidas a los
citocromos f y b-563, pues el finico citocromo detectable en

estas preparaciones es el b-559.

En las prepéraciones de particulas del fotosistema
II, el citocromo b-559 aparece en forma de dos pares de alto y
bajo potencial. Estas preparaciones presentan 2/3 del
citocromo b-559 en forma reducida y 1/3 en forma oxidada de
bajo potencial (Figura 12). Esta situacién del citocromo es
similar a la encontrada en cloroplastos (Figura 11), con la
importante diferencia de que en las particulas del fotosistema
IT desaparece -la interferencia espectral del citocromo £, que
se detecta en la fraccidn reducible por hidroquinona en cloro-
plastos.

El tratamiento de suspensiones de cloroplastos con
Tritdn X-100, detergente que altera la estructura de las mem-
branas bioldgicas, transforma toda la fraccidén del citocromo
b-559 de alto potencial en bajo potencial (Figura 11C). Estos
resultados, llevados a cabo a titulo comparativo, ratifican la
inestabilidad del par de alto potencial postulada por nuestro
modelo y puesta de manifiesto por diversos autores con dife-
rentes tratamientos (Wada y Arnon, 1971; Galvan, 1981; Galvéan
et al., 1983; Hervds et al., 1985).

En preparaciones de particulas del fotosistema II que
no desprenden oxigeno se ha determinado el potencial medio del

citocromo b-559, detectdndose un Gnico potencial con un valor
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en torno a + 60 mV (Hind y Nakatani, 1970; Ke et al., 1972).
El que en estas preparaciones se detecte s8lo el citocromo de
bajo potencial podria deberse al método de extraccidn utiliza-
do, que, dado su cardcter dr&stico, transformaria todo el
citocromo b-559 de alto potencial en el de bajo. No existen
datos en la literatura sobre el potencial de este citocromo en

particulas del fotosistema II que desprendan oxigeno.

En este trabajo se han determinado los potenciales me-
dios de O6xido-reduccidn del citocromo b-559 en preparaciones
de'particulas del fotosistema II que desprenden oxigeno (Figu-
ra 14). E1l valor del potencial medio del par de alto potencial
del citocromo b-559 en estas preparaciones, + 380 mV a pH 7,5,
difiere muy poco respecto a los resultados obtenidos por otros
autores en preparaciones de cloroplastos (Boardman et al.,
1971; EKnaff y Arnon, 1971; Knaff, 1975; Rich y Bendall, 1980;
Galvan, 1981; Hervds et al., 1985). En cuanto al par de bajo
potencial, el valor, + 145 mV a pH 7,5, es bastante mis
elevado que la mayoria de los referidos en cloroplastos (Fan y
Cramer, 1970; Rich y Bendall, 1980; Hervds et al., 1985). Esta
diferencia puede deberse a la modificacién del entorno del
citocromo b-559 producida como consecuencia del proceso de ex-

traccidn de las particulas del fotosistema II.

El diferente comportamiento respecto al pH del poten-
cial medio de los pares de alto y bajo potencial del citocromo
b-559 en preparaciones de particulas del fotosistema II (Figu-
ra 15) confirma los resultados obtenidos anteriormente por
nuestro grupo en cloroplastos (Hervas et al., 1985). El par de
alto potencial exhibe un valor de potencial medio constante,
en torno a + 380 mV, en contraste con las variaciones detecta-
das por otros autores (Horton y Cramer, 1975b; Knaff, 1975).
El potencial del par de bajo potencial, por el contrario, es
independiente del pH por encima de pH 7,6, pero se vuelve de-
pendiente por debajo de este valor de pKa, con una pendiente
de -60 mvV/unidad de pH. El PK, de 7,6 es similar al observado
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en cloroplastos (Hervds et al., 1985). Esto sugiere 1la
implicacidén de 1 protdn por electrdn en las reacciones de este
par. Asi, y seglin nuestra hipb6tesis, la reduccibén de la forma
oxidada del par de bajo potencial implicaria, a pHs inferiores
a 7,6, la protonacidn de 1la forma reducida resultante y su
transformacidn en forma reducida de alto potencial. Al perma-
necer el potencial del par de alto potencial constante con el
pH, la forma oxidada de este par debe estar necesariamente
protonada también.

En resumen, esta distinta dependencia respecto al pH
del potencial de ambos pares nos ha servido de base para pos-
tular la existencia de una forma oxidada, protonada vy
energetizada, y de otra forma oxidada, desprotonada y desener-
getizada, siendo aquella, en fltimo té&rmino, la que acumularia
la energia que el par redox es capaz de almacenar y posterior-

mente transducir en forma de energia &cido-base.

Los estudios de EPR del citocromo b-559 en tilacoides,
particulas del fotosistema II y en la proteina purificada
(Bergstrdm y Vanngard, 1982; Babcock et al., 1985; Ghanotakis
et al., 1986) parecen confirmar la existencia de dos formas
oxidadas del citocromo b-559. En estas preparaciones se han
identificado dos senales de hemo de bajo spin, con g, diferen-
tes, que desaparecen al reducir el citocromo b-559. Estas se-
nales han sido atribuidas a dos formas oxidadas de este
citocromo, que deben tener diferente configuracidn electrdni-
ca. Seglin nuestra hipbtesis, esta diferencia podria estar cau-
sada porque una de las formas oxidadas del citocromo b-559, la
de alto potencial, estd protonada, mientras que la otra, de

bajo potencial, no lo estai.

El car&cter 18bil del citocromo b-559 de alto poten-
cial de cloroplastos, que se transforma en bajo potencial me-
diante diversos tratamientos desenergetizantes (calentamiento,

sonicacidn, detergentes, digestidén con tripsina, lavado con
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NaCl, etc.), ha sido repetidamente establecido (Cramer et al.,
1971; Wada y Arnon, 1971; Cox y Bendall, 1972; Galvén et al.,
1983; Briantais:et al., 1985; Hervas et al., 1985; Ghanotakis
et al., 1986). Segfin nuestra hipbtesis, esta inestabilidad del
par de alto potencial se debe a que la forma oxidada estd
energetizada, siendo responsable del mantenimiento de esta
energetizacidén una protonacién. Los resultados obtenidos en
este trabajo con particulas del fotosistema II confirman la
labilidad del par de alto potencial y han permitido profundi-

zar afin mds en el mecanismo responsable de esta propiedad.

Que la protonacidn del par de alto potencial es una
- condicidn necesaria para el mantenimiento de la energetizacién
del citocromo b-559 parece confirmarse con los experimentos
realizados en particulas del fotosistema II. En efecto, las
condiciones que dificultan la protonacidén, como la incubacidn
de las particulas a pHs b&sicos (Figuras 16A y 18), resultan
ser un buen mecanismo de conversidn del par de alto potencial
en el de bajo. A pHs bisicos, la protonacién del par de alto
potencial se encuentra dificultada, tendiendo en estas condi-
ciones, por ser un par 14bil energetizado, a perder el protdn
Yy a transformarse por consiguiente en el par de bajo poten-
cial. Esto parece confirmarse por el hecho de que a pHs &cidos
Y, aungue en menor medida, neutros, la estabilidad en el
tiempo del par de alto potencial es manifiesta (Figura 18). En
estas condiciones, la protonacidén del par de alto potencial
estd favorecida. En esta misma linea cabria interpretar 1la
desaparicidn del par de alto potencial del citocromo b-559 .y .
su transformacidn en el par de bajo potencial observada en las
titulaciones potenciométricas de este citocromo en preparacid—
nes de particulas del fotosistema II a pHs b&dsicos (Figura
15). La incubacién a ese pH, durante el tiempo necesario para
realizar la titulacidn en anaerobiosis y en presencia de me-
diadores redox, parece facilitar la pérdida del protdn del par
de alto potencial y, en consecuencia, su transformacidn en el

par de bajo potencial.



173

Otros tratamientos que alteran la estructura de la
membrana, y que de alguna manera podrian impedir el manteni-
miento de la protonacién del par de alto potencial, provocan
también la transformacién de este par en el par de bajo poten-
cial. Este es el caso del calentamiento por encima de 35°C o
de la incubacidn con el detergente Tritém X-100 (Figuras 16B y
21, respectivamente). El1 envejecimiento también provoca la
transformacién de una parte del par de alto potencial en el de
bajo (Figura 17). Sin embargo, es necesario resaltar la gran
estabilidad del par de alto potencial en las particulas del
fotosistema II, en comparacidn con la labilidad de este par en
tilacoides (Galvan, 1981). Esta propiedad, al igual que la es-
tabilidad observada en el sistema de rotura del agua, pone de
manifiesto el alto grado de conservacidén en el tiempo de las
estructuras en las preparaciones de particulas del fotosistema
II, lo que favorece el mantenimiento del par energetizado y
18bil del citocromo.

El1 CCCp también'produce la transformacidén del par de
alto potencial del citocromo b-559 en el par de bajo potencial
(Figura 19), pero su efecto no parece poder explicarse por un
detérioro en el entorno del citocromo. El1 CCCP es un agente
guimico de mdltiples efectos en fotosintesis (Izawa, 1977).
Estd descrito que actfia como desacoplante del flujo electrdni-
co fotosintético dado su cardcter protonoférico (Good, 1977;
Avron, 1981) y como agente ADRY, que interacciona con el sis-
tema de rotura del agua, facilitando la desactivacidén de los
estadios intermedios de la oxidacidén del manganeso, y por tan-
to, bloqueando globalmente este proceso (B8hme y Kunert,
1981). Algunos autores postulan la interaccién directa del
CCCP con el citocromo b-559 (Galv&n et al., 1983; Hervés et
al., 1985; Ghanotakis et al., 1986). En esta linea parecen
apuntar los resultados obtenidos en este trabajo. En nuestra
opinidn, la transformacién del par de alto potencial del
citocromo b-599 en el par de bajo producida por el CCCP (Figu-

ra 19), podria interpretarse asumiendo una interaccidn directa
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de este agente con el citocromo, de forma que captaria el pro-
tdn del par de alto potencial de forma irreversible, promo-
viendo por tante la transformacidén de este par inestable en el

par estable y desprotonado de bajo potencial.

A este respecto, es interesante resaltar que el CCCP
provoca la pé&rdida de dependencia respecto al pH del potencial
del par de bajo potencial del citocromo b-559 en cloroplastos
(Hervds et al., 1985). Segfin nuestra hipbtesis, el CCCP impe-
diria cualquier protonacién del citocromo b-559. Sin embargo,
el tratamiento con Tritdén X-100, que transforma totalmente el
par de alto potencial en el de bajo, no elimina la dependencia
respecto al pH del potencial del par de bajo potencial, ya
que, aunque elimina la protonacidn de la forma oxidada 1&bil,
no impide la protonacién de la forma oxidada de bajo potencial
al reducirse.

Algunos autores explican la interconversifn entre el
citocromo b-559 de alto y bajo potencial por cambios -en la es-
tructura interna de la molécula. Andlisis 6pticos, de EPR y de
espectroscopia de resonancia Raman del citocromo b-559 aislado
y de diversos modelos de complejos de hemo han demostrado que
la coordinacidn del hemo al citocromo se realiza a través de
dos histidinas (Babcock et al., 1985). Como 1la subunidad
secuenciada de este citocromo (Widger et al., 1984; Cramer et
al., 1986) sblo contiene una histidina, se ha postulado que el
citocromo b-559 es al menos un dimero con el hemo enlazando
dos cadenas polipeptidicas (Cramer et al., 1986). Babcock et
al. (1985) han propuesto que el citocromo b-559 de bajo poten-
cial tendria 1los planos de 1los imidazoles de 1las dos
histidinas en paralelo, mientras que el citocromo de alto po-
tencial, los tendrfia en una posicidn mds perpendicular. La
conversidn entre las formas de alto y bajo potencial del
citocromo b-559 ha sido explicada en términos de cambios en la

orientacidn de los dos anillos de imidazol de las histidinas
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(Babcock et al., 1985) o por cambios en la orientacibén del
plano del hemo (Rutherford, 1985).

Estos cambios de orientacidn, bien de 1los anillos
imidaz6licos o bien del hemo, responsables segfin algunos auto-
res de las transformaciones entre el citocromo b-559 de alto y
bajo potencial, podrian atribuirse, seglin nuestra hip&tesis, a

la protonacidn o desprotonacidén de la forma oxidada.

Como ya se ha comentado, los pares de alto y bajo po-
tencial del citocromo b-559 parecen compartir la misma forma
reducida, protonada o no segfin el pH. Sin embargo, las titula-
ciones oxidativas del citocromo b-559 en particulas del
fotosistema II reducidas con ditionito han puesto de manifies-
to la existencia de dos formas reducidas diferentes, de alto y
bajo potencial (Figura 13B). En preparaciones frescas tan sélo
es posible titular la forma reducida de alto potencial (Figura
23), no apareciendo nunca la forma reducida de bajo potencial.
Para detectar esta forma es necesario mantener el citocromo
b-559 en las condiciones reductoras en las que se realiza la
titulacidn oxidativa (Figura 13B). Parece, por tanto, que esta
forma reducida de bajo potencial no aparece nunca en condicio-
nes normales ni en particulas del fotosistema II ni en
tilacoides (Hervds et al., 1985), lo que achacamos a que es
autooxidable. El car&cter autooxidable de la forma reducida de
bajo potencial podria explicar la oxidacidn del citocromo
b-559 promovida por el CCCP en oscuridad en las preparaciones
de particulas del fotosistema II (Figura 20). Esta oxidacidn
no puede atribuirse a que el CCCP sea un agente oxidante “per

se", ya que no promueve cambios apreciables en el potencial de
la solucidn. En nuestra opinién, el CCCP captaria el protdn de
la forma reducida del par de alto potencial presente inicial-
mente, determinando su conversidén en la forma reducida del par

de bajo potencial, que se oxida espontdneamente.



176

Previamente se ha discutido el car&cter 1&bil e ines-
table del par de alto potencial del citocromo b-559. Pues
bien, las dos formas, oxidada y reducida, de este par parecen
mostrar diferente estabilidad entre ellas . Asi, mientras que
en preparaciones de particulas del fotosistema II sometidas a
tratamiento con el detergente Tritén X-100 existe una fraccidn
reducida de alto potencial del citocromo b-559 (Figuras 22 y
23), en estas condiciones es imposible detectar fraccidn algu-
na de forma oxidada de alto potencial (Figura 22). Esto sugie-
re que la forma reducida de alto potencial es estable en pre-
sencia del detergente en mucha mayor medida que la forma oxi-
dada. La relativa estabilidad de la forma reducida y protonada
de alto potencial del citocromo b-559 pudo comprobarse ademds
durante el proceso de extraccidén de las particulas del
fotosistema II. A pesar de la gran concentracidén de Tritdn
X-100 utilizada en uno de los pasos, las particulas obtenidas
al final del proceso presentan una proporcidén de forma reduci~-
da de alto potencial muy alta, comparable a la que aparece en
tilacoides (Figura 11 y 12).

En esta misma linea podria interpretarse la mayor con-
versidn del par de alto potencial del citocromo b-559 en el
par de bajo observada en particulas del fotosistema II incuba-
das a pH basico, si esta incubacidn se realiza en condiciones
oxidantes (Figura 18B). Como se discutid antes, a pHs basicos
la protonacidn del par de alto potencial del citocromo se en-
cuentra poco favorecida y, por eso, una parte tiende a perder
el protdn y a transformarse en el par de bajo potencial. Sin
embargo, la protonacidn de la forma reducida parece afectarse
en menor medida que la de la forma oxidada a esos pHs. Esto
resulta 18gico si se piensa que la forma oxidada es la
energetizada y, por tanto,\inestable. Incluso a pH relativa-
mente &cido (pH 6,5), donde la protonacidén de ambas formas es-
ta favorecida, la forma oxidada de alto potencial es menos es-

table que la reducida.
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Un fendmeno similar se ha observado en particulas del
fotosistema II incubadas con Tritén X-100 en ausencia y pre-
sencia de ferricianuro (Figura 21). En un entorno alterado pa-
rece razonable pensar que a la forma oxidada le cuesta més
trabajo mantener el protdn que a la reducida, siempre partien-

do de la base de que la forma oxidada es la energetizada.

En base a estos resultados hemos establecido un esque-
ma de funcionamiento del citocromo b-559 como sistema trans-
ductor de energia que, a diferencia de los esquemas previos de
nuestro grupo (Galvin et al., 1983; Losada et al., 1983; Her-
vas et al., 1985; Losada, 1986; Losada et al., 1988), implica
la participacidén de cuatro formas de este citocromo: formas
reducida y oxidada de alto potencial, ambas protonadas, y for-
mas reducida y oxidada de bajo potencial, ambas desprotonadas.

®

> *
AP red -H' <+—— AP oXx -g*

= T
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Muchas de las transiciones entre las‘diversas formas
del citocromo b-559 han sido caracterizadas por diversos auto-
res (Chance et al., 1970; De la Rosa et al., 1981; Galvéan,
1981; Galvan et al., 1983; Losada et al., 1983;'Herv§s, 1984;
Hervis et al., 1985). Las formas oxidadas de los pares de alto
y bajo potencial pasan a sus correspondientes formas reducidas
con hidroquinona y ditionito, respectivamente. Como se ha dis-
cutido previamente, la forma reducida de alto potencial se
oxida a alto potencial con ferricianuro, mientras que la forma

reducida de bajo potencial, que es autooxidable, pasa a la
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forma oxidada de bajo potencial espont&neamente. También se
han conseguido algunas transiciones entre formas de los dos
pares de potencial. Asi, la forma oxidada de alto potencial se
convierte en la de bajo por diversos tratamientos desenerge-
tizantes, algunos de ellos ya descritos en este trabajo. La
forma reducida de alto potencial pierde el protdén por accidn
del CCCP y pasa a la forma reducida de bajo potencial, que se
autooxida espontdneamente. La transformacidén directa de la
forma oxidada de bajo potencial en la forma oxidada de alto
potencial ocurrirfa por la protonacidn de la primera. Tebrica-
mente, teniendo en cuenta que la diferencia de potencial entre
los dos pares es de alrededor de + 240 mV, y sin considerar el
potencial de membrana, se puede calcular un pKa para la forma
oxidada de bajo potencial en torno a 3,6. A pHs por debajo de
este pKa, se produciria la conversién de la forma oxidada de
bajo potencial en la forma oxidada de alto. Esto no ha podido
ser comprobado por esta via, es decir, bajando extraordinaria-
mente el pH de las preparaciones, ya que aparecen procesos de
deterioro de membranas y proteinas. Sin embargo, como se dis-
cutird posteriormente, esta transformacién se ha realizado de
forma indirecta.

Existen en la literatura diversos casos de transforma-
cidn de la forma oxidada de bajo potencial en la de alto. En
mitocondrias se han conseguido transformaciones reversibles
entre los dos pares de potencial del citocromo b-564 con tra-
tamientos desenergetizantes y energetizantes (Hervds et al.,
1984). En preparaciones del complejo III purificado de mito-
condrias de levadura, donde s8lo aparece citocromo b-564 de
baﬁo potencial, se ha conseguido su conversidén completa en al-
to potencial mediante la integracién del complejo III en vesi-
culas lipidicas (Hervds et al., 1988). En cloroplastos, el
citocromo b-559 de bajo potencial ha sido transformado en alto
potencial mediante diversas técnicas. Okayama y Butler (1972)
y Cox y Bendall (1974) consiguieron esta reversidén anadiendo

plastoquinona a cloroplastos a los que se les habia extraido
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ésta con solventes orgénicos y en los que todo el citocromo
b-559 estaba en bajo potencial. Matsuda y Butler (1983) obser-
varon esta transformacidn al integrar el citocromo b-559 puri-

ficado de bajo potencial en liposomas.

En este trabajo se han obtenido resultados que confir-
man los experimentos de Matsuda y Butler (Figura 60) y se ha
establecido un nuevo procedimiento de regeneracidn del par de
alto potencial a partir de preparaciones de particulas del
fotosistema II donde todo el citocromo b-559 est& en bajo po-
tencial (Figura 24), lo que ha permitido completar el ciclo
redox y &cido-base del citocromo b-559.

Se trata de un procedimiento indirectb puesto que, co-
mo ya dijimos antes, pasar directamente de la forma oxidada de
bajo potencial a la forma oxidada de alto requiere, segfin
nuestro modelo, bajar extraordinariamente el pH. Asi, en par-
ticulas del fotosistema II sometidas a un tratamiento altamen-
te desenergetizante (incubacidén con elevada concentracidn de
Tritén X-100) y oxidadas (Figura 24.I), donde todo el
citocromo se encuentra en su forma oxidada de bajo potencial,
la reduccidn completa con ditionito a pH ligeramente &cido,
por debajo del PK, 7,6, conduce a la aparicién de forma redu-
cida y protonada de alto potencial, que es, como ya hemos vis-
to, en cierta medida estable en presencia del detergente. La
eliminacidn del Tritdén X-100 permite finalmente que, tras oxi-
dar con ferricianuro, aparezca un proporcidén considerable de
forma oxidada y protonada de alto potencial que se puede man-
tener al haberse restaurado las condiciones fisiolbgicas ini-
ciales. Que no se consiga una transformacidén del 100% en la
forma oxidada de alto potencial puede deberse a la existencia
de un equilibrijio en la membrana entre ambos pares, dado que en
particulas frescas nunca se observa el 100% del citocromo
b-559 en alto potencial, y al hecho de que el entorno del

citocromo haya quedado alterado tras el tratamiento con el
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detergente, imposibilitando el mantenimiento de niveles altos
del par energetizado de alto potencial.

Que la transformacidn directa de la forma oxidada de
bajo potencial en la forma oxidada y protonada de alto poten-
cial es un proceso no favorecido termodindmicamente, parece
confirmarlo el hecho de que el procedimiento anterior de rege-
neracidén no conduce a la aparicidén de forma oxidada de alto
potencial si se realiza en condiciones oxidantes, es decir, si
se elimina la reduccidén con ditionito. (Figura 24.II). En es-
tas condiciones, la eliminacién del detergente no produce la

aparicidn de la forma oxidada de alto potencial.

Otro de los aspectos del citocromo b-559 que se en-
cuentra en la actualidad sometido a discusidn es si existen

una o m8s especies de este citocromo.

Diversos autores defienden la existencia de un
citocromo b-559 de alto potencial asociado al fotosistema ITI, -
a partir del cual, por degradacién, puede originarse un
citocromo b-559 de bajo potencial, que por tanto no es fisio-
1l8gico (Heber et al., 1979; Bendall, 1982; Tsujimoto y Arnon,
1985; Cramer et al., 1986; Bendall y Rolfe, 1987). Para otros
(Anderson y Boardman, 1973; Knaff y Malkin, 1973; Cox, 1979;
Rich y Bendall, 1980; Bendall, 1982; Bendall y Rolfe, 1987),
existiria ademds otro citocromo b-559 de bajo potencial, é&ste
fisioldgico, asociado al fotosistema I y con un valor de po-
tencial redox mucho menor que el del citocromo de bajo poten-
cial resultante de 1la degradacién del de alto. Los dos
citocromos, el de alto potenciél del fotosistema II y el de
bajo potencial del fotosistema I, serian, por lo tanto, pro-
teinas distintas, situadas en sitios diferentes. Mientras el
citocromo b-559 de alto potencial se situarfia en las membranas
tilacoidales apiladas, el citocromo de bajo potencial lo haria
en las no apiladas (Rao et al., 1986; Barber et al., 1987).
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Los resultados presentados en la filtima parte de este
trabajo parecen diferir de las hipbtesis anteriores. Asi, como
ya se ha discutido previamente, el citocromo b-559 aparece en
todas las preparaciones de particulas del fotosistema II ensa-
yadas en alto y bajo potencial. En estas preparaciones se ha
conseguido la transformacibén reversible entre los dos pares de
potencial de este citocromo; primero, transformando el par de
alto potencial en el par de bajo mediante tratamientos
desenergetizantes (Figuras 16 y 21), y después, transformando
el par de bajo potencial en el de alto, mediante el procedi-
miento descrito y discutido anteriormente (Figura 24). Esta
conversidn reversibie implica, a nuestro entender, que ambos
citocromos, de alto y bajo potencial, son dos especies total-
mente funcionales y fisioldgicas de la misma proteina. En este
mismo sentido apuntan los experimentos de regeneracidn del
citocromo b-559 de alto potencial a partir del citocromo puri-
ficado de bajo potencial. Aplicando basicamente el mé&todo de
Matsuda y Butler (1983) hemos conseguido regenerar una frac-
cidén de citocromo b-559 de alto potencial por integracidn del
citocromo purificado de bajo potencial en vesiculas lipidicas

de fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina (Figura 60).

Para profundizar m&s en esta cuestién se ha purificado
el citocromo b-559 utilizando como material de partida bien
cloroplastos o bien particulas del fotosistema II, obteniéndo-
se en ambos casos una flnica proteina de similares caracteris-
ticas fisico-quimicas: espectro (Figura 54), potencial redox
(Figura 59) y peso molecular (Figura 58). La pequeha diferen-
cia observada entre los potenciales redox del citocromo b-559
purificado a partir de ambas preparaciones, + 115 mV en el ca-
so de cloroplastos y + 158 mV en el de particulas del
fotosistema II, podria deberse a la alteracidtn del entorno del
citocromo producida por el tratamiento con detergente necesa-
rio para obtener las particulas del fotosistema II. En todo
caso, esta diferencia no es comparable en absoluto a la dife-

rencia de potencial detectada por diversos autores entre
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los’dos citocromos de bajo potencial, el fisiolbgico y el no
fisioldgico.

El peso molecular del citocromo b-559, asi como el nfi-
mero de subunidades que lo componen, son aspectos sometidos
todavia a una importante discusibén (ver INTRODUCCION). Los re-
sultados obtenidos en este trabajo indican la presencia de una
sola subunidad pblipeptidica de 14 kDa (Figuras 56-58). Sin
embargo, realizando la electroforesis con SDS en geles de
poliacrilamida m&s concentrados con el nuevo sistema descrito
por Schdgger y von Jagow (1987), se ha obtenido una subunidad
de 9 kDa. Esta disparidad, puesta de manifiesto en la litera-
tura, podria tener m@ltiples causas; entre ellas, el car&cter
sumamente hidr6fobo del citocromo, que determina interacciones
con los geles, la posible degradacién o agregacién del
citocromo purificado y almacenado durante tiempos prolongados,
etc.

Teniendo en cuenta todo lo expuesto y los resultados
previamente obtenidos por nuestro grupo (Galvdn, 1981; Losada
et al., 1983; Galvidn et al., 1983; Hervds, 1984; Hervds et
al., 1984; Hervds et al., 1985; Hervdas et al., 1988) hemos es-
tablecido un esquema de funcionamiento del citocromo b-559 co-
mo sistema transductor de energia redox en energia &cido-base
con algunas modificaciones respecto a anteriores modelos
(Hervds et al., 1985). El mecanismo de transduccidn es del ti-
po de los que hemos denominado de forma oxidada y b&sica ener-
getizada (ver INTRODUCCION) y presenta dos puntos claves: (1)
el citocromo b-559 puede operar como sistema redox transductor
a dos potenciales medios alternantes y como sistema scido-base
transductor a dos pKas alternantes; (2) ambos sistemas presen-
tan un intermediario comlin que puede existir en una forma

desenergetizada basal o en una forma energetizada y protonada.

El ciclo completo de funcionamiento del sistema seria

el siguiente (Figura 61): la forma oxidada y no protonada de
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Figura 61. Esquema del mecanismo propuesto para la
transduccidn reversible de energia redox en energia
dcido-base por el citocromo b-559

Explicacidn detallada en el texto.
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bajo potencial del citocromo b-559 acepta a bajo potencial un
electrdn, reduciéndose. Esta forma reducida de bajo potencial
cambia isoenergéticamente su configuracidén electrdnica después
de la fijacidn de un protdn por un grupo ionizable de alto PK,
en la parte externa de la membrana del tilacoide, transformén-
dose en la forma reducida y protonada de alto potencial. La
oxidacién de esta forma a alto potencial genera la forma
oxidada y protonada de alto potencial, en la que se produce un
desplazamiento isoenergético de un electrdén de un orbital a
otro, procesc concomitante con la translocacidn de un protdn
de un grupo ionizable de alto pKa a otro, también de alto pKa,
en la parte interna de la membrana tilacoidal. Finalmente,
esta forma oxidada y protonada de alto potencial se
desenergetiza transform3ndose en la forma original oxidada y
desprotonada de bajo potencial, liberando su protdén a bajo pH
en el lumen tilacoidal. Este proceso va acompafiado de un
cambio hacia una confiqguracidén electrdnica md8s estable,
apareciendo un grupo ionizable de menor PK, en la forma
oxidada de bajo potencial resultante.

En resumen, nuestra hipb6tesis postula que el primer
paso en la transduccidén de energia por el citocromo b-559 es
la formacidén de un intermediario energetizado y protonado que
puede disociar su protdén a bajo pH para permitir la sintesis
endergbénica de ATP. Este citocromo seria capaz de promover la
translocacidn de protones, segfin nuestro mecanismo, por un
cambio de pKa debido a la diferente estructura electrdnica de

las formas oxidadas basal y energetizada.

El sitio de actuacidn del citocromo b-559 en la cadena
fotosintética de transporte de electrones sigue siendo hoy en
dia una de las cuestiones mds discutidas en fotosintesis. Las
diversas teorias al respecto se resumen en la INTRODUCCION. La

raz6n fundamental de esta incertidumbre es la existencia de
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multitud de datos contradictorios en la literatura sobre cam-
bios redox de este citocromo inducidos por luz en cloroplas-
tos de plantas superiores. Los resultados obtenidos en este
trabajo apoyan la participacidén de este citocromo en la cadena

de transporte de electrones entre los dos fotosistemas.

En cloroplastos frescos, los citocromos b-559 y f se
reducen por el fotosistema II (Figura 25); en estas condicio-
nes, con ambos citocromos reducidos, el fotosistema I oxida
exclusivamente al citocromo f. Como se discutird posteriormen-
te, en presencia del agente desacoplante CCCP el fotosistema I
también es capaz de oxidar al citocromo b-559 (Figuras 26-28),
lo que parece sugerir que el sitio de actuacidn de este
citocromo se encuentra antes o en el mismo sitio de acopla-
miento.

Antes de seguir es necesario plantear la cuestidn de
como de selectivas son las luces de excitacidn empleadas. La
luz del fotosistema I (720 nm de mdximo de transmitancia) pa-
rece poder activar a los dos fotosistemas, aunque con muy di-
ferente eficiencia. La reduccién parcial de los citocromos
b-559 y £, inducida por luz del fotosistema I aplicada ini-
cialmente (Figura 30), sugiere que esta luz excita, aunque de
forma menos eficiente, tambié&n al fotosistema II. Esta reduc-
cién por el fotosistema I de ambos citocromos se produce
porque la oxidacidn por el fotosistema I estd blogqueada en el
sistema acoplado. En efecto, una vez disipado el gradiente de
protones con CCCP (Figura 33), la efectividad de la luz de 720
nm para oxidar a los citocromos b-559 y f es mucho mayor que
para reducirlos. La luz del fotosistema II excita tambié&n al
fotosistema I, aunque con poca eficiencia (Figura 31). En re-
sumen; ambas luces excitan a los dos fotosistemas, pero en to-
do momento es posible estudiar la accién de un fotosistema de-
terminado debido a la muy diferente eficacia de la excitacidn

de cada fotosistema con la luz del otro.
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El citocromo b-559 parece encontrarse en el lado re-
ductor del fotosistema II. En efecto, en condiciones fisiold-
gicas (Figura 25), 1la fnica fotorreaccidén observada en el
citocromo b-559 en cloroplastos es su reduccién por el
fotosistema II, lo que concuerda bdsicamente con los resulta-
dos obtenidos por algunos autores (Ben Hayyim y Avron, 1970;
Satoh y Katoh, 1972; Knaff, 1973). En ningin caso, con o sin
tratamiento, se ha podido observar fotooxidacidén de este
~citocromo por el fotosistema II. Esta reaccidn de oxidacidn ha
sido observada sin embargo por varios autores en cloroplastos
sometidos a diversos tratamientos, como la adicidn de CCCP
(Heber et al., 1979), temperaturas criogénicas (Bendall y
Sofrova, 1971), etc.

La utilizacién de dos agentes inhibidores muy especi-
ficos del flujo electrdnico fotosintético en los primeros pa-
sos de la cadena de transporte -DCMU y DBMIB- ha permitido de-
limitar ain m&s la localizacidn del citocromo b-559 en el si-
tio reductor del fotosistema II. E1 DCMU bloquea la transfe-
rencia de electrones entre 1los aceptores primarios del
fotosistema II, QY Qp» mientras que el DBMIB actfia como in-
hibidor competitivo del "pool" de plastoquinona. E1 bloqueo
total de la fotorreduccidn de los citocromos b-559 y £ produ-
cido por ambos inhibidores (Figura 34 y 38) permite situar el
lugar de actuacién de ambos citocromos tras los aceptores pri-
marios del fotosistema II, QA y QB' y tras el "pool" de
plastoquinona. En presencia de ambos inhibidores, la 1luz del
fotosistema II induce la fotooxidacidn del citocromo £ (Figu-
ras 34 y 38), debido a la excitacidn residual del fotosistema
I por esta luz. ‘

Por otra parte, nuestros resultados apoyan la actua-
cidén del citocromo b-559 en el lado oxidante -del fotosistema
I. Asi, en cloroplastos previamente iluminados con luz del
fotosistema II, el citocromo b-559 se fotooxida por el

fotosistema I, aunque solo en presencia de una pequeiia
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cantidad del agente protonoférico CCCP. La necesidad del CCCP
para observar esta fotorreaccién concuerda con los resultados
de otros autores (Cramer y Butler, 1967; B&hme y Cramer,
1971; Cramer et al., 1971). Sin embargo, Ben Hayyim y Avron
(1970) en cloroplastos de lechuga y Knaff (1973) en fragmentos

de Nostoc muscorum han observado oxidacidén del citocromo por

el fotosistema I en condiciones fisiolbgicas. El citocromo f,
sin embargo, una vez reducido por el fotosistema II, se
fotooxida por el fotosistema I sin necesidad de afiadir CCCP a
los cloroplastos (Figura 25 y 28).

Si se asume que el CCCP ejerce un efecto desacoplante
en los cloroplastos, como asi parecen confirmarlo los contro-
les de la actividad fotosint&tica en presencia de este com-
puesto (Tabla VI), la necesidad de la presencia de CCCP para
que se produzca oxidacidén del citocromo por el fotosistema I
parece indicar que este citocromo se encuentra antes o en el
sitio de acoplamiento. El transporte de electrones desde el
citocromo b-559 hasta el fotosistema I estaria frenado por el
acoplamiento entre dicho transporte y la generacidn del gra-
diente de protones. Una vez disipado este gradiente -tras la
adicién de CCCP-, el fotosistema I es capaz de arrancar efi-
cientemente los electrones del citocromo a través de otros
transportadores de la cadena. El1 citocromo £, por su parte,
estaria situado después de ese sitio de acoplamiento. EL CCCP,
a la concentraccidén empleada en este tipo de ensayos, no afec-
ta negativamente al sistema de rotura del agua (ver Tabla VI).
La existencia de un sitio de acoplamiento entre los citocromos
b-559 y f ha sido sugerida previamente por diversos autores
(Hill y Bendall, 1960; Rumberg, 1965; Cramer y Butler, 1967;
Knaff, 1973).

Este planteamiento parece confirmado por la mayor re-
duccidn del citocromo f observada al iluminar cloroplastos con
luz del fotosistema II en presencia de CCCP (Figura 26). Al

estar desbloqueada la transferencia de electrones en el sitio



188

de acoplamiento, el citocromo f puede reducirse mds eficiente-
mente. En este sentido podria interpretarse el hecho de que el
CCCP pueda inducir tambi&n en oscuridad la oxidacidn del
citocromo b-559 si el citocromo f estd previamente oxidado
(Figura 29). Es decir, el citocromo f oxidado es capaz de
arrancar electrones del citocromo b-559, incluso sin la inter-
vencidn de la luz, una vez roto el acoplamiento que obstaculi-
za el flujo electrdnico entre ambos citocromos. Esto parece
sugerir, por tanto, que 1é oxidacién del citocromo b-559 pro-

cede a través del citocromo f.

Hay varios resultados que apoyan gque el citocromo
b-559 se oxida por el fotosistema I y que esta oxidacidn se
produce a través del citocromo f y la plastocianina. La oxida-
cidn del citocromo b-559 por el fotosistema I ha sido analiza-
da, junto a la del citocromo £, utilizando una serie de trata-
mientos que bloquean especificamente la reduccidén del fotosis-
tema I. En este sentido, tanto el cianuro como la polilisina -
-descritos como bloqueantes del flujo electrénico que act@an
especificamente sobre la plastocianina (Trebst, 1980)- blo-
quean casi completamente la oxidacién de ambos citocromos por
el fotosistema I (Figuras 42 y 43), lo que parece indicar que
la oxidacidén de ambos componentes se produce a través de la
plastocianina. Los controles del efecto del cianuro sobre la
actividad fotosinté&tica de cloroplastos (Tabla V) establecen
claramente su sitio de accidén entre ambos fotosistemas, no

afectando al fotosistema II a las concentraciones empleadas.

El DCMU produce un interesante efecto sobre la oxida-
cién del citocromo b-559 por el fotosistema T. Este'agente
permite que el citocromo b-559 se oxide por el fotosistema I
sin que sea necesaria la presencia de CCCP (Figuras 35 y 36).
Este potente herbicida bloquea probablemente el flujo residual
de electrones hacia el citocromo b-559 promovido por la exci-
tacién del fotosistema II por luz del fotosistema I, favore-

ciendo en consecuencia la oxidacién de este citocromo, aunque
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con una cinética muy lenta, por permanecer el transporte elec-
trénico retenido en el sitio de acoplamiento. El citocromo £
se oxida en estas condiciones con su cinética r&pida habitual,
ya que su oxidacién no se afecta por el acoplamiento. Cuando
los cloroplastos estin acoplados, el fotosistema I es incapaz
de fotooxidar eficientemente al citocromo b-559, por el blo-
queo que supone el sitio de acoplamiento y por la reduccidn
residual de este citocromo producida por la excitacién del
fotosistema II por la luz del fotosistema I. En efecto, el
CCCP acelera esta  oxidacidn del citocrbmo b-559 por el

fotosistema I producida en presencia de DCMU (Figura 37).

Diversos autores (Cramer y B&hme, 1972; Boardman et
al., 1971) han sugerido la existencia de una ruta ciclica
alrededor del fotosistema II donde estarfa implicado el
citocromo b-559. Sin embargo, se fundamentan en la observacidn
de la oxidacidn de este citocromo inducida por el fotosistema
II en condiciones no fisioldgicas (temperaturas criogénicas,
tratamiento con Tris, etc.). Adem&s, la 1lenta velocidad
detectada para esta fotorreaccidén parece descartar cualquier
papel fisioldgico de este ciclo. Nuestros resultados no
parecen sugerir la participacién del citocromo b-559 en un
transporte ciclico alrededor del fotosistema II. Como ya hemos
comentado, en ninglin caso se ha observado la oxidacién de este
citocromo por el fotosistema II en cloroplastos. Ademds,
parece descartarse también la posible participacidn del
citocromo b-559 de alto potencial en el sistema de rotura del
agua, en contra de las propuestas de determinados autores
(Bendall y Sofrova, 1971). En este sentido, los experimentos
llevados a cabo en particulas del fotosistema II con Tritdn
X-100 (Tabla IX y Figura 21) y CCCP (Figuras 10 y 19) muestran
que no existe relacidén entre el desprendimiento de oxigeno y

el porcentaje de citocromo b-559 de alto potencial.

Los controles del efecto del DBMIB sobre la actividad

fotosintética de cloroplastos confirman su papel como
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bloqueante del flujo electrdénico fotosintético (Tabla III).
Sin embargo, ni la actividad global ni la del fotosistema II
se bloquean totalmente. En el caso del sistema global, este
efecto podria achacarse a que el‘reactivo de Hill wutilizado,
ferricianuro, podria arrancar electrones de 1la cadena de
transporte antes de la plastoquinona. Los reactivos empleados
para nmedir la actividad del fotosistema II, DAD y
ferricianuro, parecen aceptar una parte considerable de los
electrones antes de la plastoquinona.

El1 DBMIB, ademds del efecto ya descrito sobre la
fotorreduccidn, prodﬁce una inhibicién considerable de la oxi-
dacidn del citocromo b-559 por el fotosistema I, mientras que
no afecta a la oxidacién del f (Figura 39 y 40). Estos
resultados sugieren la implicacidén de algflin transportador tipo
guinona en la ruta de oxidacidn del citocromo b-559 hacia el
citocromo f. ILa reversién por DCMU del blogueo de la
fotooxidacién del citocromo b-559 producida por el DBMIB
(Figura 41) parece indicar que, aparte del efecto inhibidor
del DBMIB sobre la fotooxidacidén del citocromo b-559, hay una
reduccidn residual de este citocromo provocada por el
fotosistema I (incluso en presencia de DBMIB), que disminuye
la eficacia de este fotosistema para arrancar electrones en la
parte de la cadena de transporte tras el sitio de
acoplamiento.

El efecto del TMPD -efectivo transportador de electro-
nes mediante un "bypass" desde plastoquinona a plastocianina
(Trebst, 1980)-, que inhibe una parte, aunque pequeia, de la
fotooxidacidn del citocromo b-559 por el fotosistema I, afec-
tando en menor medida a la oxidacién del f (Figura 45), sugie-
re una estrecha relacidén del citocromo b-559 con el "pool" de
plastoquinona. E1 TMPD tomaria los electrones al nivel de la
plastoquinona, cedié&ndolos muy eficazmente al fotosistema I
via plastocianina. En estas condiciones, el flujo normal de
electrones desde el "pool"” de plastoquinona hasta la

plastocianina estaria bloqueado en parte, siendo por tanto
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poco efectiva 1la oxidacién del citocromo b-559 por el
fotosistema I. El1 citocromo £, sin embargo, podria sequir
oxiddndose por el fotosistema I dada su cercania a la
plastocianina.

En las particulas del fotosistema II, tanto aquéllas
que no desprenden oxigeno como las que lo hacen, se han obser-
vado diversos tipos de fotorreacciones del citocromo b-559
(Arnon et al., 1970; Ke et al., 1972; Boardman, 1972; Wessels
et al., 1973; Huzisige y Takimoto, 1974). En este trabajo se
han obtenido una serie de resultados que caracterizan en cier-
ta medida las fotorreacciones del citocromo b-559 en prepara-
ciones de particulas del fotosistema II con desprendimiento de
oxigeno.

En estas preparaciones, en condiciones fisiolbégicas,
el citocromo b-559 no experimenta ningun tipo de fotorreaccidn
promovida por luz del fotosistema II (Figura 46). Esto estd de.
acuerdo con los resultados obtenidos con este mismo tipo de
particulas por Ghanotakis et al. (1984). La causa de este fe-
ndmeno parece residir en que el citocromo b-559 se encuentra
inicialmente muy reducido, ya que al oxidar con una pedquena
cantidad de ferricianuro la luz del fotosistema II produce una
reduccidbn reversible de este citocromo. Adem&s, este hecho se
corrobora por que cuando el citocromo b-559 se oxida de forma
natural (particulas envejecidas), la iluminacidn inicial con
luz del fotosistema II si induce una fuerte fotorreduccidn del
citocromo (Figura 47). La pequefia cuantia de la reduccidn del
citocromo‘en las particulas frescas oxidadas con ferricianuro,
en relacidn a la observada en las particulas envejecidas, po-
dria deberse a que el citocromo b-559 a la vez dgque se
fotorreduce, se oxida en parte por la presencia de este poten-
te'agente oxidante, lo que disminuye la cuantia total de la

reaccidn.
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Es importante resaltar que la fotorreduccidén del
citocromo b-559 en las preparaciones de particulas del
fotosistema II previamente oxidadas con ferricianuro pasee su
6ptimo a pH 7,5 (Figura 48A), pH précticamente idéntico al PK,

de la forma reducida de bajo potencial (Figura 15).

Al igual que en cloroplastos, el bloqueo completo de
la fotorreduccién del citocromo b-559 en estas preparaciones
por DCMU (Figura 50A) parece sugerir la intervencidn de este
citocromo en 1la transferencia de electrones detrds de los
aceptores primarios del fotosistema II, QA y QB.

Se ha investigado, ademds, el efecto de dos sustancias
que pueden afectar al sistema de rotura del agua: CCCP, que
parece acelerar la cafida de los estadfos intermedios del sis-
tema de rotura del agua (agente ADRY) (Trebst, 1980), y la
hidroxilamina, que a determinadas concentraciones bloquea el
sistema de rotura del agua (Trebst, 1980). En las preparacio-
nes de particulas del fotosistema II, el CCCP induce la oxida-
cidén del citocromo b-559 por el fotosistema II (Figura 49).
Datos similares han sido obtenidos por Lam et al. (1983). Pro-
‘bablemente este efecto se debe a que en condiciones en que se
dafia el funcionamiento del sistema de rotura del agua (en pre-
sencia de CCCP), se estdn generando fuertes oxidantes en el
centro de reaccién del fotosistema II que oxidarian al
citocromo dada su proximidad estructural a este centro de
reaccidn. Se trata, por lo tanto, de una fotorreaccidn que se
da en unas condiciones muy alejadas de las fisioldgicas y que,

en consecuencia, probablemente no posee relevancia funcional.

La fotorreduccién del citocromo b-559 en estas parti-
culas estd estrechamente asociada al buen funcionamiento del
sistema de rotura del agua. En condiciones en que este sistema
estd bloqueado, por ejemplo, con una concentracidn adecuada de
hidroxilamina, no se produce ninguna fotorreaccidén del

citocromo (Figura 50B).
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Todos los resultados expuestos anteriormente parecen
sugerir que el citocromo b-559 actfia como transportador de
electrones entre los dos fotosistemas, reduciéndose por el
fotosistema II y oxid&ndose por el I, teniendo su sitio de ac-
tuacidén entre el "pool" de plastoquinona y la plastocianina.
El citocromo b-559 parece situarse en el sitio de acoplamiento

de la cadena no-ciclica de transporte de electromes.

En resumen, los resultados de este trabajo parecen
confirmar el funcioﬁamiento del citocromo b-559 como sistema
transductor de energia redox en energia &cido-base en la cade-
na fotosintética de transporte de electrones entre 1los dos
fotosistemas. E1 citocromo b-559 oxidado aceptaria 1los
electrones de la plastoquinona a bajo potencial, reduciéndose
y captando un protdn del estroma del tilacoide. Posteriormente
se oxidaria a alto potencial via citocromo f y plastocianina,
liberando el protdén. al interior del tilacoide y volviendo, de

esta manera, a su estado basal inicial (Figura 62).

En consecuencia, y seglin nuestra opinidn, este
citocromo jugarfa un papel fundamental en la generacidn del
gradiente de protones, base para la posterior sintesis de ATP
en los cloroplastos.

El mecanismo que hemos propuesto para el funcionamien-
to de este citocromo como sistema transductor podria consti-
tuir, segfin nuestra hip&tesis, un modelo universal que expli-
caria el acoplamiento entre la énergia redox y &cido-base, uno
de los problemas fundamentales con el que se enfrenta en la

actualidad la bioenergética.
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(1) En particulas del fotosistema II, el citocromo b-559 se
presenta "in vivo" como dos pares interconvertibles de dife-

rente potencial medio de &6xido-reduccidn.

(2) E1 par de alto potencial es inestable y sus dos formas, o-
xidada y reducida, estdn protonadas. La forma oxidada est&
energetizada electrénicamente, y se manteniene en dicho estado
por protonacidn, en tanto que la forma reducida es comparati-
vamente m&s estable. El par de bajo potencial es, por el con-

trario, estable y sus dos formas estdn desprotonadas.

(3) La conversidn reversible entre ambos pares redox y el he-
cho de que el citocromo b-559 se haya purificado como una sola
proteina parece sugerir que los citocromos b-559 de alto y ba-
jo potencial son dos formas totalmente funcionales y fisiold-

gicas de la misma especie molecular.

(4) E1l citocromo b-559 parece actuar como transportador de e-
lectrones entre los dos fotosistemas, localizandose su accidn
entre el "pool" de plastoquinona y la plastocianina, donde pa-
rece ademds estar implicado en el sitio de acoplamiento de la

cadena fotosintética no-ciclica de transporte de electrones.

~(5) En definitiva, los resultados expuestos en este trabajo
parecen confirmar el funcionamiento del citocromo b-559 como
sistema transductor de energia redox en energia dcido-base del
tipo de forma oxidada y b&sica energetizada. El citocromo
b-559 oxidado aceptaria en su estado basal los electrones de
la plastoquinona a bajo potencial, reduciéndose y capatando un
protdén a alto pH del estroma del tilacoide. Posteriormente, se
oxidaria a alto potencial, energetiz&ndose, via citocromo f y
plastocianina, liberando el protén a bajo pH en el interior
del tilacoide y volviendo, de esta manera, a su estado inicial
de bajo potencial. El citocromo b-559 desempefiarfa, en nuestra

opinidén, un papel fundamental en la generacidén del gradiente
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electroquimico de protones, que promueve, a su vez, la poste-

rior sintesis de ATP en los cloroplastos.
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