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RESUMEN



EL fLujo de equivalentes neductores y La fotofosford-
Lacibn son dos procesos que se encuentran acoplados en el --
clornoplasto, L.e,, en La naturaleza ocurren simultdneamente y
no es posible que se efectde uno, s4in La ocurrencia del otro,
EL mecanismo de este acoplamiento, se puede estudiaridirnecta-
mente empleando desacoplantes, que son aquellfas moléculas que
permiten que el flujo electrbnico continde (en ocasdiones esti
muldndolo), y abatiendo a su vez La sintesis de ATP,

Se midi6 el efecto desacoplante de mono y diaminas LiL-
bres con diferentes Longitudes en su cadena hidrocarbonada, -
resultando evidente que es necesario clento grado de hidrogo-
bicidad para poder ejencen su efecto desacoplante, AsL, Las
monoaminas aumentaron su efecto al aumentar La Longitud de su
brazo hidnbéfobo, y Las diaminas fueron menos potentes que Las
monoaminas correspondientes (por tener otro grupo amino que -
Les confiene mayor polaridad],

Para poden Localizarn La actividad desacoplante de estas
aminas, de unieron a sefarosa, y se ensayo nuevamente su efec
to sobre el transpornte de electrones y La sintesis de ATP, --
encontrdndose que ninguna de Las aminas mantuvo su efecto de-
sacoplante con excepcidn de Zaédmina de 12 carbonos, La cual
estimuld significativamente el fLujo electrbnico mientras An-
hibZa La formacibén de ATP. Se probd a su vez esta dodecame--
tiléndiamina sefarosa sobre La bomba de protones, a La cual,
{nhibi6 completamente; indicdndonos un aumento en La permeabi
Lidad de La membrana., Se midid6 asfmismo La actividad de es-
ta diamina de 12 carnbones unida a sefarosa sobre el fLufo de
equivalentes nreductores en PS I y PS I separadamente, produ--
ciéndose una estimulacibn en PS I, mientras se inhibfa PS 11
Ligenamente, En base a Los resuliados presentados y a La dis

cusifn posterndior, es posible concluirn, que Las aminas (al --



menos Las de cadena Lanrga] tienen un s4LZtio ebpecféico de Ln--
teracedibn que se encuentra aproximadamente a 21 A desde La --
parte externa de fLa membrana del tilacodide, el cual es una re
gdb6n especifica del factor de acoplamiento (tal vez La subuni
dad J 1 produciendo en efla una perturbacibn que provoca una

modifdicacién en La permeabilidad de La membrana, haciendo que
esta aumente y esté facilitado el paso para Los protones y --
contra-Liones, disipdndose asi el gradiente electroquimico for
. mado por La bomba de protones, y Lo cual £Levard al desacopla
miento entre fLa sfntesis de ATP y el flujo de equivalentes ne
ductores,



INTRODUCCION



"La vela no ardernia nuevamente y ef ratdn no podria --
nespinan hasta que La ramita de menta hubiera nestaurado el -

aine".

Porn Los mds sencillos experimentos con gases Joseph --
Priestley, ministro inglés, en 1771, fue el primero en encon-
thar que Las plantas podfan hacen nevensibles Los efectos de
combustidn y respinacibn, empezdndose a conocer £a importan--
cia neal de Las plantas verdes en el equilibrnio ecolbgico. --
Sin duda Priestley es consdiderado como el descubridorn ded pro
ces0 que actualmente conocemos como fotosintesds,

Litenalmente fotosfntesdis significa "sintesis con ayu-
da de La Luz"., Esto cubre una gran vardiedad de procesos en -
quimica onrgdnica e Anorgdnica. Sin embargo el término se --
aplica usualmente a una reaccibn en particular -La sintesdds -
de materia ongdnica por Las plantas, en La Luz- un proceso --
LLamado también "asimilacibn del carbono". Esto, es el proce
50 bdsico de La vida -af menos como Lo conocemos sobre La --
tienna. Por medio de €L se crea materia orgdnica a partin de
mateniales Linorgdnicos, nreconstituyendo La reserva de oxfgeno
en La atmésfera y almacenando La enengia de La Luz so0fan para
efectuarn Las actividades vitales de Los organismos,

La utilizacidn de enengia es un proceso estrnictamente
necesario para La elaboracibn de maternia ongdnica en Las plan
tas vendes. Puesto que La célula funciona esencialmente a --
temperatura constante, no puede utilizarn enernglfa calorifica -
para nealizarn este trabajo; por Lo tanto debe obtener y utili
zan La energia a baja temperatura a £La vez que constante, en
un medio acuoso diluddo y dentro de estrechos Limites de con-
centracidn de Lones hidrnbgeno.



Para asegurnarse su enengfa, fLa célula ha perfeccionado
extraondinariamente durante Los Largos perfodos de evolucibn
ongdnica, organelos celulares con mecanismos moleculares que
trhabajan con ghan eficiencia en esas condiciones, Estos orga
nefos son: Las mitocondrias, Lugar donde se LLeva a cabo La -
fosgorilacibn oxdidativa y Los cloroplastos, donde se efectdan
Los procesos fotosintéticos,

La enengfa Luminosa captada por Los cloroplastos es --
trans formada a enengia quimica, La cual se conserva en Las --
moléculas de ATP a través de un enlace de alta energia con un
ghupo fosfgato, La sintesis de estas moléculas de alta ener--
gla es un proceso acoplado al fLujo de electrones producido -
por La Luz, L.e., no puede haber sintesis de ATP 54 no hay -
fLujo de electrones, y este flufo electrdnico tampoco conti--
nuarnd 84 no se forma ATP simultdneamente, A pesarn de La Lim--
portancia del fendmeno y de Los grandes esfuenzos desarrolla-
dos en esa dirneccibn, todavia estamos Lefos de conocer el me-
canismo de acoplamiento, 4i.e., el mecanismo por ef cual un --
flujo de equivalentes reductores puede dar Lugar a La forma--
cibn de moléculas con enlaces de alto contenido energético --
como Lo es el ATP, habiéndose convertido en uno de Los rnetos
mds atrayentes de La bioquimica modenna,

Una de Las formas de abordar este problema, es estu---
déarn el proceso inverso, 4i.e., el mecanismo de desacoplamien-
to, Lo cual, se Logra empleando sustancias como aminas alifd-
ticas, atebrina, cloropromazina, gramicidina S, octilguaniddi-
na, nigericina, FCCP, CCCP, fiofosfato y otras, Las cuales --
ocasionan La anulacibén de La fotofosfornilacibn, sin inhibir-
e el transponrte de electrones, EL trhansponte de electrones
Liberado de La nestrniccibn impuesta por el mecanismo de aco--
plamiento se acelera grandemente, al mismo tiempo que La sin-



tesis de ATP decae. Las sustancias que producen estos efec--
tos neciben el nombre de desacoplantes,

Las aminas tanto alifdticas como aromdiicas se han usa
deo extensamente para estudiarn este mecanismo, habiéndose ne-
portado sus efectos como desacoplantes chdsicos (1,2,3),

EL comporntamiento mds o menos aceptado de estas aminas
es el de transpontadon mévil, L.e., se propone que Las molé--
culas de amina son capaces de solubilizarnse en La membrana --
def tilacoide, protonarse en el espacio internion de esta vesi
cula, entonces moverse hacia el exterior de dicha membrana y
perder su Lon hidrnbgeno en el medio externo cornespondiente -
al estroma del cloroplasto (4]. La continua entrada y salida
de esta molLécula causarnd una pérdida neta de iones hidnbgeno
al externiorn de La membrana y asi permitind un fLujo de elec-
trnones mds ndpido s4in fosforilacibn,

Sin embargo, Los conocimientos moleculares so0bre La in
teraceibn de Las aminas con Los discos tilacodides, distan mu-
cho adn de ser medianos; esto tal vez es debido a que estasp-~
aminas sdiempre que se han ensayado, se han aiiadido al medio -
en forma Libre, L,e,, s4n tener Limitada su movilidad, por Lo
que no se puede sabern 54 estdn actuando por La parte externa
de £a membrana, embebidas en efla, interaccionando en su par-
te intenna o so0lubilizadas en La fase acuosa de su interion,

AsL, el objetivo fundamental del presente trabajo es -
Localizarn el sitio de interaccibn de Las aminas en La membra-
na def tilacoide, y en base a esto, discutin su posible meca-
nismo de accibn en La fotofosfornilacibn,

Sabiendo que el factor de acoplamiento es un elemento
clave en La conexidn del transporte de electrones y de La sin



tesdis de ATP, y conocdendo ademds que este CF] se encuentra -

hacia La superficie de La membrana es de esperarse que La ac-

cibn de Las moléculas desacoplantes, esté estrechamente rela-

cionada con dicho factorn, AsL, es importante, el probar ami-

nas que tengan restringida su movilidad y a Las cuales Las po
damos controlan su distancia de Linteraccibn dentro de La mem-

brana, por medio de La Longitud de su brazo hidrocarbonado, y

asf, tratan de Localizarn el sitio especifico en el cual dichas
aminas actdan para efectuar su actividad desacoplante.

Lo anternion se pretende Logran, uniendo diaminas de --
difernentes Longitudes a sefarosa [NHZ(CHZInNHZ, donde n = 2,
4
cornrespondientes (ya que uno de £Los grupos amino estd Linvolu-

o 6,8, 10, 12] , con Lo cual nos quedardn Las monoaminas --
crado en La unibn con La sefarosal, Estas aminas unidas a --
sefarosa sendn aiadidas como reactivo a La mezcla de neaccdbn
y Zendrndn definitivamente nestringida su movifidad, ya que no
podrndn actuar dentro de La membrana a mayor distancia de Lo -
que Longitud de su brazo Les peamita, pudiendo Localizar de -
esta manena, mds o menos con exactiiud su s4tio de acceddn como

desacoplantes,



GENERALIDADES



Para comprender todos Los procesos gotosintéticos que
se LLevan a cabo en Los cloroplastos, es necesardio conocern --
mds a §ondo La mornfologla y estructura molecular de Los mis--
mos, para Lo cual se nevisardn brevemente algunos aspectos --
conformacionales, asf como funcionales de Las membranas Linvo-
Lucradas en Las fotornreacciones,

I. MORFOLOGIA DEL CLOROPLASTO

EL tamaiio y La forma del cloroplasto varfan de un tipo
de planta a otro y en ocasiones de célufa a céluba. Mide --
aproximadamente 5/¢ y puede tenen foama tanto ovalfada como es
g§enica (5].

La estructura de Los cﬂohop[aétoA.eA comparable a La -
de Las mitocondrnias. Tienen una doble membrana externa muy
frdgil LLamada envolfitura, que sirve de barnera de permeabili-
dad entre el citoplasma y el estroma del cloroplasto (fig. --
1A y 1B] y una membrana interna, que es continua pero estd --
pLegada de modo muy complejo, La membrana interna estd gforma
da de mdltiples vesfculas aplanadas, LLamadas discos Lilacoi-
des, que usualmente estdn apifadas transvensalmente por el --
cloroplasto, Estas hacinas neciben el nombre de grana (vern
§4g. 1A y 1B). Estos grana estdn Linternconectados por el 5458-
tema Lamelanrn del estroma, entendiéndose por estroma, La ma---
thniz proteindcea donde se encuentran Las enzimas del ciclo de
Calvin, delimitada por La doble membrana del tifacoide, La --
cual, contiene en adicidén al sistema Lamelar Linterno del clo-
noplasto un ciernto ndmero de estructuras particulanres, vLs4L--
bles al microscopio electrnbnico, Las cuales Lincluyen riboso--
mas y hebras de DNA, Se sabe ahora que ambos componentes fue
gan un papel Limportante en La autonnegulaciln y rneplicacibdn -
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Fig. 1A. Dibujo esquem&tico mostrando la disposi
cién de las membranas en los discos tilacoides.

Fig. 1B, Fig, 1C.
Cloroplastos clase I Cloroplastos clase II
(con doble membr (sin membrana externa)
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del cloroplasto (6]. A menudo se encuentran granos de afmi--
dén y grasa entre Las Lamelas def cloroplasto,

Los grana contienen esencialmente todos Los pigmentos
fotosintéticos del cloroplasto, y también Las enzimas necesa
nias para Las nreacciones primarias dependientes de La Luz. -
Las membranas tilacoides son Los sitios de La estructura don
de se¢ hatlan Los sistemas desitinados a La captura de fLa Luz.

EL sistema Lamelar de La membrana interna puede sern L4
berado del estroma al romper La membrana externa, rindiendo
toda una gama de particulas que va desde discos tilacoides -
aislados a grana completos, que pueden hecuperarse por centrdl
fugacibn diferencial -cloroplastos clase II., (ver §4ig. IC].

Dada La imporntancia de Las funciones biollgicas crniiti-
cas que nesiden en La membrana, y para conocer Los mecanismos
moLeculares, mediante Los cuales se efectdan, es preciso ante
todo, conocen La estructura de Las membranas biolbgicas., Asi,
se han de aclarar tanto Los principios genenales como Los de-
talles de La ongandizacibn de Las protelnas, Lipidos, hidratos
de canbono y de Los constituyentes nestantes de La membrana.

Esta estructura se ha tratado de visualizar mediante -
difernentes modelos, de Los cuales, el mds aceptado en La ac--
tualidad es el "modelLo def mosaico fluido" (7) (f4g. 2]. En
este modelo, Los fosfolipidos forman una doble capa disconti-
nua, con sus cadenas hidrofébicas orientadas hacia el Lnterior
y Las cabezas polares hacia el externdion, de Lgual manera que
como fue postulado por Davson y Danielli en 1935 (8], donde -
Las protelnas de conéoamacidn/g , hoja plegada y forma §Libri-
Lan formaban una capa continua adherida a Las caras hidrofili
cas de Las bicapas de Lipidos. A diferencia, en el nuevo mo-
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Fig. 2A. Bsquema del modelo membranal del "mo
saico fluido". No se muestran los fosfolipi--
dos asociados de manera especial con las pro-
tefnas. (P) protefnas; (L) lipidos; (- y+ ) -
representan los residuos iénicos de la super-
ficie. Tampoco estdn representados los carbo-
hidratos.

Fig. 2B. Esquema tridimensional del "modelo -
del mosaico fluido". Los cuerpos sbélidos re--
presentan a las proteinas globulares integra-
les que se encuentran distribuidas al azar --
dentro de la bicapa lipidica.




defo de Singern, fLas protedlias se pueden encontrarn fanto en el
extenion -como en el modelo de Danielli-, LLamdndose perifé--
nicas, como parte de ellas sumerngidas dentro de La bicapa y -
parnte en el extenion, denomindndose integrales. Algunas otras
proteinas se encuentran atravesando La membrana de Lado a La
do y estdn ancladas a ella por una sernie de aminodcedidos apola
nes que se fifan a La parte hidrofbbica de La bicapa, conte--
niendo algunos otros aminodceidos del Zipo polar hacia Los ex-
themos. Las proteinas en este modelo son de naturaleza anfdi-
pdtica con predominancia en £La conformacibn de eX-hélice.

En condiciones fisiolbgicas, Los Lipidos que constifu-
yen a La membrana, se encuentran en estado Liquido, por Lo --
que el mosaico presenta fluidez, pudiéndose visualizar a Las
proteinas como i~ceberngs fLotando Libremente en un océano L4i-
pfdico, Esta inferencia de movifidad de Las protelnas en La
membrana, representa una gran diferencia con ef modefo de --
Davson y Danielli, en el que La membrana era una estructura -

nigida.

Si tomamos en cuenta Las restriccelones existentes para
plantear un modelo de membrana, Zendremos que acepiar que es
necesario para tenen una estructura Lo mds estable posible, -
el que Las interacciones hidrofébicas e hidrofilicas estén ma
ximizadas en La membrana, ademds de encontrarse en el estado
de enengfa Libre mds bajo en el medio ambiente acuoso que £as
nodea, Para esto es necesario que Los nesiduos de aminoded--
dos no polanes de Las proteinas, junto con Las cadenas de Los
deidos gnasos de Los fosfolipidos, estén secuestrados -en el
mdximo grado posible- def contacto con el agua, mientras que
Los grupos polares y Lbnicos de Las protefnas, conjuntamente
con Los de Los Lipidos y oligosacdridos, deben estarn en con--

tacto con el s0lvente acuoso, Como mencione con anteriorddad,



est0s nequenimientos significan nestricciones a Los modelos
de estructura de membrana; en panticular, hacen parecer muy -
poco probable el cldsico modelo de arrneglo trilaminar, con La
bicapa continua de LIpidos cubienta a ambos Lados por una mo-
nocapa de protefnas. Este modelo es termodindmicamente ines-
table, ya que no solamente estan Los nesiduos de aminodcidos
no polares expuestos al agua, s4ino que Los grupos polares y -
i6nicos de Los fosfolipidos estdn obstaculizados por una ca--
pa de protefnas del contacto del agua, Por Lo tanto ni Las -
intenacciones hidrogbbicas ni hidrofilicas estdn maximizadas
en el modelo clésico,

EL "modelo def mosaico fLuido" es el dnico modelo mem-
branal descnito hasta La fecha que es consistente tanto con -
Las propiedades fisicas y estructurnales de Las membranas, co-
mo con Las rnesinicciones termodindmicas existentes en €sftas.

II. CICLO DE CALVIN

La fotosintesis consta de dos fases: una oscura y una
Luminosa. La fase oscura se efectda en el espacio marginado
por La doble membrana (descrnito ya como estroma y cuyas carac
tenisticas genenales se han apuntado con anteniorddad] y com
prende La asimilacién del bib6xido de carnbono para La forma--
cibn final de hexosas en el ciclo de Calvin (f4g. 3) (9].

EL aceptorn primarnio del bibxido de carbono es La ribu-
Losa-1,5-difosfato, dando Lugar a La formacibn de un deido de
6 canbonos, el cual porn una hidrn6lisis y subsecuente dismuta-
cibn -oxidacién de un grupo carbonilo a carboxilo y reduccdbn
de otno a alcohol- da Lugarn a dos moléculas de dedido 3-4§0s40-
glicénico, La enzima que fLLeva a cabo esta neaccibn combina-
da es La carnboxidismutasa o nibulosa-1,5-difosfato carboxila-

sa.,
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La reduccibn def grupo carboxilo del dcido 3-fosfogldi
cénico a atdehido se supone que estd dada por el equivalente
neductorn sintetizado en La Luz, NADPH, pero tomando en cuen-
ta que el potenciaf de NADPH Eo = -0.35 V, no es Lo suficdien
temente negatév0>paka neducin un grupo carboxilo con un E0 =
-0.5 V, se ha sugenido que esta neduccibn puede ser posible -
54 estd acoplada con La hidn6Lisis de una molécula de ATP que
Libene enengfa. Asf, el deido 3-fosfoglicérico se fosfornika
en el siguiente paso a deido 1,3-difosfoglicérnico., Este ae-
timo es un fosfato de alta enengla, ya que el segundo radicak
gosfato estd unido a un grupo carboxilo, Esta neaccdibn es -
catalizada porn una cinasa. Ahora el dcido 1,3-difosfoglicé--
nico puede sern neducido por NADPH s4i el grupo fosfato de alia
enengfa es simultdneamente escindido, EL producto de esta --
neducceibn da Lugan al 3-fosfoglicenaldehido, por medio de una
deshidrogenasa,

En este punto estamos ya a nivel de carbohidratos, s4
considenamos el 3-fosfogliceraldehido como tal. Su Zransfonrn’
macibn en otnos carbohidratos mayonres como pentosas -ribulo-
sa, nibosa- o hexosas -glucosa o fructosa-, puede ocurrin por
convernsiones enzimdticas sin nequerimiento adicional de ener-
gfa ya que todos tienen el mismo nivel de reduceibn; aunque -
se sabe que se nequiere otra moléfula de ATP para fa convern--
546n de nibulosa monofosgato o nibulosa difosfato.

EL gliceraldehido-3-fosfato sufre una Lsomerdzacddn --
parncial -con La ayuda de una {somerasa- en dihidroxdiacetona -
§osfato, Una molLécula de gliceraldehido-3-fosfato y otra de
dihidrnoxiacetona fosfato se combinan -bajo La accibn de una -
aldolasa- para formarn una molfécula de fructosa-1,é-difosfato.
Esta molécula piernde un grupo fosgato -por accdbn de una $04-~
fatasa- formando fructosa-6-monofosgato, La cual con ayuda de



una Lsomerasa, dufre una Lsomendzacdbn parcial a glucosa-6-
f§osfato. Una vez que Los monofosgatos de glucosa y fructosa
se han formado, se pueden formarn carbohidratos de peso mole-
culan més elevado como sacarosa o almidén.

Después de este punto, La senie de nreacciones siguden-
tes para completarn ef ciclo, Zienen porn objeto el regeneran -
La nibulosa-1,5-difosfato, AsL, La fructosa-6-f0sfato forma-
da se combina con una molécula de gliceraldehido-3-fosfato --
para dar (con ayuda de una transacetolasa) una molécula de --
xilulosa-5-fosfato y otra de eritrosa-4-fosfato; é€sta dltima
se une a su vez a thavés de una aldolasa con una molécula de
dihidroxiacetona-§0sfato para darn una molécula de sedoheptu--
Losa-1,7-difosfato, La cual por accidn de una §osfatasa pier-
de un grupo §osfato para quedar convertida en sedoheptulosa-7-
fosfato., Esta sedoheptulosa-7-fosfato, puede combinarse ahora
con una molécula de gliceraldehido-3-fosfato para rendir por -
La accibn de otra transacetolasa, una molLécula de rnibosa-5-§04
fato y otra de xilulosa-5-fosfato. Estos dos dLtimos produc-
tos, el primeno por La accibn de una i{somerasa, y el segundo
por La de una epimerasa, van a hendirn ribulosa-5-fosfato, La
cual, finalmente a través de una fosfornibulocinasa va a pro-
ducin La nibulosa-1,5-difosfato, necesaria para empezar othra
vuelta del ciclo.

Después de que el ciclo ha dado seis vueltas, se han
consumido 12 moléculas de NADPH y 18 moléculas de ATP para --
dar Lugarn a una molécula de hexosa a partin de La Lncorpora--
cibn de 6 moléculas de COZ’ EL nesto ha servido para regene-
ran La nibulosa-1,5-digosfato.

Los equivalentes nreductores (NADPH] y La energia (ATP]
consumida durante el ciclo de Calvin son metabolitos que se -
producen durante La fase Luminosa de La fotosintesds.



II1TI. EVENTOS PRIMARIOS DE LA FOTOSINTESIS EN LA LUZ

Toda La senie de reacciones que pentenecen a La fase -
Luminosa, como son: absorcién de La energla radiante; trans-
fenencia de esta enengla; separacién de cargas; transporte de
electrnones: evolucidén de oxfgeno: sfntesis de ATP y reduc--
cibn dek NADP+, se efectdan completamente en £La membrana del
tilacoide (ven §4g. 1). En este Lugarn se encuentra La cadena
transpontadora de electrones, a través de La cual fLuyen Los
electrones provenientes de La oxddacibn del agua y que serdn
captados pon ek dltimo acepton, NADP', para dan NADPH, EL -
ATP es s4intetizado en un proceso acoplado a este flujo elec--
tnbnico gotoinducido,

;C6mo se produce este flujo de electrones?, Para con-
testan esta pregunta, es necesardio hablar de Los eventos pri-
manios en La absoncidén de La Luz por Las plantas venrdes.

A, Absorcibén de La Luz,

La fusién termonuclear en el s50& produce un continuo -
espectro de nadiacién, desde el ultravioleta, pasando por el
visible hasta el infrarnnojo, Este es el espectro clésico de
un cuerpo caliente que ftiene una Zemperatura en su superfi--
cie de 6000° C, Esta radiacibn es absonbida porn Los pigmen--
tos de Las plantas, Cuando La Luz es absorbida por La mate--
nia, cada quantum es tomado por un dtomo Lndividual o molécu-
La y La enerngfa total delf quantum es thansmifida a €L, EL --
dtomo o molécula que absonbid el quantum se "excita", L.e,, -
cambia de su estado normal de baja enerngla -mdxima estabili--
dad- a un estado excitado nico en energia (f4ig, 4). De acuer
do a La teonfa de La estructura atémica y molLecular de Bohx,
un dtomo o molécula puede existin dnicamente en una serndie de
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estados discrnetos de enerngla electrbnica,

SolLamente La Luz absorbida puede excitar a Las molécu-
Las, porn esto examinaremos Los pigmentos caracterisiticos de
Las cllulas fotosintéticas que absorben La Luz,

a, Pigmento fotosintéticos

Los pigmentos fotosintéticos pueden sen clasificados
en 3 grupos principales; clorogilas, carotenoides y ficobili
nas (ven tabla I), La funcibn de estos pigmentos es suminds
tran a La planta un sistema eficiente de absorcidn de Luz a
través del espectrno visdible, Esta enengia es entonces thans
fernida a Los centrnos de nreaccibn donde es utilizada para Las
reaccliones fotoquimicas, EL confunto de pigmentos involuchra
dos en La absorncién de Luz (y trhansferencia de enerngia) se -
conocen como pigmentos cosechadores de La Ruz,

L, Clornogilas

Hay dos clases de clornofilas en plantas superniores Yy
algas vendes: clornofila a y clorofila b, (ver §4ig, 4 bis).

La clorogila a, es el pigmento mds numernoso y estd --
presente en todos Los onrganismos fotosintéticos que producen
oxfgeno molecular, Se han postulado varias formas de cloro--
clo a

f<La a: clo a clo Apgor clo Apgso clo Qpggr

660’ 670’
clo @700-720° EL subfndice indica La mdxima absorcibn del --
nofo respectivamente (10}, Las gformas de clo a de corta Lon-

gitud de onda son fLluonrescentes y estdn predominantemente en
PS IT. Las formas de Longitud de onda Larga, son débilmente
§Luonescentes y estdn presentes predominantemente en PS 1T,

La ctorogila b, estd presente en todas Las plantas supe
niones y algas vendes, Su absorcidn en el nofo ocurre a --
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650 nm. Se piensa que existen dos formas: clo b640 y clo --
6650' La mayorn proporcibn de clorofila b estd presente en -
PS II.

ii. Canotenoides

Son Los pigmentos naranja y amariflo encontrados en -
casi todos Los onganismos fotosintéticos. Hay dos clases de
carotenoides: a, Carotenos, de Los cuales el/ﬁ -canoteno -
es el (ven §ig. 4 bis) mds comdn, son hidrocarburos, absor--
ben Luz azuf. b. Canotenoles, son alcoholes y son comunmen
te £Lamados xantofilas., Es aceptado generalmente, que La --
mayorfa de Los carotenos esidn presentes en PS I y xanto f4i--
Las en PS II.

LiL. Filecobilinas

Estdn presentes en algas nojas y azul-verdes, son te-
trapinnoles de cadena abienta., Hay dos clases de §icobili--
nas: a. Ficocianinas, Las cuales predominan en algas azul-
verdes y absorben a 630 nm, b. Ficoeritrinas, predominan en
algas rnojas y absorben por 540 nm, Las ficobilinas estdn aso
ciadas principalmente con PS II, perno también estdn presentes
en PS 1. En La §4g. 5 se puede ver un modefo de La composi--
cibn de Los dos sistemas pigmentarnios en plantas vendes.

B, Thransferencia de Enengia

Una vez que Los pigmentos han captado La energia ra--
diante en forma de fotén, Esta enengla se transmite a trhaviés
de todos Los pigmentos hasta LLegar af centro de nreaccdibn, -
donde es conventida en energia quimica, La transferencia de
enengia puede sen de dos tipos,
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Fig. 5. Hipbétesis de la distribucién aproxima
da de los diferentes pigmentos en los dos fo-
tosistemas pigmentarios en plantas verdes. El
simbolo F seguido por los nimeros se refiere
a las bandas de emisién de la fluorescnecia -
correspondientes. Las condiciones en las cua-
les se observaron estas bandas, estdn enlista
das entre paréntesis. Los nimeros que siguen
a la clorofila representan la absorcién méxi-
ma aproximada en la porcidén roja del espectro.
Como se muestra en la fig. 8, se asume que el
PS I estd localizado en la parte externa de -
la membrana del tilacoide, y el PS II en el -
lado interno, de tal manera que la transferen
cia de energia de excitacibén entre los dos fo
tosistemas es posible.




a, Thransferencia hetenogénea

La transferencia heterogénea involucra, fLa transfenen
cia de La energfa de excitacibn entre pigmentos de diferente
clase -La energia absonbida porn pigmentos de diferente clase
a La clorofila, es siempre transferida a €sta dltimal].

Se sabe que 54 una mofécula absorbe a una determinada
Longitud de onda, fLuonresce a una Longitud de onda mayor, --
AsL, La transferencia de enengfa heterogénea consiste en La -
yuxtaposicibén de La banda de fLuorescencia del donador y La -
banda de absorcién def aceptorn, representada en La §4g9. 6.

b, Transferencia homogénea

La transferencia de energfa de manera homogénea impli-
ca el proceso de migracibn de La enerngla de excitacibn a tra-
vés de moléculas de La misma clase. En este caso La energla
absonbida puede migrar de una molécula a otra como energia de
excitacibn, 4L.e., puede LLevanse a cabo por el proceso de mi-
gracibn de excitones, Un excitén consiste de un elfecitnén "ex
citado" y una carga posditiva o un hoyo -dejado por La transfe
nencia del electrnén al estado excitado. Este parn se moveria
conjuntamente de una mofécula a otra. EL proceso de migracibn
del excitén no implica separacibn de cargas,

c. Separacibn de cargas

Una vez que La enerngfa alcanza el centrno de reaccdibn o
-presumiblemente un dimeno de clonofila Fong(12] ornganizado
de manera especial, con Las clonofilas unidas a través de --
puentes de hidrégeno del agua (13]- es conventida en energfa
quimica, con La produccién de un equivalente oxidante y oitnro
neductorn., Primeno el centro de neaccién alcanza el estado de
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Homogéinea (S y A son iguales)

Fluorescencia
de S

Absorcidn
de S y de A

Heterogénea (S y A son diferentes)

Fig. 6C. Yuxtaposicién entre la banda de fluo
rescencia ce un donador y la banda de absor--
cién de un aceptor, del cual depende la efi--
ciencia de la transferencia de energia "baja".
La yuxtaposicién se muestra por el Adrea som--
breada. Es mayor cuando el donador y el acep-
tor son diferentes (transferencia heterogénea,
en las curvas inferiores) que cuando son igua
les (transferencia homogénea, en las curvas -
superiores).




singulete excitado. TInmediatamente después de este evento,
el acepton primarnio de electrones se neduce y el centro de -
neaccibn se encuentra oxidado, el cual posteriormente nrecibe
un electrnbn del donadorn primanio de electrones. AsL, el cen
tho de neaccidén vuelve a su estado oniginal, perno el donadon
primanio de electrones y el aceptor estdn oxidado y rneducddo
nespectivamente (ver §4g, 71].

TV, EVENTOS SECUNDARIOS DE LA FOTOSINTESIS EN LA LUZ

Una vez que se ha nealizado La separacibn de canrgas,
i.e., que La enengfa de oxido-reduccdibn o eléctrica, suceden
Los eventos secundarnios, como es el transpornte de electrones
desde el agua al NADPT .

A. Transponte de Efectrnones a Traves de La Cadena -
Fotosintética

De acuendo al modelo propuesto porn HiLf y Bendall --
(14), La fotonneaccibn 11 oxida al agua para Liberar oxifge-
no, y neduce a Q, mientras que La fotorreaccibén I reduce un
acepton electrnénico de bajo potencial (X] y oxdda a P700. -
Recientemente se ha sugenido que Q puede sen equivalente --
a un componente que produce un cambio de absorbancia a ---
500 nm, descrito como C550 (15], y similarmente X, a un com
ponente descrnito como P430 (16]. P700 oxidado es reduecido
pon ek componente'o reducido, via Las nreacciones exengbnicas
del trnansponte de electrones, que estdn acopladas a La foto-
fosfornilacibn no ciclica del ADP. Se chee que Los acarrea-
dones que catalizan el transponte de electrones son Cit b559
-bajo potenciak, PQ, Cit § y PC, en ese ornden (27). BBhme
y Cramen (18) demostraron que hay un sitio de fosforilacibn
entne PQ y Cit §. EL acepton electrnbnico de bajo potencial
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(X] para PS I, puede reducir el NADP+, via FRS -sustancia re-
ductorna de La fenrnedoxina- y ferredoxina, entrando el NADPH

al ciclo de fijacién del carbono, o puede negresarn su electrbn
de X~ a un acanneador intemmediario -probablemente via Cit

bé. En el dltimo caso, el transporte de electrones thaza un
cincudito cennado, utilizando solo PS I, el cual se conoce co-
mo trhansponrte de ekctrones ciclio y a La formacibn de ATP ---

acompaiiante se Le ha LLamado fotofosforilacibn clelica (19].
a. Componentes de La cadena de transporte efectrbnico.

Es imporntante para comprender mejor como se efectda el
trnansponte de electrones descrhito, asf como Los procesos aso-
ciados que se descrnibindn posternionrmente, el conocer un poco
mds detalladamente cada uno de Los componentes de £a cadena -
a trnaves de La cual gLuyen Los equivalentes neductores, asi,
como su Localizacibn espacial en La membrana def tilacoide.

i, NADPY.

Es el aceptor electrndnico final en el proceso de trans
porte electrbnico fotosintético, La especificidad para NADP?
mds que para NAD® estd dada por La 6ennedoxin—NADP+—keductaAa,
La cual se ha demostrado es especifica para NADP+, aunque en
algunas condiciones (20]) (NAD® puede servin como un aceptor -
final eficiente.

ii, Fd-NADP'-neductasa

Es una flavoproteina que contiene FAD'. La enzima es -
espectfica para sus donadores electrbénicos -Fd o NADPH- perno
no eaheciﬂéca para sus aceptones, que pueden sen colorantes -
!5enn£cidnuna; DETLP~ it f, WPC, NADP? y Fd. Las principales
evidencias de La posicibn de Fd-NADP' -neductasa mencionada -
en La f4g. &, son: a, Su requernimiento para La reduccibn de
NADP® (21). b. La velocidad de su fotorneduccibn por cloro--
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Fig. 8. Esquema Z para el flujo de electrones en la fotosintesis. Las
dos flechas, gruesas, negras, horizontales, representan las dos reac-
ciones luminosas; todas las otras son reacciones en la oscuridad. E1
flujo de electrones desde el agua hasta el NADP*se designa como flujo
electrénico "no cfclico", y desde el aceptor primario del sistema pig
mentario I -PS I- a los intermediarios entre los fotosistemas -plasto
quinona o plastocianina- como "ciclico I". Un flujo cfclico similar =
de electrones involucrando solamente el sistema pigmentario II =-PS II-
puede existir también y podria designarse como "ciclico II".




plastos aislados, es Linealmente dependiente de La cantidad
de Fd neducida pon el NADPT en preparaciones de cloroplastos
es completamente inhibida porn La adicién de un anticuerpo --
contra La f§Lavoprotelna (22). ULtimamente se ha visto que La
enzima f§orma un complejo 1:1 con La Fd (23],

iiL, Fennedoxina ~Fd- (24]

Es una protefna con hierro y azufre con un bajo poten
cial nedox -E; = - 0,42 V- Las evidencias de su funcionamien
to en La posicibn indicada son: a. Se nequiere su adicdilbn
para La neduccibn del NADP+, en clonoplastos a Los que se Les
ha quitado. b, Es neducida en clLonoplastos a Los que se Le
ha extraido La Fd-NADP®-neductasa Yy funciona también en pre--
sencia de un exceso de anticuerpos contra La Fd-NADP -neduc--
tasa, el cual inhibe completamente fLa neduccibn del NADPT,

iv. Sustancia neductona de La fennedoxina -FRS (25].

Hay mdltiples evidencias indinectas de La existencia -
de una sustancia de bajo potencial, alrededor de - 0,55 V. --
entrne PS T y Fd. CRoroplastos extraidos de FRS muestran una
capacidad disminufda para reducin NADP® en presencia de Gpti-
mas cantidades de Fd y de La reductasa (26]). La adicibn de -
FRS nestaura esta actividad, La actividad de un anticuerpo -
que neacciona entre PS I y Fd puede sen preneutralizada, reac
ciondndolo con preparaciones purificadas de FRS (27],

Vi R7005 (628 )3

Estd constituido por un grupo de moléculas de clorof4
La situadas en un medio ambiente especial (12) y el cual es
nesponsable def cambio del pico de absorcién a 700 nm. Cons
tituye cenca del 0,25 % de La clonofila total de Las hojas de



plantas supeniores y se detecta por La disminucién de La ab--
sonbancia a 700 nm af oxidanse., Tiene un potencial redox --
Eé =+ 0.43 V, es oxddado por La Luz que afecta a PS I y redu
cido pon La Luz que afecta a PS II, La fotooxidacibn se efec
tda adn a La temperatura del nitrbgeno LLquido (- 189° C). --
Cuando se excita por un fLash muy Lntenso de corta duracibn,
es La neaccibn mds rdpida observable en PS I, Por Lo tanto -
se asume generalmente que ocupa La posicién de donador elec--
trhénico primario para PS 1.

vi. Plastocianina -PC (29],

Es una protefna con cobre, EsTA presente en una con-
centracién de cenca de 0.2 % de La clorofila total, ftiene un
potencial rnedox Eé =+ 0.37 V y es fdcilmente fotoreducida -
por clornoplastos aislados., Su sitio de accibn nepresenta Lo
davfa una controvensia, La mayornia de Los Lnvestigadores La
colocan en La posicién indicada en La f§4ig, 8, Esto estd ba-
sado en mutantes especificos carentes de PC, Los cuales no ~
pueden fotooxidar ak cit §, pero 44 fotoreducinfo, restaunrdn
dose esta actividad al aniadin PC exbgena. Sin embargo Knafg
-no publicado- ha demostrado que en este sistema La fotore--
duceibn de cit § se acelera al aiadirn PC. Estos datos son -
dificiles de concilian con el esquema propuesto, pero se --
siente que en general Las evdidencias apoyan La posicibn inddL
cada,

Wil nCLE Y

Tiene un potencial redox Eé = + 0.365 y estd en una -
concentrhacibn de 0.25 % de La clorofila total. Fue el pri--
men componente que se fLocalizé clLaramente entre Los dos goio
sistemas (301, Su Localizacdibn precisa estd dada por Los da
tos descnitos en La Localizacdibn de PC, y Lo sitdan precedifn



doka, Estudios con inhibidores indican que estd Localizado -
mds alla del sitio de accibn de DCMU y DBMIB (18],

vidL, PRastoquinona -PQ,

Su posicidn entrne Los dos fotosdisiemas se ha determd-
nado af observarse que se oxida af LLuminarn con Luz que agec
ta al PS I y se neduce al <iluminar con Luz que afecta a PS II.
Es el dnico componente presente en cantidad suficiente -5 a
10 % de fLa clonrogila total- para aceptar el gran charco de --
aceptores electrnbnicos cinéticamente obsernvado entre Los goto
sdistemas y cenca def PS I1. Su Localizacilbn exacta esid basa
da principalmente en Los datos de B8hme y Cramen (31)] quienes
mostraron que DBMIB, un andlogo de La PQ 4inhibe La oxidacibn
de cit b559 pon PS I, pero no su reduccibén por PS II,

Lx. O0trnos citocrnomos.

Se han descrito otrhos trnes citocnomos en el transporte
de electrones fotosintético, pero su posicién no estd clara--
mente definida adn (32), Estos son: cit b559 en sus dos for
mas de altos y bajo potencial -Eé =+ 0,37 y Eé =+ 0,06 V -~
rnespectivamente, Notablemente La adicién de FCCP conviente -
al natunalmente mds abundante cit de alto potencial en el de
bajo. Cuando estd en su forma de bajo potencial se comporta
como &4 estuviera colocado entre Los dos fotosistemas en La -
posicibn indicada en La f§4ig. &, pero en su estado natural su
posicibn es Aincienta -podria estarn formando un ciclo alrede--
dorn de PS IT.

EL cit b563 es el citocromo de potencial mds bajo en -
el matenial fotosintético -Eé = - 0,18 V. Su funcibn es Lin---
clenta y se piensa que pueda estar involucrado en el fLujo --
electrnbnico cielico alrededorn de PS I.



Se han asociado cambios en La fLuorescencia de La clo-
rnofila con el estado de oxidacibn o neduccibén del aceptor pri
marnio de Lectrones de PS II, LLamado Q con Eé =-0.035 V., Se
neduce por excitacién de PS IT y se oxida por excdtacibn de -
PS I, Su oxddacidn pero no su reduccibn es Lnhibida por DCMU.
Evidencias necientes indican una posible identidad entrne Q y
un compuesto C550’ el cual, muestra un cambio de absorcidn a
550 nm (33].

b, Evolucién del oxigeno.

La evolucibn del oxigeno no estd adn muy bien aclarada.
Un componente Z desconocido es el donador primario de electro
nes. 1 estd undido con La oxidacién def agua a traves de uno
0 varios pasos, La naturaleza de 7 y de Los otrnos componen--
tes involucrados no se conoce. Se sabe que Los Lones Mn2+, -
NaHCO% y CL™ estdn de alguna manera relacionados con La pro--
duccibn de oxigeno molecularn proveniente de La oxidacibn del
agua., También estd implicada una protefna -enzima-, pero no

ha podido sen aislada ni purnificada,

En La actualidad se sabe que La negeneracibn de clonro-
fila P,e, neutral -sistema oxidante def agua-

+ +
HyO# Pogo -2 Pggp ? Vg

no ocurre por un proceso de un quantum, Cuatro quanta son -
4

- - s +
converntidos a cuatno equivalentes oxidantes S °, Los cuakles
son acumulados, hasta que actdan sobre dos moléculas de agua,

4

24,0 + Y ——>  so + 0, + 4’

Kok y col. (34) mostraron que se acumulan cuatro hreacciones



f§otoquimicas consecufivas:

hY o+ hY +2 hyY g*3 hY +4

So S

st o+ 0, +4e 2H,0

¢c. Localizacibn de Los componentes de La cadena de --
trhansponte electrnbnico.

Como se mencioné antenionmente es de gran importancia
conocen La Localizacibn espacial de Los componentes trhanspon-
tadones de electrones en La membrana def tilacoide -L.e., fa
geometnia de La membrana- para poder discutin posteriormente
Los mecanismos porn Los cuales se sintetiza ATP.

EL hecho de que aceptores electrnbnicos tanto polares
—FeﬁCN]s—, NADP+, MV- como Lipofilicos -quinonas- pueden sen
fdcilmente neducidas por el sistema Lamelan aislado sugiene
que Los aceptones de PS I son reducidos en el fado externo -
de La membrana def tifacoide -fLado del estroma, Esto tiene
mucho sentido §isiol6gico, ya que Las enzimas del ciclo de -
Calvin, Las cuales, consumen NADPH formado en fLa fLuz, esidn -
Localizados en el estroma. Ademds hay fuentes evidencias con
trabajos con anticuerpos, que Lo comprueban. Obviamente un -
anticuenpo contra un componente de £a membrana puede reaccio-
nar con su antigeno sofamente 54 ef componente es accesible -
al anticuerpo, i.e,, estd Localizado en fLa superfdicie de La -
membrana de La vesfcula., Es poco probable que un anticuenpo
grnande e hidrofilico pueda neaccionar con componentes enterra
dos en La membrana, Asi, La neaccién de un aniicuerpo con un
componente de La membrana, dind 54 esid o no en La supenficie



de 6sta, siempre y cuando sea una vesicula cerrada. De esta
manerna se ha Logrado precipifarn cloroplastos con anticuerpos
preparados contra Fd-NADP' -neductasa o contra La fernedoxi--
na, Con anticuernpos preparados contra PS 1 -fragmentos ob-
tenidos con desoxicolato (35]- y PS II, se encontré que Lo
primenos inhibZan La actividad de PS I, mientras que Los se-
gundos no Lo hacfan con La actividad de PS II, Se concluyd
por Lo tanto que ef PS I estd accesible en el sdistema Lamelan
y se tom6 su nesultado como prueba para el modelo binario de
Annzten, Dilley y Crane (36) para La estructura de La membhra-
na del tilacoide, ef cual, visualiza Las particulas de PS I -
Localizadas en La mitad externa de esta membrana tilacodldal,
en La pante supeniorn de Las particulas de PS 11 Localizadas -
en La mitad intenna.

Dilley necientemente neforzé el modelo usando deddo --
p- (diazonium)-bencen sulgénico (DABS] (37] marcado; el com---
puesto no puede penetran La membrana y por Lo tanto marcard -
dnicamente grupos reactivos Localizados en el exterior de La
membrana. Después de marcar con DABS el autor fracciond Las
membranas en parnticulas de PS I y PS IT y obtuvo principalmen
te panticulas de PS I marncadas con DABS,

Witt (38) fue el primeno en producin evdidencias acerca
de La Localizacibn del sitio donador de electrones para PS 11
en La membrana. Encontrn6 que Los centrnos de reaccibn de ambos
fotosistemas producen una separacibn de cargas a través de La
membrana después de ilLuminarnse, con La carga positiva hacia -
el intenion y La canrnga negativa hacia el exteniorn de La mem--
brana -cada fotosistema contribufa con La mitad def campo ekléc
trnico genenado, Esto indica que el sitio donadorn y aceptor -
de PS T debentfan estarn Localizados en diferentes Lados de La
membrana, con el sitio donador dentro o hacia el internior de



La membrana. Estos experimentos se neforzaron con Los resul-
tados obtenidos por Hauska (39] con anticuerpos contra plasito
cianina y Cit §, no obteniéndose aglutinacibn de Los cloro---
plastos, ni inhibicibn de Ras fotorneacciones (transpornte de
electrones y fotofosforilacibn). Hauska probs también dona--
dones antificiales como DCIPH/Asc, PMS, piocianina, y encontré
que Los sulfoderivados de estos, L.e., sulfo DCIPH/Asc, sulfo
PMS y sulfopiocianina, no funcionaban como tafes, a difernencia
de Los primenos, Linternpretdndose esto como indicio de que el -
sitio donadon de PS I no es accesible a compuestos hidrofili-
cos polares, Todos estos datos son dificilfes de nreconciliar
con Los nesultados obtenidos con polilisina, La cual inhibe -
el trnanspornte de electrones aparentemente a nivel de plasto--
cianina., Dilley et ak, usaron DABSsZ, pudiendo marcarn bajo -
cientas condiciones PC, indicando que esta cerca de fLa supen-

ficie.

En cuanto se nefiene a La Localizacibn del sitio acep-
ton electrnbnico de PS II todo parece Lndicar que se encuentra
onientado hacia el extenior de La membrana, 84 tomamos en cuen
ta Las siguientes evidencias: anticuerpos contra clorofila @
y plastoquinona neaccionan con PS IT y PQ resdpectivamente en -
un 50 % aproximddamente, Lo que parece indicar que estdn ha--
cia el externior aunque en pequeiic grado, esto estd apoyado tam
bién por La separacidn de cargas en La membrana, Lgual que en
PS I. También se ha demostrado La accesibilfidad de £>559 al <
neducin al fernicianuro fdcilmente, Reinwal demostrnd (401 que
La bien conocida bomba de protones del cloroplasto se debe af
conjunto de plastoquinonas en La cadena de.-fransporte de elec
thones, Los protones son tomados del exterdiorn durante La re-
duccidn de PQ por PS 11 y en La oxidacibn de La plastohidroqud
nona (PQH,] por PS I, Los protones son Liberados en el interndion.
Esto 4indica que el par PQ/POH, atraviesa La membrana, Tam---
bién se ha observado un requenimiento de LLpofilicidad para -



Los aceptornes electrbnicos arntificiales de PS II, Lo cual nos
indica que el sitio acepton estd sumengido en La regién Lipo-

§ilica de La membrana,

La Localizacibn del sitio donador para PS 11 es La mds
controventida, Existen evidencias de que se encuentra expues
to hacia La pante extenna de La membrana, fLa primera de ellas
estd basada en estudios cdn anticuerpos contra particulas de
PS 11, Los cuales inhib_en La fot6lisis del agua (47]. Se ha
marcado también con el reactivo no penetrante, DABS, obtenién
dose un aumento de cuatrno veces La marca cuando £a membrana -
estd iluminada, Lo cual indica que esta membrana estd sufrdien
do un cambio conformacional inducdido porn La Luz, Lo que provo
ca La exposicibn del sistema de oxidacibn del agua, ya que hno
inhibe el §Lujo a partin de difenifcarbazida como donador, EL
trnatamiento con tripsina también inhibe La oxidacibn def agua,
Sin embango, hay otra senie de evidencias que parecen indicarn
que se encuentra hacia el fLado interno de La membrana, como -
son, La ya discutida separacifn de cargas a través de La mem-
brana, Junge (42] ha suministrado evidencias mds dirnectas de
que La neaccidén de oxidacibén del agua, Libera protones al Ln-

tenion de La membrana,

Tomando en cuenta Las evidencias exdistentes hasta el -
momento, el esquema mds adecuado parece ser el propuesto por
Witt (431, en el cual se describe a Los fotosistemas haciendo
un zigzag en La membrana, con el transporte de efectrones a -
trhavés de €sta, teniendo el sitio aceptorn de fotosistema 1 y
fotosistema 11 hacia afuera y el Lado donadon de ambos foto--
sistemas hacia adentrno (fig. 9.

En Las §igs. 10, 11 y 12 podemos ver el transporte de
electrones propuesto (43) para PS 11, y transpornte elfectrbni
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Fig. 9. Flujo electrénico fotosintético desde
el agua hasta el NADP* en zigzag a través de

la membrana. Se indican también los dos pun--
tos donde se liberan protones hacia el inte--
rior del tilacoide, asf como el sitio de ac--
cién de algunos inhibidores del transporte e-
lectrébnico.
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Fig. 10. Flujo de electrones fotosintético des
de el agua hasta un aceptor (ferricianuro), en
una reduccién de fotosistema II via una lanza-
dera de fenilendiamina.
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Fig. 11. Flujo de electrones fotosintético en
una fotorreduccién a expensas de un donador e
lectrénico (ascorbato), via lanzadera de un -
dodador -el cual puede ser DCIP-, liberando -

protones al interior al oxidarse.
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Fig. 12. Esquemas de tres diferentes caminos

del flujo de electrones ciclico alrededor de

fotosistema I. Se indican tanto el sitio nati
vo de conservacién de la energfa (lanzadera -
de plastoquinena), asi como los puntos de ac-
cibén de algunos inhibidores.




co clelico respectivamente, cuando se emplean donadores y --
aceptones antificiales; indicdndose Los sitios de conserva--
cibn de La enengia,

B, Fotofosforilacibn

AL vern Las membranas de Los tilacoides de cloroplasitos
de plantas supeniores al microscopio electrbnico -pon Zincibn
negativa- se han observado en La superficie o fase externa, -
pequeiias partfculas (Fig. 131, Las cuales fueron estudiadas -
postenionmente por Moudrnianakis (441, el cual, efectud ensa--
yos connelativos enzimdiicos y estructurales de estas parti--
culas unidas a La supernficie, encontrando que dichas paritilcu-
Las estdn usualmente distribuidas al azarn, pero ocasionalmen-
te aparecen en anneglos paracnistalinos con una perniodicidad
de 150 x 180 A, Para identificar La actividad enzimdtica de
Las panticulas unidas a La supenficie, Howell y Moudrianakis
analizarnon el sobrenadante de Las so0luciones después de un --
Lavado secuencial con agua y EDTA diludido, de Las membnagaA =
Lamelanes aisladas, Demostraron que particulas de 120 A con
esthuctuna cuboide son Liberadas de Los tilacoides al Lavar -
con agua, La fraccibn que contenia estas particulas tenia una
alta actividad especifica para RuDPcarboxilasa, .EL tratamien
to de fLas membranas Lavadas con agua, con una sofucibn diful-
da de EDTA, Liberaban un segundo Zipo de particulas, Las cua-
Les tenfan una actividad de ATPasa dependignte de ca®? y pa--
necka sen un poligono de 5-6 Lados de 100 A de didmetro en --
Las michoghafias electrnbnicas. Los fragmentos Lamelanes des-
pués de Lavar con agua y EDTA diluido apareclan Lisas a La --

tincibn negatdiva.,

Se piensa que Las particulas removidas al Lavar con --
EDTA sea el factor de acoplamiento descnito por McCarnty y --
Racker (45) el cual se sugindd que catalizaba el paso termdi--
nal en el proceso de acoplLamiento de energfa, el cual forma -



aceplamiento

Fig. 13. Representacién esquemdtica de dos ti
lacoides apilados y una porcién unida de la -
lamela del estroma. La subestructura particu-
lar interna de la membrana estd marcada con -
letras para corresponder al esquema descrito
en la fig. 8. Debe notarse que las subunida--
des grandes de la membrana vistas en la cara
de la fractura B Unicamente se encuentran en
la regién de particién de los grana. En la ca
ra B’ de la lamela del estroma se encuentran
particulas méds pequefias, asi como en el final
de las membranas del grana. En esta figura se
enfatiza la naturaleza binaria de la membrana
del cloroplasto representando a las particu--
las pequefias (cara C) en la mitad externa, y
las partfculas mayores (cara B) en la mitad -
interna de una membrana asimétrica. La estruc
tura irregular de la superficie del lado in--
terno (loculus) de la membrana del tilacoide
se muestra en la superficie D.




ATP. Este concepto estd de acuendo con La observacibn que fa
pérdida de Ras parnticufas de La superficie en preparaciones
de EDTA estaba fLigada a una pérdida en La capacidad de tas --
membranas para catalizan La fotofosforilacibn. Se debe enfa-
tizan que Ras partfculas unidas a La superficie en fLa fLamela
de Los cloroplastos, no participa en Las aciividades def ---
trnansponte de electrnones, ya que Las membranas Lavadas con --
EDTA, adn efectdan La neaccibn de H{LL con colorantes o NADP'
como aceptonres finales,

a. Acoplamiento entrne La fotofosforilacibn y el trans
pornte de electrones.

Como he mencionado con anteriornidad, acoplada al trans
ponte de electrones estd La sintesis de ATP, Ahora bien, ek
mecanismo porn el cual un f§lujo electnbénico puede dar Lugarn a
La formacién de una molécula de alto nivel enengético, nrepre-
senta uno de Los problLemas tebricos y experimentales mds inte
nesantes en La bioquimica actual,

Hasta este momento son thes principalmente Las hipbite-
545 que tratan de explican el acoplamiento de estos dos proce
504, ademds de nelacionarn otrnos efectos observados como son -
el transponte de protones y de otros Lones como el potasio,

Cualquien teonfa vdlida Ziene que explicar un ciernto
ndmero de caracternisticas necesarias para Las particulas sin
tetizantes de ATP:

1, Solamente Las vesfculas cenradas son capaces de -
sintetizarn ATP a parntin de ADP y P4,

2, EL transpornte de electrones estd acoplado a La 03
fornitacibn, L,e., no hay formacibn de ATP a menos que ocurra
§Lufo de electrones simultdneamente -un precepto violado Gni



camente al crean un gradiente arntificial de <ones (46). Vice
vensa, no habrd transporte de electrones, a menos que se s4in-
tetize al mismo tiempo ATP, cuando Los cloroplastos estdn pen
fectamente acoplados; un transpornte de electrones "basal" --
ocunrne a velocidades entre 1/2 y 1/4 de Las que se observan -
cuando se agrega ADP y Pi, con Las consecuentes nelaciones --
contrnol -La nelacibn del transporte de electrones durante La

§otogosfonilacibn activa, a La velocidad mds baja observada -
después de que La sintesis de ATP se detiene- de 2 a 3.5, Con
el mejoramiento en el método de aislamiento se han obtenido -
valonres hasta de 6,

3, Ocunne una violacién del pdnrafo dos, en presencia
de "desacoplantes" quimicos. La velocidad del transponte de
electrones se acelera a velocidades tan ndpidas o mds ndpidas
que Las que se observan durante La fosforilacibn., Ademds se
anula Ra sintesis de ATP,

AsZ, Ras hipétesis que trnatan de explicar el acopla-~-

miento son:
L, Hipbtesis Quimica,

Fue el primen mecanismo de fo0sforilacibn que se propu-
50 -pon Slatern (47)- e involucra un enlace covalente entre un
transporntadon electrndnico y alguna otra entidad, Esta hipbte
5458 se¢ puede sumardizar en una de sus muchas formas porn Las --
cinco ecuacdiones descritas en La Fig, 14, en Las cuales A, B
y C s0n transpontadones electrbnicos -A puede sen Q; B puede
sen PQ y finalmente C puede sern Cit §- con transponte de Lec-
trones desde A hasta C con Liberacién de energia. EL truco -
estd en decin primeno que La forma neducida de B se acomplejfa
§dcil y nevensiblemente con algdn otrno componente (una enzima
que podaia sen CF,) aqui LLamado 1; y que BH2 Libre no es el



AH,+ B—=>BH,+ A (1)
BH,* | —>BH — (2)
BH;—1 *C—>B~1+CH, @3
B~ +P—>P~l+ 3 (4)
P~1 + ADP—>ATP + | (5)

B Hy»C +ADP +P—A+ C|'|2 + ATP | Neta

Fig. 14. Pasos secuenciales que representan la
hipdtesis quimica del acoplamiento energético
en la fosforilacién fotosintética.




verdadeno donadon de electrones a C, sino que solamente el -
complejo BH,-1 puede ejecutar esa neaccdbn. Una vez que el

complefo BHZ-I a pendido sus electrnones, fLa unibn entre B --
oxidado e I, es una unibn que estd af nivel de alta energia,
Ya que se ha formado La unibén de afta energla inicial, el --
usarlo para efectuar La fosfornilacibn del ADP puede ser una

simple transferencia de fLa unifn, quizd secuencialmente como
se muestra en La §4ig. 14, o tal vez en una reaccibn concerta
da.

La hip6tesis explica el acoplamiento ya que una segun
da senie de neacciones necesitaria -para Los pasos 1 y 2- B
Libre e T Libre nrespectivamente., Mientras el complefo Box
T sea estable en el organelo, no podrd existin mds fLujo de
electrones hasta que el ADP y PL se combinen para dar ATP, -
Libernando Los nequernidos B e I, Los desacoplantes sernfan --
aquellos compuestos que actuaran causando La hidn6lisdis de -
uno o mds de Los intermediarnios de alta enerngia, Liberando -
asi B e I sin La necesidad de una neaccibn de 60550&££ac16n'

neta,

Mientras que esta hipliesis parecib Lblgica e Lnevita-
ble durante bastante tiempo, no se han encontrado evidencias
necientes que fLa hefuenzen -especialmenite no se ha enconthra-
do el inteamedianio de afta enerngfla consitituido por un thans
pontadorn electrnbnico y una "enzima acoplante", La dnica ex-
cepcibn es el complefjo de alta energfa DPN-enzima demosihada
y aislada pon Pinchot a partin de particulas fosgornilantes -
de ALcaligenes fecalis (48]. No se han encontrado entidades
de este tipo en particulas fosforilantes fotosintéiicas, penro
también hay que tomar en cuenta que Los esfuernzos en este -
campo han sido mucho menores que Los dedicados a Las pariticu
Las nespiratonias, Mientras que La secuencia proyectada de






eventos es bastante satisfactornia desde el punto de visdta --
bioquimico, tiene también La gran deficiencia de que tiende

a pasar porn alto La necesidad de una membrana intacta y Topo
L6gicamente completa, La cual, puede mostrarse experimental-

mente.
ii, Hipdtesds quimiosméiica

Esta es una hip6tesis altennativa, bastante diferente
en el planteamiento y mds dependiente de La existencdia de --
membranas intactas. Fue desarnollada por Mitchell en 1961 -
(49). Se deniva de consideraciones de La fisiologila de Las
membranas en adicibn a La bioquimica tradicional, y enfatiza
La impontancia de Las neacciones vectoriales, provocando --
trans ferencia de protones a trnavés de La membrana, Esta hi-
pétesis puede sen descrnita en cdinco postulados mayores:

1, Las neacciones principales ocurren en una membrana
impermeable o casi impenmeable a protones (o Lones hidroxilol,
La cual encienra un espacio Linterno, Ya que particulas de --
cloroplasto sin La dobLe membrana externa, efectdan La fosfo-
nilacibn, se asume que el espacio Lnterno Limportante es el de
Los tilacodides (Loculus), el cual permanece Lintacto bajo La -
mayornia de Las condicdones,

2, La membrana contiene Los thansportadores de efec--
trones. EL flujo de electrones de un acarreadonr a otro tiene
que estan obfigadamente acoplado al transporte vectorial de -
Lones hidr6geno, en el caso de Los cloroplastos desde el ex--
tenion al intenion. EL fLlujo de equivalentes reductores al--
ternna de un acarnneador de electrones (como Los citocromos] a
un acarneador de hidrnb6genos (como La plastoquinona)l y otra --
vez al paimero., Las neacciones secuenciales tienen que ocu--
nnin en Lados opuestos de La membrana con una geometrfa hres--
tringida dada porn La onientacibn transvensal especifica de --



Los acarreadones de electrones y de susd hidrbgenos. Cuando
Los equivalentes neductornes ven de un acarreador de electro-
nes a uno de hidnégenos, Los protones son tomados del medio
externo de La parntifcula fosforilante, y cuando estos equiva-
Lentes neductornes negresan a otro thansportador de electho--
nes, Los protones ahora Linnecesarios sendn Liberados al espa
cio Lintenion -el thuco es tenern el sistema arneglado de tal
manera que Los protones puedan dnicamente obienidos del exte-
nion y puedan s6Lo sen Libernados af medio intenno., EL efecto
neto acopla el fLujo de equivalentes nreductores a través de -
La membrana a La translocacibn de Lones hidrbgeno desde el ex
tenion hasta el interniorn (vern §4g, 15],

3, Este fLujo neto de Lones H* a trnavés de La membra-
na produce dos cosas: a., Hace que el interniorn sea mds deddo
que el extenior -L.e,, crea un gradiente de pH- y también Lo-
gha que el Lnternion sea mds eléctricamente positivo., Para --
prevenir La construccedibn de una diferencia de carga elécitrica
excesiva, debe existirn una forma -ya sea por Libre difusibn -
de otrhos Lones o por medio de acarreadonres especificos- para
que 0tnos cationes sean expulsados de La vesfcula, o que o0trnos
aniones entren al mismo tiempo, EL movimiento de otrnos anio-
nes es por naturafeza electrofornético, De acuerdo a La meddi-
da de este transponte de Lones send La diferencia de potencial
eléctrico que se construya. '

4, La combinacibn de La diferencia en La concentracdibn
de fones hidrndgeno ( A pH]l y La diferencia de potencial eléc-
trhico a través de La membrana ( AY | se designa como "fuern
za protonmotiva" o diferencia de potencial electroquimico de
protones |( ZX/L" ). En unidades elLécinrnicas, La fuerza proton
motiva se expresa,

RT

éyw =Ay+ (A pHl
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la translocacién de iones hidrdgeno desde el -
exterior hasta el interior en la hipbtesis qui
miosmética del acoplamiento energético en la -
fotofosforilacidn.




en donde QV‘“ estd expresada en milivoltio; R y T son La --
constante de Los gases y La temperatura absoluta, Yy JFres La
constante de Faraday. Esta es La fuernza directa que manefa
La sintesis de ATP, i,e.,, el inteamedianio acoplante,

5. La fuenza protommotiva actda para formar ATP via
una enzima anisoirbpica unida a La membrana -sintetizando
ATP en La direceibn indicada y actuando como ATPasa en La --
dinecedibn contrania, £,e,, es una ATPsintetasa hevernsible- -
cuyas actividades son estrictamente vectorniales,

La §4g. 16 es un diaghama de una de Las formas mds --
simplificadas en que Mitchell ha propuesto el modelo de ac--
cibn de esta enzima, trabajando como una ATPasa, La porcibn
OH  def agua necesaria del agua para hidrolizar ATP -actual-
mente fLa parte crucial de La reaccibn- de alguna manera des-
conocida debe obtenernse estrictamente del Lado intenno de La
vesicula, y el protén desde el Lado extenno, AsL el efecto
neto es La transfocacidn de un Lon hidrnbgeno hacia el inte--
nion simulidneamente que un ATP es escindido en ADP y PL, --
Con modifdicaciones apropiadas se puede diagramar un modelo -
todavia simple, el cual translocard dos protones hacia el in
tendion porn cada ATP hidrolizado (ver §4g. 17), Asi, La con-
secuencia de La hidn6lisis de ATP es una elevacibn en La ---
fuenza protonmoiiva Lnterna de La vesfcula- elevando el esta
do enengético del sistema, de igual manera a como Lo hace el
transponte de electrones, La sintesis de ATP ocurninia en -
este modelo, por una regresidn dirnecta de todos Los pasos --
diagrnamados en La §ig. 16, incluyendo La direccidn invertida
del movimiento de protones e hidroxilos, AsZ, una condicibn
ex{stente de una alta acidez intenna y carga eléctrica posi-
tiva, L.e., una fuerza protonmoiiva elevada, falaria La sin-
tesis de ATP af neformar agua cuando se combinaran con Los -
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Fig. 16. Mecanismo de accién de una ATPasa vectorial
unida a la membrana, de acuerdo a la hipdtesis qui--
miosmética. E1l rectédngulo grande representa la mem—-
brana de la vesicula y el circulo pequefio a la ATPasa.
El cuadro superior representa la presumida reaccidn,
en la cual, los componentes del agua se mueven vecto
rialmente desde lados opuestos de la membrana para -
ser usados en la hidrélisis del ATP. El1 cuadro infe-
rior indica la reaccidn neta de un protén moviéndose
hacia el interior por cada ATP hidrolizado. La sinte
sis de ATP se llevaria a cabo si seguimos la inversa
de todas las flechas, incluyendo las de translocacidén
de protones, liberdndose estos protones del interior.
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Fig. 17. Diagrama, el cual representa un posis_
ble mecanismo de la translocacibén de grupos O
para el sistema reversible protonmotivo de la
ATPasa del cloroplasto. La direccién de las --
flechas(con doble barka) corresponde a la fos-
forilacién del ADP protonmotivada. En este es-
quema se propone la §gacci6n de translocacidn
vectorial de 2 H'y 0°". La dimensién tiempo es
t4 crudamente representada alargando F1 ¥y Fo -
en la dimensién vertical (el complejo ATPasa -
puede ‘disociarse en dos componentes principa--
les, una proteina hidrofflica llamada Fj y un
complejo de lipoproteinas hidrofébicas llamada
Fy, que estd integrada a la membrana).

La caracteristica fundamental de este esquema
es que la entrada (reversible de dos protones)
a través de la regién conductora de protones -
de Fp (desde la parte interna del tilacoide) -
hacia el centro activo de CFj, se piensa que -




estéd acoplada a la translocacién reversible --
del grupo 0°~ de ADPO MgPO, desde el lado ex
terno del centro activo (parte exterior del ti
lacoide) de la regién de F] que une al sustra-
to, ya que los dos protones atacan al MgPO =
desde el lado interno, mientras que el ADPé a
taca al complejo transicional MgPO4——MgPO§ en
el centro activo, desde el lado externo, y el
agua es expulsada hacia el lado interno. E1 --
proceso se completa por la translocacidén de --
MgATP desde el centro activo en Fq a través de
la regién que une al sustrato en el lado exter
no. La reaccién de deshidratacidén se escribe a
pH 8.0:

2 2-

Mg :I-ADPB'ﬂ—.HPO4 SR A 3 Mg2t+.ATP4

“+ H20




iones hidroxilo nemovidos del ADP mds PL y thansportado al -
Lntendon,

EL fenbmeno de acoplamiento en esta hipbiesis se ex--
plica por el hecho de que fLa transfocacibn de protones es ~-
una parte obligada del transponte de efectrones, Una vez --
que La actividad interna de protones ha alcanzado un nivel -
elevado, La reaccibn subsecuente tendiente a metern protones
({.e., el transponte de electrones continuado), tendrfa que
Luchan contra La fuernza protommotdiva existente, En esas con
diciones, La sintesis de ATP, La cual transloca protones ha-
cia el externion, baja La fuenza protonmoiiva y asf permite ~«
que se LLeve a cabo un transponte de electrones mds répido,
Los desacoplantes en este sistema pueden frabajan aumentando
La permeabilidad de £a membrana a protones, Lo que abolinrnfa
La fuernza proton motiva, o como se mencionb6 con anterioridad,
catalizando La hidn6lisis de un intenmediarnio de alta enen--
gla,

La hipbtesis quimiosmbiica nequienrne una partfcula re-
Lativamente Limpeameable y Limitada, mientras que La hip6te--
548 quimdica Lgnora este nequenimiento, Por otro Lado La hi-
p6tesis quimica postula que La enengfa de La reaccibn del --
transpornte de electrones se conseva primariamente en un en--
Lace (probablfemente covalente] quimico, mientras que La hipd
tesdis quimiosmbtica pone un gradiente de Lones como un esta-
do obfigado 4inteamedio, el cual, separa el transporte de elec
trones de Los ‘pasos de unibn quimica,

Las evidencias que apoyan esta hipbtesis son bastante
fuentes: a, Se sabe que hay un transpornte de protones muy
activo unido a La cadena de oxidorneduccibn (50) (vern §4ig, ==
18 al. Se ha medido también por medio de efectrodos de nes~-
puesta ndpida y fLashes contos e individuales (51) que Los --
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Fig. 18A. Bomba de protones observada al ilumi
nar una suspensién de cloroplastos.

B. Efecto observado sobre la bomba de protones
al remover las particulas CF; con EDTA diluido-
de la membrana de los tilacoides.

C. Efecto de la adicién de ATP sobre el pH del
medio (translocacién de protones), con la sub-
secuente adlclon de un inhibidor de la transfe
rencia de energia (sintesis de ATP).




protones provenientes de La oxidaciln del agua, se acumulan
en el interniorn de La membrana,

b, ATPasa transfocadora de H': ak quitan La ATPasa
de La membrana con s0fuciones de EDTA diluido, €sta aumenta
su permeabilidad a protones (52] (ver f§4g. 18 b] y el trans-
porte de electrones se acelera,

¢, Cuando La enzima actda como ATPasa, mete H* dentro
del tilacoide; esto se comprobl afiadiendo ATP a La mezcla de
neaccdibn y midiendo el aumento en el pH externo (53] (ver §4g.
18 cl, EL CF, debe haber s4ido activado por La Luz,

d, Una transicibn dcido-base puede inducir La forma~
cibn de ATP en La oscurnidad, s4in necesidad de transporte de
electrnones (54], Se pusieron Los cloroplastos a pH 4,0, se
esperaron 20 seg. y ndpidamente se LLev6 el pH a 8.0, se ana
di6 ADP, Pi y Mg’ y hubo sintesis de ATP, Todo Lo anterion
se nealiz6 en el oscunidad -credndose por Lo tanto un gra---
diente de protones arntificial para La sintesis de ATP,

L4, Hipb6tesis mecanoquimica o conformacional o de §4-
facidn de cargas

Esta hipb6tesis estd menos elaborada que Las otras, --
como sugieren Los trnes nombres mds o menos equivalenites que
se Le han dado, Postulada en su fase primaria por Boyer ---
(55],propone que el transporte de electrones puede LLevar a
La Localizacibn de protones dentro de La membrana hidrof§6bi-
ca, donde tenderndn a combinanse con el agua removida del ADP
y el PL al sintetizanse el ATP, para formar Lones hidronio,
Los cuales, a su tiempo son preferentemente expulsados de fLa
membrana, EL efecto neto sernfa el facilitan La neaccibn de
deshidratacibn en Las negiones hidrofdbicas de La membrana,



Dilley (56] también ha mencionado una concentracibn Local de
protones, y Straub (57) menciona evidencias de que el factor
de acoplamiento (CF,) por 8L mismo debe de estar reducido y
protonado para que La sintesis de ATP ocurra, Es fdeil ima-
ginan que tales distrnibuciones de carga en £La membrana produ
cindn cambios en Los estados conformacionales de Las protel
nas embebidas en La membrana., AsL, esta hip6tesis coloca al
"estado" enengizado de La membrana transductora, por EL mis-
mo, como ol intermediarnio entre el transponte de electrones

y La s&ntesis de ATP. La condicdibn enerngética se debe a La
disposicibn de difernentes concentraciones (de protones o --
electrones] dentro de La membaana: mds que de un Lado a otro,
Los desacoplantes en esta hipbtesis senfan aquellos nreactdivos
capaces de acarnearn protones a fLas nregiones Lipogflicas inte-
niones de La membrana, donde La actividad quimica de estos --
protones introducidos sernia La nesponsable de descargarn el es
tado de alta enengia, :

Con todos Los conocimientos anterndonrnes en mente, se --
procedib a montar La metodologfa que a continuaciln se mencio
na para Lograr Localizarn el siftio de interaccibn de Las ami--
nas en La membrana def tilacoide y poden discutin asi su posd
bLe mecanismo de accibn en La fofofosforilacibn,



MATERTALES Y METODOS



I AISLAMIENTO DE CLOROPLASTOS

EL método de aislamiento de cloroplastos, clase I1 --
(4in doble membrana externa), que se uslé en este trabajo es-
14 nepontado porn Takaoki y col. (58) y consiste en Lo 84i----
guiente: a 25 g de hofas de espinaca (Spinacea oleracea) --
previamente Lavadas, y guardadas en el nefrigerador, dentro
de una bolsa de pldstico durante toda La noche para efliminan
el almidén, se Les quita La vena central y se contan en pe--
dazos de 1 em? aproximadamente, Los cuales, se colocan en --
una Licuadora (cuyo vaso ha sido enfriado previamente en el
congeladon por 30 min.), Se agregan 200 mf del medio de ais
Lamiento (200 mM de sacarosa, TAPS 20 mM pH §.0, KCE 50 mM,
MgCe, 5 mM y 0.1 % de atbdmina s&rica bovina desgrasada y se
Licda durante 10 seg consecutivos a velocidad mldxima, Pos--
terionmente se filtra a fravés de 4 capas de gasa colocadas
en un embudo de vidrio para eliminar lob.pedaZOA de hoja ne-
manentes; elf homogenizado se centrifuga a 1500 npm durante .
3 min. (en una centrifuga MSE modelo LR-6] para eliminan cé-
Lulas entenas, nidcleos y pared celular, Se desecha el sedi-
mento P, (ver §4ig. 19) y el sobrenadante S; e centrifuga a-
3500 npm durante & min, (en una centrffuga MSE modelLo LR-6),
En el sdiguiente paso se desecha el sobrenadante Sy ¥ el sedi
mento P2 (paquete de clonoplastos] se Lava dos veces con La
s0lucdbn amorntiguadora de nesuspensién (sacarosa 100 mM, ---
TAPS 20 mM pH §.0, KCL 20 mM, MgCe, 5 mM y 0.1 % -
de afbdmina bovina sénrica desgrasadal., EL Lavado se hace re
suspendiendo el sedimento P, en el medio de resuspensibn y -
centrifugdndolo nuevamente a 3500 npm por & min, Después --
de Lavar dos veces, el sedimento P3 4e nesuspende en 3 m de
La so0fucibn amontiguadora de nesuspensibn mencionada, y des-
pués de homogenizan brevemente La duspensifn se guanrnda en un
tubo §rfo cubiento con papel aluminio para evitfar que La 5us
pensibn esté iluminada, Todo el proceso de aislamiento 48 -
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efectda a 4° C y a pH 8,0 para prevenin La inactiyacibn por -
galactolipasas y fosfolipasa D (59, 60].

Los principales factores que Lncrementan La estabili--
dad de fLas membranas de Los tilacoides y Las funciones que se
rnealizan en ellfa son: a, aislamiento en un medio que conten-
ga K+, y almacenamiento en un medio que contenga sacarosa Y -
baja concentracibn de electrolitos. b. La presencia de un -
antioxidante y una protefna tal como albdmina sénica bovina -
para nemover Los deidos grasos Libres en ef medio durante ek
almacenamiento.

Es Aimpontante La presencia de K" en et medio de aisla-
miento, ya que va a funcionar como contra-iLon, para manieneir
La neutralidad de carga (61] y facilitarn asf el transporte de
protones a través de La membrana. EL subsecuente efecto bené
fico de nesuspendern Los clornoplastos en un medio con sacarosa
podrfa sen debido a La prevencibn de desnaturalizacibn de £as
protefnas de La membrana por prolongado contacto con altas --
concentraciones de sales, ademds de La supresién de Libera---
miento de Lipidos.

Se ha nepontado que La peroxidacibn LLpidica gotoindu-
cida, destruye Las actividades fotoquimicas en cloroplastos
de espinaca clase I1 (62, 63). Por Lo Zanto, fa estabiliza---
eibn pon antioxidantes tales como ascorbato o hidroxitolueno
butilado, no es sorprendente,

En La oscunidad también existe oxidacibn de Lipidos Za
Les como galactollpidos y fosfollpidos, por accddn enzimdiica
con La consecuente Liberacibn de dcidos grasos, Los cuales --
efencen una accdibn detenionante sobre Las funciones de La mem
brana (64) ~principafmente Los deidos grasos insaturados~ por



Lo que nos send de utilidad contar con BSA desgrasada en el
medio para que nos elimine Los dcidos grasos def mismo.

11 DETERMINACION DE CLOROFILA (64)

La clorofila se determinb por el método coloriméirico .
de Strain y Svec, en el cuak, se colocan en dos tubos de cen
trnifuga clLnica, 5 ml de acetona al 80 % (a temperatura am--
biente] en cada uno de eflos, A uno de estos tubos se Le -
agregan 20 wL de La muestra y se incuban en oscunidad ambos
tubos durante 10 mdin exactos, para permitin que La clorofila
sea extralfda y no sea daiada pon La Luz durante este Lapso. -
Centrifugamos por 5 min en La centrlfuga clinica a mdxima ve-
Locidad para sedimentar nesiduos de Los cloroplasios extrai--
dos, y estimamos La clonofila midiendo La absorcién def sobre
nadante a 649 y 665 nm en un espectrofotémetro Cark Zeiss M4
QITI 45309 ~ PM QIT 46275, y calculando Los valores mediante
Las sdigudentes ecuaciones:

Clo a ;ug/m£)= 11,63 (Agsl - 2,39 (Ag 0l
CLo b }Mg/mll= 20,11 (Aggql - 5,18 (A665)
CLo total ;ug[m£l= 6.45 (A665) +17.72 (A64ql

Las necomendadas ecuaciones anterniores se denivaron de Los -
coeficientes de extincibn especkficos (65, 66 y 67],

III. ACOPLAMIENTO DE LAS AMINAS A SEFAROSA

La unibn de aminas a sefarosa se realiza bdsicamente -
en dos pasos:

a, Activacibn del Polisacdrido

La activacibn se nealizb6 por el método descrito por -



March, Parkh y Cuatrecasas (681, que es una modificacifn del
método oniginal de Axen y cok, (69]:

A un volumen de sefarosa 4B (Pharmacia Fine Chemicals)
previamente Lavada con 1 Litro de agua, se Le afiade 1 volumen
de agua y 2?2 voldmenes de carbonato de sodio ZM y se mezcla. -
En una campana bien ventilada afiadin 0,05 volumen de una s0fu
cibn de bromuro de cianbgeno en acetonitrnilo (2 g de bromuno
de ciandgeno por mf de acetonitrilol, Se agita vigorosamente
por 1 6 2 min, Después de esto se fiftra en un embudo frfo -
con membrana de vidrnio poroso y se Lava con 5-10 voldmenes de
cada una de Las siguientes soluciones: bicarbonato de sodio
0.1 M pH 9.5, agua, bicarbonato de sodio 0,2M pH 9,5 (s0lu---
cibn amontiguadora donde se LLevard a cabo el acoplamiento].
Después del dltimo Lavado fa sefarosa activada se filtra con
vacfo hasta empacarla.

b, Adicibén def Brazo Hidrocarnbonado Diaminado

EL paquete de sefarosa activada se transfiene ndpida--
mente (el intermedianio activado es muy inesfable] a 1 volu--
men de bicarbonato de sodio 0.2 M pH 2,5 én el cual se encuen
tha disuelto el Ligando (para Las diaminas de 10 y 12 carbonos
se utilizé al 50 % con dimetilformamida y el volumen de aco--
plamiento fue de 1 a 2 Lts nespectivamente], EL acoplamiento
se LLevé a cabo agitando La solucibn durante 20 hns, a 4° C,
Después del acoplamiento La sefarosa se Lavé con 20 vol. de -
acetato de so0dio 0,1 M pH 4,0 y 20 vol. de acetato de so0dio
0.1 M pH 10-cloruro de s0dio 0.5 M,

La nelacibn empleada fue:
10 g sefarosa 4B/0,5 me BrCN-acetonitrnilo/4 moles del Ligando

En el caso de La dodecametifendiamina, después de Los
Lavados se hizo una didlisis contra agua desionizada durante



3 horas, nealizdndose 6 cambios,

EL grado de acoplamiento se determind por La prueba -
colornida con deido 2,4,6—tninitnobencenbulﬁdnico, La cual se
menciona a continuacibn, Los geles contenian aproximadamente

3Q/L moles de grupos aminoalkil por g de sefarosa,

Las neacciones entre el bromuro de cianbgeno y Los al-
coholes en s0luciones alcalinas acuosas no se han estudiado -
ampliamente, debido probablemente a La rndpida hidr6lisis del
bromuro de cianbgeno en estas condiciones, Sin embargo, se -
han estudiado £as nelaciones enirne Los alcoholatos y el bromu
ro de ciLanbgeno,

EL producto principal entre alcoholatos y el bromuro -
de cianbgeno es un cianato, aunque también se han podido iden
tifican imidocarbonatos, carbamatos N-sustituidos e isouneas.
Los carbamatos, siendo Lnentes y neutrnos no Zoman pante en Las
rneacciones de acoplLamiento, mientras que £os grupos imidocarbo
natos son Los rnesponsables de €ste. Los grupos imido carbona-
tos clelicos de cinco miembros con grupos hidrnoxilo trhansvicd-
nales son particularmente rneactivos y probablemente juegan un
papel muy importante en el acoplamiento (ver Fig, 20],

En La §4ig. 21 podemos ven La reaccidn general de Los --
grupos amino con La sefarosa activada por el bromuro de cianb-
geno,

IV DETERMINACION DE GRUPOS AMINO

Okuyama y Satake (70] y Sdake y col, (71] desarrnollaron
un nreactivo muy dtil: el dcido 2,4,6-trninditrobencensulfbnico
(TNBS] para deteaminar grupos amino primarnios Libres, Se en--
contné que reacciona especificamente y bajo condiciones suaves
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ACOPLAMIENTO
0—C—NH-(CH,)x—NH,,
U]
NH
OoH
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de cianégeno y el subsecuente
ac
un brazo aminado. R

%agarosa
> 7 NH—(CH,)x—NH,

3rCN

H,N=(CH,)x—NH,

Fig. 21. Reaccién general de los grupos amlno
con la sefarosa activada con bromuro de 01ano
geno.




con estos grupos amino Libres para darn trhinitrofenilderndivados.
En La neaccibn el sulfito es desplazado def TNBS por un ataque
nucleoftlico (72],

NQ2

o o o e I = +
owC% ——0nN NH-R+ SO; + H

EL trinitnofenil dendivado puede estimarnse colorimétri-
camente con facilidad (73]: a ,1-1 mL de La s0Lucdbn de ami-
nas se fLe aiiade 1 m€ de bicarbonato de s0dio 4 % pH 8.5 o una
s0fucibn neguladora al pH indicado y 1 m€ de TNBS 0.1 %, A -
La s0lucidn se le.penméte neaccionar a 40° C dunante 2 horas
en un baiio con agitacibn Lab-Line modelo 3581, Postern _Lormen
te se¢ Le agnrega 0,5 mf de dcdido clorhidrico 1 N para disociar
el complefo del sulfito antes de Leen (se sabe que el sulfito
producido en La neaccibn se asocia revensiblemente con Los --
grupos thinitrofenilamino para formarn complejos cuyo especto
de absoncién estd alterado, haciendo diffcif La cuantifica---
ci6n], La absorbancia de La s0lucibn se Lee a 335 nm en un-es
pectnofotémetro Canl Zeiss M 4 Q ITI 45309 - PMQ 1T 46275, --
contra un blanco tratado de igual manera a como se mencdLona -
antes, peno con 1 ml de agua o 1 mf de suspensién de sefarosa
contrnol en Lugan de La s0lucibn de protefna,

De esta manera se determind el grado de acoplamiento -
def brazo diaminado, intenpolando Los valores obtenidos porn -
cada uno de Los diferentes brazos en una curva patrén hecha -
con La monoamina de La Longitud def brazo hidrocarbonado ---
connespondiente,



V MEDICION DEL TRANSPORTE DE ELECTRONES (REACCION DE HILL]

EL transponte de electrones en nuestro sistema se de--
teaminé midiendo La evolucidén de oxigeno de La fot6lisis del
‘agua con un electrodo tipo CLarnk (74, 75] que consiste de un
cdtodo de platino y un dnodo de plata, ambos inmenrsos en La
misma so0lucién de KCL concentrada y separada de La s0fucibn
de prueba porn una membrana (ver f4g., 22], La cual estd hecha
de polytetrafluonoetileno (PTFE], es decin, teflén. Dicha -
membrana evita que el efectrodo se contamine por Las sustan-
cias quimicas existentes en La mezcla de nreaccibn.y ofrece -
ademds selectividad al paso def oxigeno y otros gases, en --
contra de Ros 4Lones,

Principio: La medicifn de oxigenc porn electrodos se
basa en voltimetnfa y polarigrafia, EL oxigeno es electrore
ducible y da Lugan a una onda que se puede determinar, EL -
voltaje aplicado se mantiene noamafmente constante, y La di-
ferencia en La cornndiente (La cual estd nelacionada a La con-’
centracibn de oxfgeno] se obsenva en un registradon, S4L se
usa un electrodo de platino conjuntamente con un dnodo de --
plata: se generan 4 electrones en el dnodo, Los cuales son
usados para neducin una molécula de oxigeno en el cdtodo:

Anodo 4 Ag + 4 C&° ——— 4 AgCl + 4 e
cdtodo 4H*+4e‘+02 — 2 H,0

+

4 H + 4 Ag + 4 CL + 0, —>4 AgCL + 2 H,0

S{ se aplica un voltaje de 0,5 - 0.8 V a través de Los elec--
trnodos, La conniente que se genera es proporcional a La con--
centracibn de oxigeno en La so0fucibn.
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Fig. 22. Diagrama del electrodo de oxfgeno desmantelado




Aparato: EL negistro de La cantidad de oxfgeno consu-
mido o producido se LLevd a cabo con un oxfgeno de fabricacibn
particular, donado por el Dr, Dilley, el cual trabaja con un
electrnodo tipo CRark, conectado a un registrador Beckman 10"
con escala Linear-Log. EL parn oximetro-registrador suminisind
una escala total de 10 mV, Lo cual equivalfa de ]-—Z/pbequivg
Lentes electrbnicos,

Como fuente de LLumdinacibn se emplel un proyector Saw-
yers 550 A con una Ldmpara de 500 watts, el cual suminisira -
Luz a saturacidn, EL haz Luminoso se hace pasar a través de
una Lente de ITzawa (un matraz balén de 500 mf con trazas de -
CuSo4) La cual sinve como §LLEtro y elimina el calor, ademds -
de concentrarn el nayo de Luz (vern f4g. 23)]. Se empled una --
base de agitacibn magnética Spin- Master modelo 4803 para Lo-
gran que La {luminacién fuese constante al mantener homogénea
La suspensidn de cloroplastos, Los cuales se encontraban en -
~una cubeta protegida con una camisa para mantener constante Le
Ltempenratunra,

Mezcla de Reaccidén: La mezcla de neaccibn estdndarn --
tiene Los sdigulentes componentes en un volumen total de 2 ml:
Hepes 20 mM pH 8,0, sacarosa 100 mM, KCL 50 mM, MgC£2 5 mM,
albdmina 0,1 %, 0,5 mM de MV _ sy ZQ/LQ clo/ml (para cali
brar se emplearon IQ/L£ de Fe (CN)6 0,05 M en Lugan del MV],

Las neacciones para fotosdistema I (ver fig, 24] se Lle
varon a cabo teniendo ademds de La mezcla de neaccibn estdn--
dan, 2.5 mM de ascorbato, 0,4 mM de DCIP y %/LM de DCMU,

Las neacciones pana fotosistema I1 (ven fig. 24) se --
efectuaron quitando de La mezcla de neaccibn estdndar, el MV,
y adécionando %ﬁLM de DBMIB, 0,5 mM de DMQ, 0.4 mM de Fe --~-
(CNI .



Fig. 23. Sistema empleado para la determinacién del trans
porte de electrones. a. oximetro; b. registrador; c. agi-
tador magnético; d. lente de Izawa; e. fuente de ilumina-
cibén; f. cubeta de reaccién con camisa.

a. oximetro; b. agitador a. fuente de iluminacidn;
magnético; c. cubeta de b. lente de Izawa.
reaccién con camisa.

registrador

Fig. 23°. Ampliacidén de los constituyentes del sistema em
pleado para la medicidn del transporte de electrones.
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ON = luz encendida; OFF = luz apagada.




Para medirn cualesquiera de Las neacciones antes mencio
nadas en condiciones fosfornilantes, Gnicamente se anadio I mM
de ADP y 3 mM de KH2P04 (concenthaciones finales].

Las reacciones que se LLevaron a cabo en La mezela de
neaccibn en cada uno de Los diferentes casos fueron:

Calibracibn (H,0 — Fe(CN):'

iy of + 4t + 4Felon)

poo
2 1 0y/4e

o In
(<R ]

ZHZO + 4Fe(CN)

PS I # PS TI (HZO — MV]

f
ZHZO + IV — ZMVHZ + 02

? dn” {1se
ZMVHZ + 202 + 4H _— ZHZO2 1 02/42

PSS (DCIPHZ — MV)

ZDCIPHZ + IV —— ZMVH2 + 2DCIPox
v + L
ZMVHZ + 202 + 4H o ZHZOZ 2 02/46

PS 11 (H,0 —> DMQ)

ZHZO + DMQ —— ZDMQHZ + Og 1 OZ>4Q-

Andlisis del trnazo: EL Zipo de curva de evolucdibn o ==
consumo de oxfgeno obtenida durante La fotélisis del agua se -
observa en La §4ig. 25, La velocidad de consumo o produccdbn
de oxfgeno se puede determinar comparando La defleccdibn que su
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fre el trazo de La_pluma después de adicionarn una cantidad --
conocdida de Fe(CN)Z 0.05 M (calibracibn) con La defleccibn de
La pluma ocunndida en nuesira muestira probLema, por unidad de
tiempo y mg de clorofila (afiadida como cloroplastos). e.g.,

84 suponemos que Los trazos para el problema y La calibracibn
son Los que se presentan en La f4g. 25", cuyos datos experni--
mentales fueron: volumen total de La mezcla de reaccibn, 2 mi;
velocidad de La carta, 1 pul/min; 37.%/43 de clo en Los 2 m&;

on
¥
1 pul
62 lin
02 +MV
41 lin
+10 Fb(CNg:
off on
(a) (b)
tiempo

Fig. 25". on = luz encendida; off = luz apaga
da; 1lin = 1fneas. (a) muestra problema. (b) -
calibracidn.

calibracibn con 10 A Fe(CN); 0.05 M (Lo que es Lgual a O.Q%Leq e
en Los dos ml), AsL, simplemente para saber La velocidad del
§Lufo de equivalentes reductores, tenemos que rnelacionar Las

41 Lineas (impresas en el papel graficador) desplazadas porn --
0.5 s eq e” (ver fig. 25") con el ndmero de meq e que senfan
capaces de desplazarn Las 62 Lineas/min obsenvadas en el trazo
producido por nuestra muestra problLema (ven f4g. 25"] y hacer

Las convensiones necesarnias para tenern el nesultado en funcibn
de horas y de mg de clorofila, AsL, tendrfamos finalmente:



0.5pmeq ¢ (41 Lin X 62 Lin[min X é£v§§§£$§‘323 - 1209 meq ¢/
hn/mg clo.

VI DETERMINACION DE SINTESIS DE ATP

La fotofosfonilacibn se determiné registrando Los cam=-
bios de pH en fLas mezclas de nreaccibén que contenfan Los clono=
plastos LLuminados en Las condiciones adecuadas pana sintetdl~~
zan ATP (76,771,

Principio: EL método se basa en medin Los pequenos cam
bios depH que ocunren af disminuirn La concentracién de Lones 2
hidn6geno cuando La siguiente neaccibn se LLeva a cabo en el -
nango de pH fisiolbgico:

ADP + Pi + nH® ——» ATP + H,0

en donde et vaton de n (n = A H'/ A Pi] se caleula tebricamen-
te y La capacidad de amortiguamiento (= #* aiadido/A pH]l se --
detenmina experimentalmente ponr titulacibn, En el rango de pH
de 7-9 La neaccibn mencionada arniba se puede expresar como --

s4gues
ADP" P » aTp?"
1[ + 11 + nH* 3 ][ +
ADP%" prt ATP?"

0o cuando asumimos La fermacién del complejo de magnesio del -

?
ADPMg]' P ; ATPMg
(L) —A JLJe
1 ATPMg 7
A

ADPMg P



La nelacibn # iones hidnbgeno desapanecidos/# iones ATP fon--
mado = n en Las thes ecuaciones mencionadas en el nango de --
pH 7 - 9 se ha calculado tebricamente (76] tomando en cuenta
Los coeficientes de actividad para Las formas que intervienen
en La ecuacifn y se sabe que es igual a La unidad a pH §,0

Aparato: el negistrno de Los cambios de pH se £Levé a
cabo usando un pH metro Sangeni-Welch modelo LSX de escala ex
pandida (con un elfectrodo Sargent-Welch modelo S-30072-15] --
conectado a un negistradon Heath Schlumbengen Stnip Charnt --
Reconrden unido a un Heath Senvo Amplifien Patch Module, EL -
par ptmetro-registradon suministra una escala donde La deflec
cibn total de La pluma significa 0.5 unidades de pH. La ilu-
minacibn estd dada pon un proyecton Kodak Carnousel 600-K con
una Ldmpara de 500 watts, el cual produce Luz de intensidad -
satunante para el sistema empleado, Se emplel una Lente de -
Izawa ecomo f§iltrno para evitan La mayornfa de Los efectos calé-
nicos del nayo, La mezcla de neaccibn se colocé en una cube-
ta con camisa para mantener consitante La temperatura, Se em-
- ple6 un agitadon magnético Mag-Mix modelo 65904 para mantenen
homogénea La suspensibén (vern Fig. 26]).

Mezcla de neaccibn: La mezcla de neaccibn estdndan --
tiene Los sigudientes componentes en un volumen fotal de 7 mk;
100 mM de KCL, 5 mM de MgCL,, 1 mM de ADP, 3 mM de KH,PO,,
0.5 mM de MV g 20—3g/Lg de clo/ml (para medin La fosfonila--
cibn ciclica se emplel en Lugan de MV, 30/PLM de PMS], el pfH
se LLevs a 8,0 con KOH 0,1 M,

Andlisis del trnazo: EL tipo de trazo de pH obtenido
porn La fotofosforilacibn es el que se muestra en La f4ig. 27,
La velocidad de sintesis de ATP puede sen determinada compa--
nando el cambio de pH sufrido después de La adicibn de una --
cantidad conocida de dcido o base estdndan, con La defleccibn



Fig. 26. Disposicién espacial del sistema empleado para lag
medicidén de la sintesis de ATP. a. registrador; b. pHmetro;
c. agitador magnético; electrodo combinado para medir cam-
bios en la concentracién de iones hidrégeno; e. cubeta de

reaccién con camisa; f. lente de Izawa; g. fuente luminosa.

a. pHmetro; b. electrodo; c.
registrador cubeta de reaccién con camisa;
d. agitador magnético.

a. fuente de iluminacién;
b. lente de Izawa.

Fig. 26°. Ampliacién de los constituyentes del sistema
empleado para la medicién de la formacién de ATP.







que sufre el trazo de fa pluma por La alcalinizacibn de nues
tha muestra problema al sintetizanse ATP, expresdndofo por -
unidad de tiempo y mg de clLorofifa, Por efemplo, 54 supone-
mos que Los trazos para el problema y La titulacibn (adicibn
de cantidad concida de dcido o base estdndar] son Los que es-
tdn nepresentados en La f4ig. 27", con Los sdigudientes datos ex
perimentales: volumen total de La mezcla de reaccibn, 7 mk;
velocidad de La canta, 1 pul/min; 93,8 mg de clorofila en Los
7 me; titulacibn con 5 A de HCL 0,01 N (Lo que equivale a --

on SAHClL 0.01 N

e

47 \in

off (Q) (b)

tiempoO

Fig. 27". on = luz encendida; off = luz apaga
da; lin = l1fneas. (a) muestra problema. (b) -
titulacidn.

0,05 s motes de H'), De esta manera, para saben cual es fLa
velocidad con La que se estd sintetizando ATP, tenemos que <
relacdlonar Las 11 Eineas desplazadas por 0,05 pumoles de H*
(ver §<g, 27") con el ndmenro de H* desaparecidos, que sernfan
capaces de desplazar en'santcdo contrnandio (hacdia La basifdica
céfi) Las 47 LEneas/min observadas en el trazo producido pon‘



nuestra muestra problema (ver f§4g. 27"] y hacer fas conver--
siones necesarias para tenen el nesultado en funcibn de horas
y de mg de clonofila, AsL, finalmente tendniamos:

60 min/hnr L
L.0938 mg clo

G.GS/M,moleé de ATP/11 &in X 47 Lin/min X

= 136/,bmo£eé de ATP/hn/mg clorofila,

VIT MEDICION DE LA BOMBA DE PROTONES

Para medin La bomba de protones es conveniente ajustar
el pH alrededon de 6,0 (78], Lo que se consigue condeido o --
base estandarizado, Una curva tfpica para Los cambios de pH
inducido por La Luz en una mezclfa de reacciln que contiene ~-
clonoplastos, se puede observar en La fig., 28. Otra vez La
velocidad y ef cambio (grado] def pH se puede estimar debido
a La defleccibn de La pluma provocada por La adicibn de una
base o deido estdndan, La cual, se comparard con fa basifi--
cacibn det medio al sern secuestrados Los protones en ef Lo--
culus del tilacoide durante el transponrte de electrones a --
trhavés de La cadena fotosintética,

Para medin La bomba de protones, ef medio de neaccibn
es el mismo empleado para La fotofosforilacibn, eliminando --
dnicamente el ADP y el PL,

Todos Los reactivos utifizados fueron de La mdxima pu-
reza,



Off HCl estandar
I + )
+*
T .OP“M H
PH
’ —_—
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Fig. 27. Curva obtenida al registrarse el cam-
bio de pH en el medio durante la sintesis de -
ATP. on = luz encendida; off = luz apagada.

tiempo

Fig. 28. Cambios de pH inducidos por la luz,
observados con suspensiones de cloroplastos.
on = luz encendida; off = luz apagada.




RESULTADOS



I EFECTO DE LAS MONOAMINAS ALIFATICAS CON DIFERENTES LONGI-
TUDES EN SU BRAZO HIDROCARBONADO SOBRE EL TRANSPORTE DE
ELECTRONES

Como se dijo antenionmente, una de Las caracterfsiicas
de Los desacoplantes es La estimulacibn de La velocidad def -
fujo de electrones en cloroplastos (1 ,3]. EL desacopfamien-
to de La fotofosfornilacibn por aminas es causada por La base
Libre de La amina, y no pon La especie catibnica de La misma

(2['

Antes de ensayan el efecto desacoplante de fas aminas
unidas a sefarosa, era necesario contarn con Los controles de
Las monoaminas Libres correspondientes [CHs(CHZ)nNH2 donde -
ne=4,:2, 4, 6, &, IO], ya que fLas diaminas al uninse a La --
sefarosa a través de uno de sus grupos diaminos se asemejardn
a Las monoaminas. AsZ, se midi6 su efecto sobre ef transporie
de efectrones no ciclico def agua al metifviolbégeno, ftanto en
condiciones basales (sin ADP ni Pil, como en condiciones fos-
fonilantes (mds ADP y Pil, Los resultados obtenidos Los pode
mos observar en La §ig. 29: en esta figura, Las velocidades
def trnansponte de electrones dadas anlﬁgeqlhnlmg clo, estdn -
nepresentados en % de actividad def control, Lo que signifdica
el aumento en porcentaje de fLa actividad connespondiente, en
rnelacibn a un endayo controf al cual no se Le agregl desaco~-
plante.

Como se puede ver en La fig. 29, Los datos nos indican
que a medida que aumenta La fLongitud de La cadena hidrocarbo-
nada de fLas aminas, se necesita menon concentracibn para actd
var La velocidad def transponte de elfectrones; concomitantemen
te a esto se observa una menorn estimufacibn de Las aminas ---
alifdticas de cadena farga con respecto a Las aminas alifati-
cas de cadena conta, Porn ejemplo, fLa tabla I1 muestra que La
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F1G.29. EFECTO DE MONOAMINAS SOBRE EL TRANSPORTE DE ELECTRONES Y LA SINTESIS DE ATP DE H,0 — MV
MEZCLA DE REACCION COMO SE DESCRIBE EN METODOS Y MATERIALES

FOTOFOSFORILACION EXPRESADA EN AL MOLES ATP/ar/ms CLOROFILA (0—0) oy wEres
FOTORREDUCCION EXPRESADA ENALBQUIVALENTES o/ hr/ mg CLOROFILA(A—A) ae ADP,P1  (X—X) + ADP + pI



etitamina estimull el transponte de electrones hasta un mdxi
mo, con 5 mM, mientras que se requinieron 0,1 mM de decilamd-
na para alcanzar su mdximo cornespondiente, EL Zranspornte de
electrnones se estimuld mucho mds en condiciones basales que -
en condicdiones fosforilantes, AsL, e,g., como se puede ver -
en La §4ig. 29, el valor control en condiciones basales cuando
se detenminb La hexilamina fue de 346//bzq/hn/mg clo, el cual
se estimuld hasta 93{/¢eq/hn/mg clo, nepresentando un Lincre--
mento def 170 %, mientras que el controf en condiciones fo0s--
fonilantes fue de 47{/Leq/hn/mg clo, estimuldndose hasta 1215
/ueq[hn/mg clo, Lo que signifdcaba un Lncremento dé 158 %, Sin
embargo como se observa claramente, Los valonres netos, son su
perlores en condiciones fosforilantes,

11 EFECTO DE LAS MONOAMINAS CON DIFERENTE LONGITUD EN SU CA-
DENA ALTFATICA SOBRE LA FORMACION DE ATP

Otrna de Las caracternlsticas de Los desacoplantes es La
de inhibin La sfntesis de ATP, permitiendo el flujo de elec--
trones (1, 31, En el caso de Las aminas alifdticas ensayadas,
este efecto se produjo al disiparse el gradiente proténico es
tablecido durante La fotofosforilacidn (50],

Se midi6 el efecto de Las monoaminas alifdticas Libres
so0bre La sfntesis de ATP no clelica, Los nesultados obtendi--
dos Los podemos obsernvar en La §4g. 29, en donde La sintesis
de ATP estd dada en/M_moteA ATP/hrn/mg clo, Los valores estan
nepresentados en % de actividad del control, En estos expert
mentos se observd una disminucdbn en porcentafe de La activi-
dad, Lo que significa un <ncremento notable en el efecto desa
coplante de Las monoaminas, que se acentda a medida que se --
alarnga La cadena hdidrocarbpnada, Estos datos estdn concentra
dos en La f§4ig. 30, donde podemos ver que Las aminas de cadena



TABLA 17

RELACION ENTRE LA MAXIMA ACTIVIDAD DEL TRANSPORTE DE
ELECTRONES DEL HZO —> MV, ¥ LA CONCENTRACION
DE LAS MONOAMINAS NECESARIAS PARA LOGRARLA

M&xima actividad

Monoaminas Concentracibn - mM ($ def Coptroll
Metilamina 10 350
Etilamina 5 261
Butilamina 3 212
Hexilamina ] 170
Octilamina 0,3 137
Decilamina 0,1 7

La mdxima actividad estd nepresentada en porcentafe de
de actividad en nelacifn al controf, Los controles en
en pueq e“[hn/mg clo fueron: metilamina y hexilamina <=
346; etilamina 334, butilamina 381; octilamina 355; =<
decilamina 201, La medicibn se hizo en condiciones <=
basales (no ADP, Pil, Las otras condiciones fueron =
como se descniben en métodos y materiales,



Fig. 30. Efecto de 1la longitud de la cadena hidro-
carbonada sobre la inhibicidn de 1a fotofosforila-
cién en cloroplastos, por las monoaminas. Las velo
cidades de los controles varfan de 120 a 160 mo-
les/hr/mg clorofila. Cj, Co, etc. se refieren al -
nimero de 4tomos de carbono en la monoamina.
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conta tales como metdl o etilamina son menos efectivas que ~
el cloruno de amonio para desacoplar La fotogosforilacibn en
cLoroplastos, AsL, fLa efectividad de Las monoaminas alifdti
cas para inhibin La fotofosforilacibn no clelica en cloroplas
tos, aumenta marcadamente al incrementar La Longditud de fa -
cadena hidrocarbonada, e.g., La octifamina inhibi6 La forma--
cifn de ATP en un 50 % con ,45 mM, mientrnas que fue necesario
5 mM de metilamina para provocar el mismo grado de Linhibicibn,
Tomando en cuenta que el cloruro de amonio Lnhibidé La sinte~-
544 de ATP en estas condiciones en un 50 % a una concentra---
cibn de 1,5 mM, parece aparente que Lasi monoaminas atéﬁdticdb
con mds de cuatrno unidades de metileno son inhibidores mds -
potentes de La 6otoﬂoaﬂon££aci5n que el cloruro de amonio, -
Las concentraciones de Las aminas requenidas para dar el 50 %
de inhibicién de 2a fosfornilacibn, se determinaron de La §4ig.
30, Los cuales indica La Tabla III,

Se constaté tanto porn La estimulacibn del flujo elec--
trnénico, como porn La inhibicibn de La sfntesis de ATP, que el
desacoplamiento es mds fdcilmente alcanzado, a medida que au-
menta el ndmerno de metfilenos undidos a La amina, Lo cual, pare
ce indican que La actividad desacoplante estd nrelacionada con
La so0lubilidad Lipoidal del mismo,

ITI EFECTO DE LAS DIAMINAS ALIFATICAS CON DIFERENTES LONGITU-
DES EN SU BRAZO HIDROCARBONADO SOBRE EL TRANSPORTE DE --
ELECTRONES

Se sabe que Las diaminas alifdticas varian en cuanto a
su efecto desacoplante sobre varias fotorrneacciones en rela--
cibn con Las monoaminas, por Lo tanto, fue de intenés el en--
sayan el efecto de La Longitud del brazo hidrocarbonado sobre
el desacoplamiento, cuando estas diaminas [NHZ(CHZInNHZ donde



TABLA 111

CONCENTRACION TE LAS MONOAMINAS NECESARIAS PARA
OBTENER EL 50 $ DE LA FOTOFOSFORILACION NO CICLICA

Concentrnacibn de mono-aminas

Monoaminas (mM] para inhibin el 50 % de
activdidad
Metilamina 5,00
Etilamina 3.40
Butilamina 2,10
Hexilamina 0.80
Octilamina 0,45
Decilamina 0,07

EL 100 % de actividad estaba dado por Los valores
contrnol, Los cuales esidn dados en pemoles de --
ATP/hn/mg clo y fueron: para metilamina 129; para
octilamina 138; para decifamina 140, Las condi--
ciones de neaccibn, fueron como se mencionan en -

métodos y mateniales,



p=t 2 d s SR BTi0)) 12]e4taban Libres en ef medio, y de esta
manena tener también curvas control para comparar con aque-
2Las curvas obtenidas cuando Las diaminas estén unidas a La
sefarnosa, AsL, se detenminé el fLujo de efectrones en condd
ciones basales y fosfornilantes, desde agua a metilvioldgeno.
En La §4ig. 31 se puede aprecian que La estimufacién del fLujo
de equivalentes neductores es bastante mds baja en Las diami-
nas en comparacibn con Las monoaminas correspondientes, e,g.,
La tetrametilendiamina estimuldé en un 60 % el fLujo electrbéni
co en helacidn al control a una concentracibn de 5 mM, mien--
trnas que a La misma concentracién, La butilamina Los estimull
en un 212 %, Esta actividad disminudida de Las diaminas en re
Lacibn a Las monoaminas puede debense af cardcten mds polar -
de Las primenas, forntaleciéndose asi, La idea del nrequerimien
to de cienta Liposofubilidad para potenciarn La actividad desa
coplante. También disminuyé La eficiencdia como desacoplante
de Las aminas af aumentar La Longitud de La cadena hidrocar--
bonadas, en La estimulacibn def fLufjo de electrones, En La -
misma figura podemos observar que Las diaminas de 6, & y 10
carbonos en realidad no mostraron efecto desacoplante, 84 Zo-
mamos en cuenta La escasa estimulacibn del fLujo de electro--
nes y La minima <nhibicibn de La sintesis de ATP., Sin embaxr-
go, esta falta de desacoplamiento se obsenvé hasta La diamina
con 10 metilenos, ya que al ensayar La de 12 carbones, se 0b-
senvd una actividad desacoplante mucho mayorn que Las diaminas
con brazo hidnéfobo mds cornto, e.g., La decametilfendiamina es
timulé en un 7 % el transporte de electrones a 1 mM, mienthas
que a esa misma concenthacibn, La dodecametilendiamina Lo ha-
ce en un 114 %, En La f4g. 32 podemos ver La hrelacibn entre
el porcentaje de estimulacibn del transporte de efectrones y
el # de canbonos, tanto en Las mono como en Las diaminas. En
esta fdigura sobresale el hecho mencdionado anterdormente acehr-
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Fig. 32. Estimulacidén del transporte de electrones
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clorofila y son los mismos que se mencionan en la
tabla II.Las condiciones de reaccién fueron como -
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ca de La mayorn actividad de £Las monoaminas en nefacifn a Las

diaminas, ademds de que de estas dLtimas, de 6 carbonos hasta
10, son pobres como desacoplantes, En La f4ig, 33 se presenta
La nelacifn entre el nlmero de carbonos de Las aminas y La --
concentracdifn necesaria para obtenen La estimulacibln mdxima -
del transponte de electrones, observdndose nuevamente La ten-
dencia a disminurn paralelamente al alargamiento de La cadena

hidrnof§b6bica, Es interesante notar el hecho, de que La diami-
na de 10 carbones necesita La misma concentracidn que La de -
12 canbonos para producirn su mdxima estimulacidn, pero siendo
6sta mucho mds pobre que La producida por La dodecametilendia

mina,

IV EFECTO DE LAS DIAMINAS ALIFATICAS CON DIFERENTES LONGITU-
DES EN SU BRAZO HIDROCARBONADO SOBRE LA SINTESIS DE ATP

Para visualizan de manera mds completa el efecto desa-
coplante de Las diaminas, era necesardio ver su Lnfluencia 50-
bre La formacibn de ATP, asi, se determind también el efecto
de La Longitud def brazo hidrocarbonado de Las diaminas Li--
bres en el medio sobre La foftofosfornilacibén no ciclica. En
La §4ig, 31 se puede observar este efecto, No se puede apre-
clarn una ftendencia clara, pero en general, parece sen que el
efecto inhibitornio se va haciendo mds débif conforme se alahr-
ga La cadena hidrocarbonada, AL mismo fiempo se aprecda tam-
bién La diferencia tan grande de actividad de todas Las diamdi
nas para inhibin La sfntesis de ATP, en relacidn a La dodeca-
metilendiamina, e.g., La decametifendiamina necesitl una con-
centracddn 10 mM para inhibin un 6 % La sLntesds de ATP; mien
tras que'La diaména de 12 carbonos a una concentracibn 100 ve
ces menon; L.e,, 0,1 mM habfa ya inhibido el 50 % de fa gonma
cibn de ATP.
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V EFECTO DE LAS AMINAS UNIDAS A SEFAROSA SOBRE EL TRANSPORTE
DE ELECTRONES BASAL

Habiendo observado el efecto <nesperado de La dodecame
tilendiamina so0bre el trnansporte de electrones y La sintesds
de ATP, nresungia La posibifidad de un 8itio de Linteraccibn --
especlfica de Las aminas para efercer su efecto desacoplante
(ver discusibn], Para comprobarlo, era necesario controlan -
La distancia de interaccidn de Las aminas, desde La parte ex--
tenna de La membrana def tifacoide, Lo cual se Lognd, uniéndo-
Las a moléculas de sefarosa que Les restrninglan La entrada a -
La membrana, mds alld de Los que su brazo hidrocarbonado se Lo
penmitiend. La distancia mayor era La que nOAodaba La sefaro-
sa-dodecametilendiamina, correspondiente a 21 A aproximadamen-
te, y 44 tomamos en cuenta que el espesor de Las membranas es
14 entre 70 y 90 A, entonces estarfamos cubriendo mds o menos
La cuarta parte de La membrana tilacoide, desde La supernficie
extenna, EL mantener el efecto desacoplante de alguna de Las
aminas undidas a sefarosa, nos Lindicarfa que ef desacoplamiento
es producido por La interaccibn en La membrana con algdn com-
ponente importante para el acoplamiento de Los dos procesos -
(fLujo electnbnico y sintesis de ATPl, ya fuera un pozo de ==
protones embebidos en La zona hidréfoba de La membrana, Lo --
cual favorecenfa La hipdtesis conformacional; o interaccionan
do con un intemmediario quimico de alta energfa, en favor de
La hipbtesis quimica; o finalmente podria estar eferncdiendo su
efecto sobre atgdn componente de La membrana (tal vez CF,l,
cuya perturbacidn pudiera aumentar La permeabilidad de esta -
membrana a Lones, disdipando asi el gradiente electroquimdco -
formado, y apoyando de esta manera a £La hipbtesis quimiosmoii

ca.,

Con Las premisas anterniores en mente, se probd el efec
to de Las aminas unidas a sefarosa [AeﬁaAOAaeNH(CHzlnNHZ, don



de n =12, 4, 6, 8, 10, JZ]Aobne el fLujo electrbnico no ci-
clico del agua al metilfvioLégeno en condicdiones basales. To-
mando en cuenta que muchas de Las molLéculas de amina, Las --
cuales estan cubrniendo a Las moléculas de sefarosa, no estdn
interaccionando con Las membranas tilacoides por razones es-
ténicas, se esperaba una inhibicién menon de La sinteis de -
ATP! Como se puede observar en La fig, 34, se anull el efec
to de Las diaminas de 2, 4, 6, &, 10 carbones co mplLetamente,
cuando se Les unibn a La sefarosa, L,e,, no presentaron ningdn
efecto estimulante sobre el transporte de efectrones adn cuan
do se¢ probaron a concentraciones a Las cuales tenfan efecto -
notorio cuando estaban Libres, Contrastando con esto, La --
diamina de 12 carbonos unida a sefarosa mantuvo su efecto es
timulante en el transponte de electrones Lo cual nos Lndica
que el proceso estd desacoplado, Sin embango se necesita una
concentracibn Ligeramente mayorn de La dodecametilendiamina-
sefarosa para Lograrn el efecto estimulatorio obtendido porn La
diamina Libre connespondiente, ademds el efecto no es ftan --
grande, e.g., La dodecametifendiamina Libre estimull el trhans
porte de electrones en un 109 % a una concentracibn de 1 mM,
mientras que a esta misma concentraciln, se observdé un Lncre-
mento en el transpornte de electrones de 81 % causando por La
dodecametilendiamina-sefarosa., O0tra de Las caracternfsiicas que
se puede observar, es que a concenthraciones Ligeramente mayo-
nes, no se observa inhibicién del transporte de electrones en
presencia de La diamina de 12 carbonos unida a sefarosa, Lo
cual nos indica que posiblemente esta sefarosa-diamina sea -
capaz de aleanzar ef mismo grado de estimulacibn provocado -
por La diamina Libre como desacoplante y que el efecto inhi-
bitonio se encuentre en otho s4itio, Se obsenvé Lo esperado
sobrne La menor inhibicibn de La sintesis de ATP pon Las dia-
minas unidas a sefarosa en relacibn a Las diaminas Libres, -~
nequiniéndose una mayor dendidad de aminas por unidad de --
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drea en La sefarosa, para podern aleanzar La concentracdiln que
igualanfa el efecto de La diamina Libre,

Los datos del f§Lujo de equivalentes neductores en pre-
sencia de La sefarosa-dodecametifendiamina sugdieren que el --
efecto de desacoplamiento observado por Z%A aminas Libres es-
td focalizado en un s4itio a no mds de 21 A desde La Superfi--
cie extenna del tilacoide. Por otro Lado el efecto Lnhibito-
nio que se observa en La dodecametilendiamina Libre, bnobabtg
mente se deba a que esté actuando en La cadena transportadora
de electrones, evitando La fot6eisis del agua, como Lo hacen
otras aminas, NHZOH, CH3NH2, a altas concentraciones (32), y
este dLtimo sitio debe de estar a una Longitud diferente al -
del desacoplamiento. ,

Y EFECTO DE LAS AMINAS UNIDAS A SEFAROSA SOBRE LA SINTESIS -
DE ATP.

Era necesanio para poden evaluar mds La actividad desa
coplante de Las aminas unidas a sefarosa, el determinar su --
efecto sobre La formacibn de ATP. AsL, se probé accdibn sobre
La fotofosforilacibn no ciclica, con Los nesultados presenta-
dos en La §4g. 34, donde podemos ven que no hubo Lnhibicibn -
de La sintesis de ATP por Las aminas de 2, 4, 6, &, y 10 car-
bonos, cuando estas estaban unidas a sefarosa, adn cuando Las
concentraciones probadas, cornrnespondian a aquellas de Las mo-
noaminas y diaminas cornespondientes que hablan presentado 4in
hibibicibn cuando estaban Libres. Un efecto bastante LLamati
vo se observé al igual que durante La deteaminacibn del trans
pornte de electrones, cuando se probé La sefarosa-dodecameti--
Lendiamina, ya que se obtuvo el 50 % de inhibicibn de La sLn-
tesis de ATP con so0lo 0.75 mM de esta diamina. Se puede ob--
servan que se necesditd una concentracdbn un poco mayor para -
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obtenense el 50 % de inhibicibn de La fosforilacibn en rela-
cibn a La necesitada pon La diamina Libre correspondiente, -
ya que €sta fue alcanzada por dicha diamina L£ibre a una con-
centracibn de 0.1 mM, Lo cuaf puede deberse como se menciond
ampliamente con anterionidad a que no todas Las moléculas de
amina interaccionan con Los tilacoides porn razones estérnicas.

Los datos de inhibicibn de La fotofosforilacibn, en --
presencia de La sefarosa-dodecametilfendiamina, otha ves nos -
indican que el efecto inhibitornio de Las aminas estd propicda
do porn La interaccibn de ¢stas en un s4ti0 especkfico de La -
membrana no mds alld de 21 A desde La parte externa de La mem
brana def tilacoide,

VIT EFECTO DE LA SEFAROSA-DODECAMETILENDIAMINA SOBRE LAS --
REACCIONES PARCIALES ¥ LA BOMBA DE PROTONES.

Habiéndose obsenvado unabétio apanente de Lnteraccdidn
especifica de Las aminas a 21 A (distancia que corresponde --
burdamente a La Longitud de una cadena de 12 carbonos y a un
enface covalente con un ghupo amino) de La parte externa de -
Los discos tilacoides, era de Lntenés el poder situar un poco
mds el nivel de actuacibn de esta amina, en nefacidn a La al-
tura de La cadena fotosintética o regibn donde ejercla su ac-
cifn. De esta manera, se midieron separadamente el transpor-
te de electrones, en PS 1 y en PS II, EL fotosistema IT se -
midi6 como se explica en el capftulo anterior, bloqueando La
cadena con DBMIB (un andlogo de La plastoquinona) y pondiendo
como aceptor artificial al par DMQ/FQ(CNIZ, sdendo a su vez -
donadon, el agua, EL fotosistema I se determinb, blLoqueando
el fLujo electrnbnico con DCMU, y teniendo como donador artigi
cial al par DCIPH,/Asc y como acepton artificial al metilvio-
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L6geno. En La §4ig. 35 podemos vern que el fLujo de equivalen

tes neductonres en fotosistema II no es estimulado por La sefa
rosa-dodecametilendiamina y adn, estd Ligeramente inhibido, -
mienthas que el fotosistema I se ve estimulado, casi de Lgual
manera a como se afectl el sistema completfo de agua a metil--
violbgeno. En La Tabla IIT podemos ver La relfacidn entre el

efecto desacoplante producido por La sefarosa-dodecametifen--
diamina en ef sistema completo y sobre Los fotosistemas meddi-
dos 4independientemente cuando £a amina estuvo a una concentra
cibn 1 mM, Estos nesultados sugiernen que La amina ftiene dos

s4ti0s difernentes de actuacibn para fotosdistema 1 y para §oto
sis5tema TI. k

Resultaba interesante también el vern s4 La accibn del
desacoplante alteraba de afguna manera La permeabilidad de La
membrana a Lones, de tal manera, se midid La bomba de proto--
nes, con Los nesultados presentados en La f4ig. 36, donde pode
mos ven que esta bomba fue bastante activa cuando se midid a
pH 6.0 y en ausencia del desacoplante (f4g. 36 a), mientras -
que, cuando e afiadid La amina undda a sefarosa, se anuld coﬁ
pLetamente La basificacién def medio, L,e., aumento de manera
notable La permeabilfidad de La membrana a Los Lones hidrbgeno
(§£ig. 36 b]. VYa que el transporte de electrones no estd Ainhd
bido, sino estimulado, esto nos indica que La bomba de proto-
nes estd funcionando correctamente, Lntroduciendo estos prozo
nes al espacio intenno del tilacodde, al nivel de La plasto--
quinona y del sistema fotolitico del agua; sucediendo proba--
bLemente que La diamina-sefardsa esté Linteraccionando con un
componente en La membrana, para aumentar La permeabilidad de
ésta a Los protones y de esta manera equilibrar su concenthra-
cidn a ambos Lados de La membrana, s4in La consecuente alcaldi-
nizacibn del medio externo y La disdipacidn total del gradien-
te efectroquimico necesario para La sintesis de ATP,
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Fig. 36. Efecto de la dodecametilendiamina-sefaro-
sa sobre la bomba de protones. En la curva a, se -
representa el cambio en el pH inducido por la luz
con una suspensién de cloroplastos, sin amina en -
el medio. En la curva b se afiadié 1 mM de sefarosa
dodecametilendiamina. Las otras condiciones fueron
como se mencionan en métodos y materiales.
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TABLA IV

RELACION ENTRE EL EFECTO DESACOPLANTE PRODUCIDO POR LA
SEFAROSA-DODECAMETILENDIAMINA SOBRE EL SISTEMA COMPLETO YV LOS
FOTOSISTEMAS MEDIDOS INDEPENDIENTEMENTE CUANDO SE DETERMINO

EL TRANSPORTE DE ELECTRONES

Sefarosa-dodeca- Transporte de
Condicidn metilendiamina electrones

i ¢ de actividad
HZO — MV 0 100
H20 MV 1 181
H,0 —3 DMQ 0 100
HZO DMQ 075 §5
DCIPHZ MV 0 100
DCIPH, — MV 1 176

2

EL transponte de electrones estd nepresentado por el % de ac-
tividad def control, el cual esta dado en‘/¢equiua£enteb ol
hn/mg clo. Los vakores para Los controles fueron: para PS 1
385: para PS II 401; para PS I + PS I1I 340.
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Existen evidencias experimentales que Lndican La accibn
Lipofilica de Las aminas como un facton imponrtante para deteh
minar su efectividad como desacoplante. Estas observaciones
son consistentes con Los conocimientos sobre que fLa penethra--
cibn de Las aminas no cargadas al intenion del espacio de Lo
tilacoides o a determinada negién de La membrana, juega un pa
pel importante en el desacoplamiento de £a fotofosfonilacibn
por Las aminas.

Los nesultados presentados en este trabajo correspon--
den at efecto de La Longitud de La cadena hidrocarbonada en -
Las aminas, sobre el desacoplamiento de La fotofosfornilacidn
en cloroplastos y apoyan Las observaciones antferiores en el -
caso de Las monoaminas. Independientemente de que se aumentd
La efectividad desacoplante al afadin dtomos de carbono a Las
monoaminas, en el caso de Las diaminas se comprobd el requend
miento de La Liposolubilidad al disminuin La efectividad como
desacoplante cuando se aiadil un segundo grupo amino a La mo-
Lécula desacoplante, el cual Le confiere una polaridad mayor.
Asi, estas diaminas con cardcetern mds polarn que Las monoaminas
se comporntaron con menon efectividad, tanto en La estimula---
cibn del transponte de electrones, como en La Ainhibicidn de -
La sintesis de ATP (ver §igs. 29, 31, 32, 33).

Un hecho sorprendente fue el de encontran un efecto --
desacoplante notablemente mayor en La diamina de 12 caxrbonos, ;
en nelacibn con Las otras diaminas, desde etilen hasta decame
tilendiamina. Si tomamos en cuenta Las caracteristicas quimi
cas de La dodecametilendiamina en relacibn con La decameiilen
diamina, podemos ven que son bastante semejantes, ya sea en -
constantes de disociacibn para Los ghupos amino, solubilidad
0 un posiblLe efecto detengente, asi, de esta manera, La carac
tenistica probablemente mds diferencial sea La distancia de -
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separacibn entrne Los dos grupos amino, que representan dos -
metilenos. Esta distancia podrfa sern critica 44 pensamos --
que uno de Los grupos amino esté protonado, quedando con car
ga positiva y de esta manera fijdndose a La superficie exter
na polar de La membrana, mientras que ef otro amino no carga
do pueda penetrar Libremente a La zona hidrdfoba de £a membra
na y LLegar a una distancia equivalente a La Longitud de 12 -
canbonos, donde interaccionarfia con un intenmediario de alta
energia que podnfa sen un pozo de protones aistfado en La zona
Lipofilica. Alternnativamente se puede visualizan esta Linter-
accibn con un componente cuya modificacibn o perturbacibn pu-
diera alterarn La penmeabifidad de La membrana a Lones. AsL,
se necesitarnfa una distancia de aproximadamente 21 A desde el
Lado extenno de La membrana def tilacoide (Los cuales gruesa-
mente coanesponden a La Longitud de una cadena de 12 carbonos
y a un enlace covalente con un grupo amino] para interaccLonanr
con el compuesto o intermedianio mencionado, Esta distancdia
no podifa sern aleanzada por La diamina de 10 carbonos. La ac
tividad observada para Las diaminas de cadena corta, cornes--
pondenfa al porcentaje de entidades que tuvieran sus dos ghu-
pos amino no protonados, pudiendo penetrarn de esta manera La
membrana, fdcilmente y LLegar al sitio de Ainteraccibn. En La
diamina de 12 metilenos, tendrniamos el efecto sumatorio de --
Las entidades con sus dos grupos amino no cargados y Las que
tuvienan un grupo protonado y el otrno no protonado.

Estos datos son acordes con La proposicdén hecha por -
Dikley (56), el cuak, menciona una concentracidn Local de ---
protones en el interion de La membrana como centro donador --
primanio de protones para el funcionamiento de La ATPasa en -
La sintesis de ATP, existiendo La condicibn energética debdido
a La disposicibn de difernentes concentraciones (de protones o
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electrnones) dentro de La membrana, mds que de un Lado a o%ro.
Estos datos estdn aunados a Los reportados pon Straub (57),
el cual, menciona evidencias de que el factor de acoplamien-
to (CFIl porn 5L mismo debe estar neducddo y protonado para -
que La sintesdis de ATP ocurra.

Porn otna parnte es intenesante también, nofarn el hecho
nepontado porn Dilley (79] de que, La polilisina, £a cual Lin-
hibe La formacién de ATP, también afecta el Zransporte de K+,
de H* y Los cambios de voldmen a concentraciones elevadas, -
indicando que una distornsibn de CF], Localizado en La parte
supenficial, incrementa La permeabilidad de fa membrana.

Con esta distancia aproximada de Linteraccibn en mente,
ena de esperarse que 44 pudieramos nrestringdin La movilidad de
Las aminas y asi poden precisar el punto de interacciln dekl
ghupo amino, tendrfamos un efecto diferencial de Las aminas -
en nelacibn a La distancia a que pudieran penetrar en La mem-
brana, Li.e., se esperarnia que s0fLo aquellos grupos amino con
brazo hidrocarbonado suficientemente Largo, podrlan ejercern -
su efecto desacoplante. AsL, se Lognb esta Anmovilizacdibn --
del grupo amino, uniéndolo a La sefarcsa a trhavés de un brazo
Lipofilico. Como se puede observar en La §4g. 34 se encontrl
desacoplamiento con La diamina de 12 carbonos unida a segaro-
sa, y en cambio Las Longitudes mds cortas f§allaron como desa-
coplantes. Estos dltimos datos confirman La intenpretacidn
del efecto de La diamina Libre de 12 carbonos, que se ancla
en La membrana desde afuera, con un grupo amino protonado en
el exteniorn y el otro amino no protonado, Lntenaccionande con

un sitio especifico en el intenion de La membrana a 21 A.

Con estos nesultados aparentemente tendriamos que des-
cantan el mecanismo propuesto principalmente por Crogis (4, -
§0) para La accibn desacoplante de Las aminas Libres, ek cual,
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menciona La actuacibén de estas moléculas (Las aminas de cade-
na conta) como transportadornes méviles, <.e., dichas molécu--
Las no protonadas senfan capaces de disolvernse en La membrana,
protonarse en el intenion def tilacoide, entonces moverse ha-
cia el externion de La membrana y penden su Lon hidrbgeno en -
el medio externo. La continua entrada y salida de esta molé-
cula causarnfia una pérdida neta de Lones hidrbgeno al externioi
de La membrana y asi penmitinia un §lujo de electrones mds rd
pido, sin §osfonilacibn. Sin embargo, McCarty ha reportado -
(1), haciendo ensayos con monoaminas de diferentes Longitu--
des en su brazo hidrocarbonado que al graficar en Log Cg (Lo
ganitmo de La concentraciln necesaria para obtenen ef 50 % de
La inhibicibn de La fotofosforilacibn) contra el Log del coe
ficiente de panticibn octanol/agua (que corresponde gruesamen
te al coeficiente de permeabifidad), se encontré una pendien-
te de - 0.35 para aminas desde metif hasta hexilamina, mien--
tras que para Las aminas desde hexil hasta nomilamina se en-
contrné un apendiente difenente de - 0.76. Estos resultados -
indican que Las aminas de cadena Larnga pueden Linhibin La foto
fosfornilacién de una manera diferente a Las de cadena corta.

De hecho se comprobé posterniornmente que Las aminas de cadena

Larnga Ainhibfan el CF, aislado y purnificado, mientras que £as

aminas de cadena cornta no Lo hacian.

También se contaba con La posibilidad de que este do-
decametilendiamina-sefarosa estuviera actuando como detergen
te y so0lubilizando algdn componente de La membrana af actuar
sobre ella, de manera que se produjera el desacoplamiento. -
Lotina y Dikley (82) midieron cambios de volumen en Los clo-
noplastos, siguiendo el cambio de densdidad Gpitica a 540 nm,
y encontraron que fLa dodecametilendiamina-sefarosa produce -
hinchamiento constante en- estos cloroplasos ftanto en La 04--
curidad como en La Luz, teniendo asi, ef comportamiento cld-
sico del efecto sobre Los cambios de volumen producidos por



detengentes como Tritén X-100, del cual se dice, puede crear
hoyos en La membrana, por donde Los protones escapanian ndpi-
damente como para que se pudiera mantener un gradiente s4gni-
§icativo (83). Ahora bien, sernfa necesario proban el efecto
de La sefarosa-decametilendiamina para ver 84 produce £a mis-
ma nespuesta sobre Los cambios de volumen del cloroplasto, Lo
que nos indicaria que en este caso, La acciln deterngente no es
La nesponsable def desacoplamiento.

De Los nesultados anteniores es tentfador concludlr que
La sefarosa-dodecametilendiamina pudiera estar interaccionan-
do dinectamente con el factorn de acoplamiento, particufarmen-
te con La subunidad o , que se conoce es fLa que confiere ek -
acoplamiento en Los cloroplastos, y que se encuentra enternra-
da en fLa parnte Lipofilica de La membrana, pudiendo simplLemen-
te modificarla o penturnbarfa, aumentando asl La permeabifidad
de La membrana, o solubilizanfa prn accibn detergente, produ-
ciendo también el desacoplamiento.

Como se obsenva en La §4ig. 36, La sefarosa-dodecameti-
Lendiamina abate completamente La bomba de protones a una con
centracibn 1 mM, Lo cual nos indica que La permeabilidad de -
2a membrana estd altenada. Esta modificacibn en La permeabi-
tidad de La membrana confirma Lo antes mencionado, sobre La -
internaccién de La amina con el CFI’ Senfa de intenés para po
den diferenciarn entre Las dos posibilidades senaladas, el La-
var Los cloroplastos después de que se ha producido el efecto
desacoplante por La sefarosa unida a La dodecametilendiamina
y medin nuevamente Las fotorreacciones: 44 La amina actud --
simplemente pentunbando La ATPasa, el efecto de desacoplamien
to senfa nevensible, pon otro fLado, 54 La amina s0fubifizd --
componentes de La membrana, entre ellos La subunidad d del --
factorn de acoplamiento, se encontraria en el sobrenadante al



centrnifugar y este efecto no senda nrevernsible a menos que se
Liogilizara el sobrenadante y se agregara nuevamente al clo-
noplasto que pendil esta subunidad protéica,

Como se puede ver en La §4ig. 35, La sefarosa unida a
La diamina de 12 canbonos tiene un efecto diferencial sobre
el transponte de electrones en PS I y en PS II, estimulando
notablemente el primerno e inhibiendo Ligeramente el segundo.
De este hecho se desprenden dos puntos: en primera, el efec
to que se detecta cuando se mide el transporte de electrones
en La cadena completa, puede sen La suma algebrdica de Los -
dos efectos presentados sobre Los dos fotosistemas independien
temente. En segundo Lugar, hay algunos nepontes (84,85) que
nos indican que Las aminas Libres a altas concentraciones --
inhiben el PS II a nivel de La fot6Lisis del agua, de esta --
manera, 54 podemos aumentar el nendimiento de La unibn de La
dodecametilendiamina Libre a La sefarosa para poder tenen --
"' M de ta se

farosa-dodecametilendiamina, obtendriamos posiblemente una -

concentraciones finales en el medio de 10°°, 10°

inhibicibn mayor del §Lujo de elLectrones en PS II. S&L al --
aiiadin un donadorn arntificial de electrones a PS II como sernia
Mn++,

droxilamina, etfc., se nevintierna esta inhibicién, podrlamos -

hidroquinonas, fenilendiaminas, difenifcarnbazida, hi--

tenen La segurnidad de que en fotosistema I1 La amina estd ac-
tuando a nivel del sistema oxidante del agua, y teniendo en -
cuenta que conocemos La distancia de interaccibn, esto ayuda-
nia en mucho a Localizarn uno de Los 34itios mds controvertidos
en cuanto a su Localizacién dentro de La membnana‘como'eé el
sistema de oxidacidn del agua.
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