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ABREVIATURAS EMPLEADAS EN ESTE TRABAJO

ADP, ATP ......... Adenosín dí y txíjo46ato
A,sc .. ............ Ascoxbato

BSA .............. AlbC¿mína de 4ueAo bovína

C550 Compue.6to con una banda de absoicí6n a
550 nm

CCCP ............. CaAboníleíanuAo m- cloAo6enílhídxazona

CF 1 FactwL de acoplamíento pata la 6oto6oz6o- 
tílací6n en elotoplazto,6

Clo a ( b) ........ Cloto6íla a ( b) 

Cyt b559 . ........ Cítoctomo b con una banda de ab,6oxcí6n a
559 nm

Cyt b 6 564 ........ Citoctomo b 6 con una banda de absotcí6n a
564 nm

Cyt 1553 ......... CítovLomo 1 con una banda de absotcíón a
553 nm

DASS ............. Acído díazoníobencen,6ul66níco

DEMIS ............ 2, 5- díbtomo- 3- metíl- 6- í,6op topíl- p- benzo-- 
quínona

DCIP ............. 2, 6- díclolto6enolíndo6enol

DCMU ............. 3-( 3, 4- díelo)Lo6eníll- I, I- dímetíluAea

DMQ .............. 2, 5- dímetíl- p- benzoquinona
EDTA ............. Acído etílendíamíno tettaacltíco

Eo ............... Potencíal de oxído-, teduccí6n a pH 7 en - 
volt,s

F 710 ............ Banda de emí,6í6n de 6luotescencía en nm

FCCP ............. Catbonílcíanuto p- tltílluotometoxí6eníl-- 
hídAazona

Fd ............... Fettedoxína

FRS .............. Sustancía Aeducto,,La de la 6e,,Ltedoxína

HEPES ............ Acído N- 2- HídtoxíetílpípeAazína- NI- 2- 
etano,sul66níco) 

H 9 .............. un quantum de ene)Lgía

MV ............... Metílvíológeno

NADP + ( NADPH) ..... Nícotín adenín dínucle6tído oxídado ( Aedu

ducído) 
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PD ............... Fenílendíamina

PS 1 ( 111 ........ Foto sístema 1 ( 111

P680- 690 ......... TAampa de eneAgía de PS 11

P700 . ............ TAampa de ene)Lgía de PS 1

P430 ............. Aceptok elect L6níco de PS 1 ( pígmento con

una banda de abzoteí6n a 430 nm) 

PC . .............. Pla,6tocianína ( posíble donadoA elect,,L6níco
de PS 1) 

Pi .. ............. F6,s6o) Lo inoxg4níco

PQ ............... Plaztoquinona

PMS .............. Fenazína metozul4ato

Q ................ Aceptot de electtonez p)Límatío' pata PS 11
RuDP catboxílaza . Ríbuloza- 1, 5- dílo,66atoca)Lboxíla3a ( cvLbo— 

xídí3mutazal

TAPS ............. ( Acído tkíz HídAoxímetíl Metí£amínop topa
no sull6nícol

X ................ Aceptwt de electAone,6 ptímaxío paka PS 1

Z ................ DonadoA de electAones ptímahío paAa PS 11
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El jujo de equivalentes reductoxes y la lotolosloxí- 

lacUn son dos procesos que se encuentran acoplados en el -- 

clotoplasto, í. e,, en la natutaleza ocutten Umul= neamente y

no es posible que se ejec= e uno, sin la ocuatencía del otto. 

El mecanismo de ente acoplamiento, se puede e4tudíatodítecta- 

mente empleando desacoplantez, que son aquellas mol1culaz que

permiten que el llujo electA5níco contínde ( en ocasiones eztí

muldndolo), y abatiendo a su vez la síntesis de ATP. 

Se mí= el electo dezacoplante de mono y díamínas lí- 

brez con díletente4 longitudes en su cadena hídAQcaAbonada, - 

resultando evidente que es necesario Mexto gtado de CHojo- 

Ocídad pata podet ejexceA su electo deracoplante. Así, las

monoamínaz aumentaton su electo al aumentat la longitud de su

btazo U~ Jobo, y las díamína4 jueAon manos potentes que las

monoamína4 cottezpondíente4 ( pot tener otro gtupo amíno que - 

les conjiene mayor polaxídad). 

Pata poder localízat la actividad de4acoplante de estas

amínas, se uníeton a selaroza, y se ensayo nuevamente su jec

to sobre el transporte de electrones y la síntesis de ATP, -- 

encontadndo4e que ninguna de las amínas mantuvo su electo de- 

zacoplante con excepcUn de lalmína de 12 carbonos, la cual

e= mul6 Ugnijícatívamente el llujo electn6níco míenttas ín- 

híbía la lotmací6n de ATP. Se ptob6 a su vez esta dodecame— 

tíléndíamína re6atora sobre la bomba de ptotonez, a la cual, 

ínhibi6 completamente; índícdndonoz un aumento en la petmeabí

lidad de la membtana. Se mídW az£> mOmo la actividad de e4 - 

ta díamina de 12 catbonez unida a zelatora zobte el llujo de

equivalentes teductotes en PS T y PS 1 sepatadamente, ptodu— 

ciIndoze una eztímulací6n en PS 1, míent= se ínhíbía PS TT

lígeAamente. En base a los resultados presentados y a la díz

cuzi6n poztetiot, es posible concluir, que las amínaz tal -- 
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meno,s £ a,& de cadena latga) tienen un 4ítío e4pecílíco de ín- 
0

tvLaccí6n que ze encuent ta apAoxímadamente a 21 A dude la -- 

paAte exteAna de la membAana del tílacoíde, el cual ez una te

gí6n ezpecí6íca del 6actox de acoplamiento ( tal vez la subuní

dad cíl pAoducíendo en ella una pextutbací6n que pxovoca una

modí4ícaci6n en la pe,,Lmeabilídad de la membAana, haciendo que

e,sta aumente y esté 6acílitado el pa,6o paAa loá pAotone,6 y -- 

cont,ka~ íonez, dí,6ípdndose así el gAadíente elect Loquímíco jot

mado pot la bomba de p)Lotones, y lo cual llevaAd al dezacopla

miento e_ntiLe la síntezíz de ATP y el Ilujo de equívalentes te

ductotez. 
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La vela no Mería nuevamente y el tat6n no podría

tezpíAak ha3ta que la tamíta de menta hubíeta re3tautado el

aíte". 

Pot los m0 zencíllos experímento4 con gases Jo3eph -- 

Miertley, ministxo íngléz, en 1771, Jue el pUmeto en encon- 

trat que las plantas podían hacet teveteíblez los electos de

combu= 6n y tezpítaci6n, = pezdndo4e a conocer la ímpottan— 

cía xeal de las plantas vetde4 en el equílíbrío ecol6gíco. -- 

Sín duda Pnieztley es conUdexado como el dezcubAídot del pp. 
cezo que actualmente conocemos como lotozínteníz, 

Líteralmente JotozínteW Zígnílíca SínteW con ayu- 

da de la luz". Esto cubre una gxan vatíedad de procesos en

químíca otgdníca e ínotgdníca. Sín embargo el téAmíno se

aplíca usualmente a una xeacc0n en paAtículat - la Untuía

de matetía otgdníca pot las plantas, en la luz- un ptoce4o

llamado tambíén " azímílací6n del caxbono". Esto, es el ptoce

zo bSíco de la vída - al menos como lo conocemos sobte la -- 

tíerna. Pot medío de él se crea matetía oagdníca a paAtU de

matetiales ínotgdnícon, teconztítuyendo la teserva de oxtgeno

en la atm6áleAa y almacenando la enetgía de la luz zolat pata
electuan las actívídadez vítale4 de los otganOmos. 

La utílízací6n de enexgía es un proceso eMníctamente

necezaAío pata la elaborací6n de matería ongdníca en las plan

taz verden Puesto que la célula JunCona e4encíalmente a

tempetatura constante, no puede utilízaA energía calotí› ca

pata tealízaA este tAabajo; pox lo tanto debe obtener y utílí

zar la enetgía a baja temperatuta a la vez que constante, en

un medío acuoso díluido y dentro de e4trechos límíte4 de con- 
centtací6n de íonez H~ geno. 
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Para asegurarse su energía, la célula ha perleccíonado

exttaondínaAíamente durante los largos períodos de evoluc0n

oAgIníca, organelos celulares con mecaníamos moleculates que

trabajan con gran e› 0encía en esas condMonez. Estos orpi
neloz son: las mítocondAías, lugar donde se lleva a cabo la - 

JoJoMaWn oxídatíva y los clotoplaztos, donde se ejectdan

los procesos Jotosíntétícon

La energía lumínoza captada pon los clotoplaztos es

ttanAlotmada a energía químíca, la cual se conserva en las

moléculas de ATP a través de un enlace de alta energía con un

grupo Joslato, La síntería de estas moléculas de alta enew- 

gía es un proceso acoplado al llujo de electrones ptoducído - 

pon la luz, í. e., no puede haber zínteW de ATP sí no hay - 
llujo de electrones, y este 6lujo electadníco tampoco contí— 

nuaM sí no se Jorma ATP Aímultdneamente, A pesar de la ím-- 

poAtancía del Jen6meno y de los grandes enjueAzo4 de4attolla- 
dos en esa dítección, todavía estamos lejos de conocer el me- 

canOmo de acoplamíento, ¡. e., el mecanSmo pon el cual un -- 

llujo de equívalentez teductoAes puede dan lugar a la Jotma— 

Wn de moléculas con enlaces de alto contenído enexgétíco -- 

como lo es el ATP, habíéndoze conveAtido en uno de los netos

W atrayentes de la Coquímíca modetna. 

Una de las Jonmaz de abordan este problema, es eztu--- 

díat el proceso ínveAno, Te., el mecanSmo de deracoplamíen- 

to, lo cual, se logra empleando 4Mancía4 como amínaz alíld- 

tícaz, atebrína, cloAopromazína, gxamícídína S, octílguanídO

na, nígerícína, FCCP, CCCP, tioloslato y otras, las cuales -- 

ocasionan la anulací6n de la lotolozlotílací6n, Wn ínhíb- 

se el transporte de electronea El transporte de electrones

líbetado de la te4tríccídn ímpue4ta pon el mecaníamo de aco— 

plamíento se acelera grandemente, al mOmo tíempo que la zín- 
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tesis de ATP decae. Las autancíaz que ptoducen estos ejec— 

tos tecíben el nombre de de4acoplantes. 

Las amínas tanto alíJtícaz como atomdtícaz se han una

deo extensamente pata estudiar este mecanismo, habiéndose te- 

pottado zuz ejectoz como desacoplantez clUícoz ( 1, 2, 3). 

El compottamíento M o menos aceptado de estas amína4

es el de Wansportador. m6víl, í. e., se ptopone que las moll-- 

culas de amína son capaces de zolubílízarse en la membtana -- 

del tílacoíde, pXotonaAze en el espacio íntetíox de esta veW

cula, entonces moverse hacía el extexíot de dicha membrana y
peAdet su íon hídt6geno en el medio externo cottespondíente

al e4troma del cloAoplazto C4). La contínua entrada y salida
de esta molleula cauzaM una péAdída neta de íone4 hídUgeno

al exteriot de la membtana y así pexmítíxd un Ilujo de elec- 

tAonez M Mpído 4ín JoJorílacAn. 

Sin mbargo, los conocimientos molecula= sobre la ín

teracc= n de las aminaz con los discos tilacoídes, distan mu- 

cho adn de ser medianos; esto tal vez es debido a que e4tay- 
amínaz síempte que se han ensayado, se han añadido al medio - 

en Jotma libte, í, e., sin tenet limitada su movilidad, por lo

que no se puede zabet si e= n actuando por la parte exUAna

de la membrana, embebidas en ella, ínteAaceíonando en su paA- 

te intetna o zolubílízadaz en la Ja4e acuosa de su ínteMon

Así, el objetivo jundamental del presente trabajo es - 

localizat el sitio de ínteraccí6n de las amínaz en la memb& a- 

na del tílacoide, y en base a esto, discutía su posible meca- 

nOmo de aceí6n en la lotolozlotílacídn. 

Sabiendo que el JactoA de acoplamiento es un elemento

clave en la conexí6n del transporte de electtone4 y de la Un



tezín de ATP, y conocíendo ademds que ente CF 1 se encuentta - 
hacía la supealície de la membrana es de espetaAze que la ac- 

cí6n de las moléculas dezacoplante3, esté uttechamente xela- 

cíonada con dícho 6actoA. Así, es ímportante, el ptobat amí- 

nao que tengan reztAíngída su movilídad y a las cuales las p 

damos controlat su d0tancía de intetaccí6n dentto de la mem- 

bAana, pot medío de la longítud de su brazo hídtocatbonado, y

así, ttatas de localízas el Mío ezpeejíco en el cual díchas

aminas actdan pata ejectuar su activídad deracoplante. 

Lo anteríot se pretende lopar, uníendo dlamínaz de -- 

díletente4 longítudez a 4e6atoza INH
2

CCH
2

InNH
21 donde n = 2, 

4p 69 89 10, 12] , con lo cual nos quedaWn las monoamínaz -- 

cotrespondíentes ( ya que uno de los gtupoz amino e= ínvolu- 

crado en la uní6n con la re6aAo4al, Estas amínas unídaz a -- 

zelano4a zWn añadídaz como reactívo a la mezcla de teaccí6n

y tendAn dejínítívamente teztxíngída su movílídad, ya que no

poWn actuar dentro de la membrana a mayor d0tancía de lo - 

que longítud de su brazo leo petmíta, pudíendo localízat de' - 

esta maneta, mds o menos con exactítud su Mío de aceí6n como

de4acoplantez. 
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Pa,ta compAendex todos loz ptoce4oz 6otozíntétícoz que

ze llevan a cabo en los c1mopla4toó, ez necuatío conoceX -- 

mU a 6ondo la motIología y ezttuctuiLa moleculat de lo4 míz-- 
mo4, paAa lo cual ze Aevíza Ldn bAevemente algunoz azpectoz -- 

conloxmacionale4, a 6t como 6uncíonalez de laz membtanaz invo- 

luctada3 en laz lotot)Leaceíone3. 

T. MORFOLOGTA DEL CLOROPLASTO

El tamaño y la 6otma del elotoplazto vatían de un típo

de planta a ot)Lo y en ocasíonez de célula a célula. Míde -- 

apnoxímadamente  y puede tenet Jotma tanto ovalada como ez

6ltíca ( 5) . 

La e stxuetu)La de los cloPLoplastos e3 companable a la - 

de laz mitocondtías. Tíenen una doble membxana extetna muy

Jndgíl llamada envoltuta, que zítve de batAeta de petmeabílí- 

dad entte el cítopla4ma y el ezttoma del clo)Lopla,6to ( 6íg. 

A y IBI y una membtana ínteAna, que e,6 contínua peto e.¿td

plegada de modo muy complejo. La membtana íntvLna e3td jo)Lma

da de mdltíples vezículas aplanadas, llamadaz dízcos tílacoí- 

de,s, que usualmente e,6tdn apíladaz t tan,6veA,6almente pot el -- 

c1mopla4to. E4taó hacínaz tecíben el nombxe de gtana ( veA

líg, IA y 19). Estoz gtana estdn íntenconectados pot el zíz- 

tema lamelat del estAoma, entendíéndo,6e pot ezttoma, la ma--- 

t,tíz ptoteíndcea donde se encuenttan las enzímaz del cíclo de

Calvín, delímítada pwt la doble memb) Lana del tílacoíde, la -- 

cual, contíene en adící5n al siztema lamelat íntvLno del clo- 

kopla,6to un cívLto námeno de e,6txuctuxa3 pattículaites, ví'6í-- 

blez al míctozcopío eleett6níco, laz cuales íncluyen tíbozo— 

maz y hebtaz de DNA. Se sabe ahona que ambo3 componentes jue

gan un papel ímpottante en la autotAegulací6n y neplícací6n - 



Me. bre. 6 exter. 0
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1, 90ht* 00 1, 10, 19

Dice* M. COIda

Fig. lA. Dibujo esquemático mostrando la dísposi
ci6n de las membranas en los discos tilacoides.— 

Fig. 1B. Fig. 1C. 

Cioroplastos clase 1 Cloroplastos clase Il

con doble membrana) ( sin membrana externa) 
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del clotoplazto C61. A menudo se encuenttan gAanoz de almí— 

d6n y gAaza entte las lamelaz del clotopla4to, 

Los grana contienen e4encíalmente todos los pígmentos

JotozíntItícoz del closoplazto, y también las enzímaz neceza

tías pata las xeaceíonez pimariaz dependientes de la luz. - 

Las membtanaz tílacoídes son los sitios de la estructura don

de se hallan los sistemas destinados a la captura de la luz. 

El sí4tema lamelaA de la membrana íntetna puede ret lí

betado del utroma al tompet la membrana externa, Aíndíendo

toda una gama de pattículaz que va desde di3coz tílacoídez - 

aíalado3 a gtana completos, que pueden tecupetan4e por centrí

Jugacíón díletencíal - clotopla4toz clase 11. ( vet líg. IC). 

Dada la importancia de las Juncíones bíol6gícaz chítí- 

ca4 que tuíden en la membrana, y pata conoces los mecaníamoz

molecularez, mediante los cualez se ejectdan, es pnecíso ante

todo, conocet la eUructuxa de las membtanaz biol6gícas. Así, 

se han de aclatas tanto los pAíncipíoz genexalez como los de~ 

tallez de la otganizací6n de las pAoteínaz, lípído3, hWatos

de catbono y de los constituyentes testantez de la membrana. 

Esta eMuctuAa se ha Watado de vínualízat mediante - 

díletentez modelos, de los cualez, el mda aceptado en la ac— 

tualídad es el " modelo del mozaíco 6luído" ( 7) Clíg. 2). En

este modelo, los Joajolípídoz Jorman una doble capa dízcontí- 

nua, con tus cadenas hídxo66bícas orientadas hacía el ínteníoA

y las cabezas polamez hacía el extetíox, de igual maneta que

como Jue poMulado por Davzon y Daníellí en 1935 ( 8), donde - 

las proteínas de conloxmací6n> , hoja plegada y JoAma Jíbtí- 

lat Jotmaban una capa contínua adhetída a las caras hídrolílí

caz de las bícapar de lípídoz. A díletencía, en el nuevo mo- 



Fig. 2A. Esquema del modelo membranal del Ilmo
saico fluido". No se muestran los fosfolipi-7
dos asociados de manera especial con las pro- 
teinas. ( P) proteínas; ( L) lípidos; (- y+ ) - 

representan los residuos i3nicos de la super- 
ficie. Tampoco están representados los carbo- 
hidratos. 

Fig. 2B. Esquema tridimensional del " modelo - 

del mosaico fluido". Los cuerpos s6lidos re— 

presentan a las proteínas globulares inteEra- 
les que se encuentran distribuidas al azar -- 
dentro de la bicapa lipídica. 



16 - 

delo de SíngeA, la4 ptoteína,6 3e pueden enconttak tanto en el

extetíot - como en el modelo de Daníellí-, llamdndoze petíáé 

tícaz, como patte de ellas 6umeAgídaz dentxo de la bícapa y - 

patte en el extexíoA, denomíndndose íntegtale.6. Algunas ottaá

pAotetnaz ze encuenthan at,,Lave4ando la membAana de lado a la

do y eztdn ancladaz a ella pot una setíe de amínodcídoz apola
ne,s que 6e líjan a la paxte hídtoj6bíca de la bícapa, conte— 

niendo alguno.6 otAos amínodcídoz del típo polat hacía loz ex- 

ttemoz. La4 pAoteínas en e4te modelo zon de natuAaleza anjí- 

pdtíca con ptedomínancía en la conjotmací6n de o<- hélíce. 

En condícíones 6ízíol6gícaz, lo,6 lípídos que coutítu- 

yen a la membtana, ze encuenttan en e3tado líquído, poA lo -- 

que el mozaíco pne,6enta 6luídez, pudíéndo.6e ví.8ualízaFL a la,& 

ptoteína-,s como í_..r_ebet9z 6lotando líbtemente en un océano lí- 

p£ díco. E4ta ín6etencía de movílidad de laz ptoteínaz en la

membxana, tepAesenta una gtan díletencía con el modelo de

Davzon y Daníellí, en el que la membxana exa una esttuctuta

tígída. 

Sí tomamos en cuenta la4 tuttíccíonez exíztente.6 pata

planteat un modelo de membtana, tendxemo4 que aceptaA que e 6

nece,saAío pata tenet una e4ttuctuta lo m4,6 utable po4íble, - 

el que laz inteAaccíonez hídAo66bícaz e hídto6Uícaz eztén ma

ximízadaz en la membAana, ademdz de enconttatze en el estado

de eneAgía líbte md3 bajo en el medío ambíente acuo4o que la.6

todea. Pata esto e,& necuatío que los tezíduo4 de amínodcí-~ 

do,s no polatez de laz ptoteínas, junto con laz cadenas de los

dcídoz gha4o s de lo3 Jo3jolípídoz, e6tén secuesttados - en el

mdxímo gAado posíble- del contacto con el agua, mientAas que

loz gtupoz polatez y í6nícos de laz ptoteínas, conjuntamente

con lo4 de loz lípídos y olígozacdxido3, deben e3tat en con— 

tacto con el zolvente acuo3o. Como mencíone con antetíoAídad, 
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e,stoz tequeAímíentoz zígní6ícan xezt)tíccíones a lo.6 modelo 6

de estnuctuta de membxana; en pattícuIaA, hacen pa)iecet muy - 

poco p Lobable el cMíco modelo de akAeglo t)Lílamínat, con la

bícapa contínua de lípídoz cubíeAta a amboz lados pon una mo- 

nocapa de piLoteína,&. Ezte modelo ez texmodíndmícamente íne,6- 

table, ya que no zolamente eztan loz jLezíduo4 de amínodcídos

no polate4 expue4toz al agua, Aíno que loz g,,Lupoz polaPLez y - 

i6níco 6 de loz 6oz6olípído4 ezt&n obztaculízado-6 poA una ca— 

pa de pAoteínaz del contacto del agua. Po& lo tanto ní la4 - 

ínteAaccíonez hídAo66bícaz ní hídto6Uíca,6 e,6t¿ín maxímízadas

en el modelo clUíco. 

El " modelo del mosaíco 4luído" e,6 el áníco modelo mem- 

btanal dezc)Líto hazta la jecha que ez conzístente tanto con - 

laz pAopiedadez 6ízíca4 y estiLuctuxales de laz membAanas, co- 

mo con la4 Le4tiLíccíone,& te)Lmodíndmícaz exíztentes en Uta.6. 

11. CICLO DE CALVIN

La 6otozíntezíz conzta de doz 6azez: una oscuta y una

lumínoza. La jaze ozcuiLa ze ejectila en el ezpacío matgínado

pox la doble membxana ( dezctíto ya como ezt)Loma y cuya,6 canac

tetízticaz genekalez ze han apuntado con antetíotídad) y com

ptende la azímílací6n del bí6xído de caAbono pata la 6o& ma-- 

cí6n jínal de hexoáa4 en el cíelo de Calvín ( 6íg. 3) ( 9). 

El acepto& p LímaAío del bí6xído de caxbono ez la tíbu- 
loza- 1, 5- di6o&6ato, dando luga)L a la 6oxmací6n de un dcído de

6 caAbonoz, el cual pot una hídx6lízís y zubzecuente dízmuta- 

cí6n - oxídací6n de un gtupo cakbonílo a caiLboxílo y teduccí6n

de otto a alcohol- da lugat a do4 moléculaz de dcído 3- 6ozlo- 

glícéxíco. La enzíma que lleva a cabo ezta Aeaccí6n combína- 

da e,& la caAboxídí4mutaza o tíbulo4a- 1, 5- dí6oz1ato catboxíla- 

6 a. 
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La xeducci6n del gxupo caxboxílo del Icído 3- 6oz6oglí

cé Lico a aldehído se supone que e4t¿f dada pot el equivalente

LeductwL zintetízado en la luz, NADPff, peAo tomando en cuen- 

ta que el potencial de NADPH Eo = - 0. 35 V, no ez lo . 6u6ícíen

temente negativo . paha xeducít un gtupo catboxílo con un Et 

0. 5 V, ze ha 6ugetído que ezta xeduceí6n puede ze/L pozíble

zí eztíf acoplada con la hídt6lízíz de una molécula de ATP que

líbe,te enexgía. A,sí, el dcído 3- 6oz6oglicéníco se Joz6oxíla

en el siguiente pazo a deído 1, 3- di6ozloglícétíco. Este dl - 

timo es un 6o,66ato de alta eneAgía, ya que el segundo nadícal

6o4lato estd unido a un gtupo caAboxílo, Ezta teaceí6n ez - 

catalizada pon una cína4a. Ahota el deído 1, 3- dí6os6oglíce— 

tíco puede 6ex xeducído pox NADPH zi el gxupo Joz4ato de alta

eneAgía e4 símultIneamente e,6cíndído. El ptoducto de e4ta -- 

Aeduccí6n da luga L al 3- 6oz6oglíceAaldehí*do, pwL medio de una

de.shídxogenaza. 

En este punto e.6tamo,6 ya a nivel de caAbohíd Latoz, sí

conzídetamoz el 3- 6ozloglíce Laldehído como tal. Su ttan4lot' 

mací6n en ot)Loz canbohídxato4 mayotes como pentozas - xíbulo- 

za, tíbo,sa- o hexo,sa,s - gluco,sa o Ituctoza-, puede ocutAí L pox

convet,6íonez enzímdtíca-6 sin tequetímíento adicional de enen- 

gía ya que todos tienen el mísmo nivel de teduccí6n; aunque - 

se zabe que se tequíete otta mo1élula de ATP paAa la convet-- 

4í6n de iíbuloza mono6oz6ato o tibulo4a dílo,sJato. 

El glicetaldehido- 3- 6o,&6ato 6uJxe una izome)Lízací6n

paxcíal - con la ayuda de una izomeAaza-. en díhídtoxíacetona

6oz6ato, Una molécula de glícetaldehído- 3- 6o46ato y otna de

díhid Loxiacetona 6oá6ato se combinan - bajo la acci6n de una

aldola,6a- pvta & tmvL una molécula de 6tucto-6a- 1, 6- dí6oz6ato. 

Ezta molécula píetde un gA ' upo 6oz6ato - pox acci6n de una Jo, s" 

lataza- 6ojtmando l tuctoza- 6- mono 6o4 lato, la cual con ayuda de
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una ízometaza, 6u6ke una ízometízací6n patcíal a glucoza- 6- 

Joz6ato. Una vez que loz mono6o46atoz de glucoza y 6tuctoza

se han 6otmado, se pueden JoAmaA catbohídtatoz de pe4o mole- 

culat mdz elevado como zacatoza o almíd6n. 

Dezpuéz de e4te punto, la -6exíe de teaccíonez ziguÁ . en

tez pata completaA el ciclo, tienen poA objeto el tegenetat

la Aíbuloza- 1, 5- díloz6ato. Azí, la Itucto4a- 6- 6o46ato Jotma- 

da ze combina con una molécula de gliceAaldehído- 3- 6oz6ato

pata dv¿ (con ayuda de una ttanzacetolaza) una molécula de

xílulo,sa- 5- 6ozlato y oPLa de vLítAoza- 4- Jo4jato; ézta altíma

4e une a zu vez a txavéz de una aldolaza con una molécula de

díhíd Loxiacetona- lo,s6ato pata dat una molécula de zedoheptu-- 

loza- 1, 7- dí6oz6ato, la cual pot accí6n de una Jo4jataza píeA- 

de un gAupo 6oz6ato pata quedak convettída en zedoheptuloza- 7- 

goz6ato. Ezta zedoheptuloza- 7- loz6ato, puede combínat4e ahota

con una molécula de glícenaldehído- 3- 6o46ato pata tendík pwt - 

la aceí6n de otta ttanzacetola4a, una molécula de tíboza- 5- loz

6ato y otta de xíluloza- 5- 6oz6ato. Eztoz doz altímoz pAoduc- 

toz', el pAímeAo poA la aceí6n de una ízometaza, y el 4egundo

po t la de una epimvLaza, van a AendíA tíbulo4a- 5- 6ozlato, la

cual, 6ínalmente a t)Lavéz de una 6oz6ottíbulocínaza va a pto- 

ducít la tíbuloza- 1, 5- di6oz6ato, necezaAía pata empezat otAa

vuelta del ciclo. 

Dezpuez de que el ciclo ha dado zeíz vueltaz, ze han

conzumído 12 moléculaz de NADPH y 18 moléculaz de ATP paha -- 
dvt lugaA a una molécula de hexoza a paAtín de la íncoxpoAa-- 

cíón de 6 moléculaz de CO 2* El xezto ha zetvído paAa Aegene- 

AaA la tíbuloza- 1, 5- dí6oz6ato. 

Loz equívalentez PLeductoAe,6 ( NADPH) y la eneítgía ( ATP) 

conzumida dutante el cielo de Calvín zon metabolítoz que ze - 

ptoducen dutante la 6aze lumínoza de la 6otoStntesí 6. 
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T11. EVENTOS PRIMARIOS DE LA FOTOSINTESIS EN LA LUZ

Toda la zetíe de Xeaccíonez que pentenecen a £ a la -6e - 

luminoza, como son: absotcí6n de la enetgía tadíante; ttanó- 

6etencia de uta enetgía; zepaAací6n de catga3; ttanápotte de

eleettone 6: evoluci6n de oxígeno: z£ ntesí,6 de ATP y teduc— 

cí6n del NADP", ze e6ectdan completamente en la membAana del

tílacoíde ( vet líg. l). En ezte lugah ze encuentAa la cadena

ttanzpoAtadota de electAone,6, a ttavé4 de la cual 6luyen loá

eleethonez ptovenientes de la oxidací6n del agua y que zetcfn

captado4 poA el dltímo aceptok, NADP , pata dwL NADPH. El - 

ATP ez zíntetízado en un pAoceso acoplado a ezte 6lujo elec— 

t tdnico 6otoínducído. 

C6mo áe ptoduce ute 6lujo de eleethonez?, PaAa con- 

tezta)L ezta ptegunta, e,6 necuatío hablat de lo s eventos pxí- 

maAioz en la abzoteí6n de la luz po) L laz plantaz ve,%dez. 

A, AbzoAcí6n de la Luz, 

La 6u3í6n tenmonuelea..t en el zol ptoduce un contínuo - 

ezpect Lo de Aadíací6n, dezde el ulttavíoleta, pazando poX el

vízíble ha4ta el ín6tattojo, Ezte ez el ezpectto cl4-6íco de

un cuetpo calíente que tíene una tempetatuka en 6u 6upetJí-- 

cíe de 600V C. Esta tadíací6n e3 abzoAbída pot loz pígmen— 

to4 de la4 plantas. Cuando la luz e4 abzoAbída pot la mate— 

tía, cada guantum ez tomado pot un dtomo índívídual o molécu- 

la y la ene&gía total del quantum ez ttanzmítída a el. El

dtomo o molécula que ab3onbí6 el quantum se " excíta", í, e., 

cambía de zu utado noAmal de baja enehgía - mdxima e stabilí-- 

dad- a un utado excítado ) Líco en ene)tgía ( 6íg, 4). De acuet

do a la temía de la esttuctuta at6míca y moleculat de Bohx, 

un títomo o molécula puede exi.6tí, dnícamente en una 6eAíe de
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Fig. 4. Representaci6n del estado basal ( Eo), 

del átomo o molécula, en el cual existe, en - 

la ausencia de una activaci6n externa . Las lí

neas superiores ( El y E2) representan estados

de excitaci6n electr6nica - la i1nica clase de

estados excitados posibles en un átomo. 
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e,6tado,s d¿ scketos de eneAgía electx6níca. 

Solamente la luz ab.6otbida puede exc¿taA a laz molécu- 

laá, poA eáto examínatemoz loz pígmento4 catacteAíztíco.6 de

laz célula.6 6oto,6íntetícas que ab.6oiben la luz. 

a. Pigmento JotoAint6tico4

Loz pígmento,& 6oto,6íntétícoz pueden & en claaí6ícado—s

en 3 g tupo4 p Líncípalez; cloto6ílaz, caxotenoidez y 4ícobílí

na,s [ ve,% tabla l), La Juncí6n de utoz pígmento4 ez 4umíníi

ttat a la planta un zíztema elicíente de abzohcí6n de luz a

t)Lavé,& del upecPLo v¿ óíble. Eáta eneAgía e,6 entonces tAanz

6e,tída a lo3 centAo,6 de xeaccí6n donde ez utilizada paXa laz

eaccíonez Jotoquímícaz, El conjunto de pígmentoz ínvolucita

doz en la abso,%cí6n de luz ( y ttansletencía de enciLgía) ze - 

conocen como pígmentoz cozechadoAez de la luz. 

i, Cto,%o6itaz

ffay doá ela,6e4 de eloAolílaz en plantaz zupetioAe4 V
alga,6 vetde.6: cloxo6íla a y clo,%o6íla b. ( ve,% 6íg, 4 bíz). 

La clotolíla a, e,6 el pigmento mU numetozo y eztd -- 

pte4ente en todos loz otganí,6moz 6otozíntétícoz que ptoducen

oxígeno moleculat. Se han poztulado vaAía-6 Joxmaz de clo)Lo-- 

líla a: clo a 6601 elo a 6701 clo a6801 elo a 6, 5, clo a6901 - 

clo a 700- 720' El subíndíce indica la mdxíma ab4ojLcí6n del — 

tojo Ye3pectívamente ( 10), Laz 6okmas de clo a de coxta lon- 

gitud de onda zon lluoAezcentes y ezt¿fn piLedomínantemente en

PS TI. Laz Jotmas de longitud de onda latga, zon debílmente

IluoAe,scente,6 y eztdn pte,6ente,6 pftedomínantemente en PS 1. 

La clotolíla b, e,6td p) Le,6ente en todaz lazplanUz zupe

xíote,6 y alga,6 vetdes, Su ab4oxcí6n en el tojo ocuA Le a -- 
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TABLA 1 ( 1 1 ) 

PíMnto Ocutrencía Funcíones

T Clotolílas

closolíla a todas las plantas cozechadota de luz, 
loto3íntetízadotas centAo de Aeaccí6n. 

excepto bactetíaz) 

clonolíla b plantas zupetiotez conechadota de luz

y algas vetdez. 

11 Ficobitinaz

Jícocíanínas paíncípalmente en - corechaMez de — 

algas venden- azulez, luz. 

tambí1n algas tojaz, 

allojícocíaní algas xojaz y vende- co4echadoAez de = 

na azules luz, 

JicoetítUna píncípalmente en al cuechadores de -- 

gas tojas, tambíén 7 luz. 

en algas azul" veAdez. 

111 Carotenoídes

m Q catotenos 0. En muchas hojaz

y cíextas algas, En

algas tojas y un gxupo
de algas vexdez ( Sípho

nalez), Es el cantote- 

no que exíste en mayot Míncípalmente -- 
cantídad. como antíoxídan— 

J , Míncípal caxo— ten, cozechadote4

teno de las demO play de luz en menox
tas gxado. 

xantolílaz pUncípal carotenol de SíAven poco como
luteína hojas verdez, algas -- co4echadoxes de

veHez y Aojaz luz, sulten un cí- 

zeaxantína segundo mayot caAote-- 
clo de oxígenací6n

víolaxantína nol de hojas
deroxígenacM, la

Juncí6n del cual - 

se desconoce. 
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650 nm. Se píen,6a que exísten do3 6oxmaz: clo b 640 5 elo
b

650* 
La mayot ptopotcí6n de cloto6ila b ezt& piLezente en

PS li. 

ii. CaAotenoidez

Son lo,6 pígmento,6 natanja y amaAíllo encont4ado4 en - 

cazí todo4 loz ongan¿ smo,6 gotozíntétícoz. Hay doz clazez de

caxotenoíde,6: a. CvLotenos , de loz cualez el 113 - cwLoteno - 

e,s el ( vvL gíg. 4 bíz) md.¿ comdn, 4on hídxocaiLbunoz, ab so) L-- 

ben luz azul. b. Canotenolez, 6on alcoholez y 4on comunmen

te llamado3 xantolílaz. E4 aceptado genetalmente, que la -- 

mayotía de lo3 caxotenos e,6tdn p. Lezentez en PS 1 y xantolí— 
la,s en PS 11. 

iii. Ficobitinaz

E,6tdn pte,6ente,6 en algas toja,6 y azul- vexde4, zon te- 

tAapít Lole4 de cadena abíeAta. Hay doz clazez de 6ícobílí-- 

naz: a. Fícocíanínaz, laz cualez pAedomínan en alga4 azul- 

vetdez y ab sotben a 630 nm. b. Ficoe-,Lít)Línaz, pILedomínan en

alga,6 - kojaz y abso tben po) L 540 nm, La4 jícobílína4 e4tdn a4o

cíadaz ptíncípalmente con PS 11, peAo tambíén e4t&n ptezentez

en PS 1. En la líg. 5 . 6e puede vex un modelo de la compo,6í-- 

cí6n de loz doz 6ístemaz pígmentaAíoz en planta4 vetdez. 

B. DLans1exencía de Enetgía

Una vez que los pígmento4 han captado la enekgía iLa-- 

díante en jotma de 6ot6n. Ezta enexgía Ze tkanzmíte a ttavé,6

de todos los pígmento4 hazta llega)L al centto de & eaccí6n, - 

donde e.6 convettída en enetgía químíca. La ttan.61etencía de

enengía puede 3e, -L de dos típo4, 
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Fig. 5. Híp6tesis de la distribucí6n aproxim - a

da de los diferentes pigmentos en los dos fo! 
tosistemas pigmentarios en plantas verdes. El

símbolo F seguido por los números se refiere
a las bandas de emisí6n de la fluorescnecia - 
correspondientes. Las condiciones en las cua- 

les se observaron estas bandas, están enlista

das entre paréntesis. Los numeros que siguen

a la clorofila representan la absorci6n máxi- 

ma aproximada en la porci6n roja del espectro. 

Como se muestra en la fig. 8, se asume que el

PS I está 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 energía de excitaci6n entre los dos fo

tosistemas es posible. 
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a. Ttan.66etencia hete&og6nea

La ttan,66etencía hetetogénea ínvolucta, la tiLanz6eAen

cía de la enetgía de excítací6n entte pígmento,6 de dí4exente

cla.6e -- la enetgZa abzoxbída pox pígmentoz de dí6exente claze

a la cloAo6í£a, ez zíempAe tAanzletída a é,6ta áltíma). 

Se sabe que zí una molécula ab,&o,%be a una deteAmínada

longítud de onda, Iluotuce a una longítud de onda mayot. 

A,sí, la ttans6etencía de enexgía hetetogInea conzízte en la

yuxtapo,síci6n de la banda de 6luotescencía del donadoA y la

banda de abzotcí6n del aceptox, tepte3entada en la 6íg. 6. 

6. TAans6etencía homogénea

La ttansle Lencía de enexgía de mañeAa homogénea ímplí- 

ca el ptocezo de míg& ací6n de la enetgía de excítací6n a tta- 
vé,s de mol1culas de la mízma claze. En ezte cazo la enetgía

abzoAbída puede mígtax de una molécula a otta como eneAgía de

excítací6n, í. e., puede llevaAze a cabo pot el ptocezo de mí'- 

gAaci6n de excítones, Un excít6n conz¿& te de un electt6n " ex

cítado" y una catga po4ítíva o un hoyo - dejado pot la ttan46e

Aencía del electt6n al e4tado excítado. Ezte pat 4e movetía

conjuntamente de una molécula a otxa. El ptocezo de mígxací6n

del excít6n no ímplíca sepatací6n de catga4. 

c. Sepatací6n de catgaz

Una vez que la eneAgía alcanza el centto de teaccí6n - 

p& esumíblemente un dímeAo de cloto6i1a Fong( 12) oiLganízado

de maneta ezpecial, con la4 cloto6ílaz unidaz a ttavéz de -- 

puentez de hídn6geno del agua ( 131- ez convettída en enetgía

químíca, con la pAoduecí6n de un equívalente oxídante y otto

AeductoA. Ptimeto el centto de Aeaccí6n alcanza el utado de
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Fig. 6A. Diagrama de niveles de energía de clo b
y elo a, indicándose porqué es posible la trans- 
ferencia de energía desde el estado excitado más
bajo de elo b a la clo a. 
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Fi 6B Yuxtaposici6n de la banda de absorci6n

AI* de ¡ a elo a con la banda de fluorescencia - 
de elo b ( F). La yuxtaposici6n se indica por la

zona sombreada. 1



Absercion '*,-- Fluorescenciaore,. 

Horriogenea ( S y A son iguales) 

Fluorescencia

de 5

Absorció1n Absorción
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Fig. 6C. Yuxtaposici6n entre la banda de fluo

rescencia de un donador y la banda de absor- I- 
ci6n de un aceptor, del cual depende la efi— 

ciencia de la transferencia de energia " baja". 

La yuxtaposici6n se muestra por el área 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). 
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síngulete excitado. Inmediatamente dezpuéz de ute evento, 

el aceptot pAimaxio de electxonez 6e ) Leduce y el centxo de - 
xeaceí6n ze encuentxa oxidado, el cual postetíotmente necíbe

un electt6n del donadot p)LímaAío de electAonez. Azí, el cen

tto de xeaccí6n vuelve a zu utado oiLígínal, peAo el donadoA

p Límatío de electtone3 y el aceptoA eztdn oxidado y ) Leducído
te,spectívamente ( veA 6ig, 11. 

TV. EVENTOS SECUNDARIOS DE LA FOTOSINTESIS EN LA LUZ

Una vez que 4e ha ) Lealízado la zepatací6n de caAgaz, 

í, e., que la enetgía de oxído- teduceí6n o eléettíca, 4ueeden

lo,6 eventos 6ecundatío.8. como eó el t)tanzpohte de electhonez

de.8de el agua al NADP«". 

A. Ttanspotte de Elect)Lonez a Ttaves de la Cadena - 
Foto,síntétíca

De acue)tdo al modelo pAopue 6to poh Híll y Bendall -- 

14 la 6ototteaccí6n 11 oxida al agua pata líbetat oxíge- 

no, y & educe a Q, míent Laz que la lototteaceí6n 1 teduce un

acepto)L electt6níco de bajo potencial ( X) y oxida a P700. 

Recientemente ze ha sugexído que Q puede zeA equivalente

a un componente que p& oduce un cambio de abzwLbancía a
500 nm. dezcAíto como C550 ( 151, y zímílatmente X, a un com

ponente ductíto como P430 ( 161. P700 oxidado ez Aeducído

pot el componente' o teducído, vía laz keaccíone4 exetg6nícaz

del tAanzpotte de electAonez, que eztdn acopladaz a la 6oto- 

6ozJwLílací6n no cíclica del ADP. Se ctee que lo,6 aca thea- 

dotez que catalízan el ttanspotte de eleettonez zon Cít b559
bajo potencíal, PQ, Cít 1 y PC, en eze oxden ( 27). BB" e

y ftamex ( 18) demostta)Lon que hay un zítío de 6oslo tílací6n

entAe PQ y Cít 6. El acepto)L electx6níco de bajo potencial
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Fig. 7.- Separaci6n de cargas. La clorofila ( elo) 

puede mediar la transferencia fotoquímica de un
electr6n, desde una molécula donadora D hasta - 
un aceptor A, dando lugar al donador oxidado D* 
y al. aceptor reducido A-. 
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X) pata PS 1, puede teducít el NADP+, vía FRS - áu3tancía te- 

ductota de la 6ettedoxína- y jetxedoxína, enttando el NADPH

al cíclo de líjací6n del canbono, o puede Aeg) Le saA zu electt6n

de X- a un acatteadoA íntexmedíatío - pAobablemente vía Cít

b
6* 

En el altímo cazo, el ttanzpotte de electtones ttaza un

ciAcuito ceAkado, utílízando 4olo PS 1, el cual ze conoce co- 

mo ttan spotte de etcttones cíclío y a la 6otmací6n de ATP --- 

acompañante ze le ha llamado 6oto6oz6okílací6n cíclíca ( 19). 

a . Componente3 de la cadena de tnanzpotte electt6níco. 

Us ímpottante paAa comptendeA mejot como ze e6ectda el

ttan3potte de electtones ductíto, a4í como loz ptocezoz a4o- 

cíado 6 que áe deóc)LíbíAdn posteAíotmente, e£ conoceA un poco

md.6 detalladamente cada uno de lo s componentez de la cadena - 

a ttas7es de la cual lluyen los equívalentez teductotes, a,6í, 

como Au localízací6n ezpacíal en la membhana del tílacoíde. 

i NAVP

Ez el aceptox electt6níco 6ínal en el ptocezo de ttan.6

potte electA6níco jotosíntético. La ezpecí6ícídad pata NADP
4, 

mcf,s que pata NAD" e.6td dada pot la 6extedoxín- NADP + -teductaza, 

la cual ze ha demozttado es especílíca pata NADP+, aunque en

alguna s condícíones ( 201 ( NAD+ puede 6etvít como un aceptox - 

jínal ejícíente. 

ii, Fd - NADP ) Leductaza

E, s una # avoptoteína que contíene FAD'. La enzíma ez - 

e,5pect6íca pata 6us donadotes electA6nícos - Fd o NAM- peAo

no e,6pecí6íca pata su<s aceptoAez, que pueden 4et colotantes - 

le,ttícíanu to, DCTP-, cít 1, PC, NADP y Fd. Laz ptíncípalez

evídencíaz de la po,6ící6n' de Fd - NADP+ - teductaza mencíonada - 

en la 6íg. 8, . 6on: a. Su AequeAímíento pata la teduccí6n de

NADP + ( 21). b. La velocídad de su 6oto,,teduccíón pon cloto— 



o- NADP* 
Ftr, edox, no.- ADIO Reductos* 

o rotoño* 17

R S

PSI
X P70

P430) 

CICLICO @* t

solo

1--- 1 i ¡ t f

ATP ADP + Pi ADP+ PI

ATP

11 Bajo Condicl "" 
la

sol CICLICO

boj : ff
Q Aceptor 1 — - - 

C550) p, 

2H
jPSII %+ 204H --- tZ

Eo' - 04 0 - 04 - OS v

Fig. 8. Esquema Z para el flujo de electrones en la fotosíntesis. Las
dos flechas, gruesas, negras, horizontales, representan las dos reac- 
ciones luminosas; todas las otras son reacciones en la oscuridad. El

flujo de electrones desde el agua hasta el NADP* se designa como flujo
electr6nico " no cíclico", y desde el aceptor primario del sistema pi£ 
mentario I - PS I- a los intermediarios entre los fotosistemas - plasto

quinona o plastocianina- oomo " cíclico III. Un flujo cíclico similar :: 
de electrones involucrando solamente el sistema pigmentario II - PS II - 

puede existir también y podría designarse como ', cíclico IIII. 
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plaztoz aízladoz, u línealmente de-pendíe-nte de la cantídad

de Fd keducída poA el NADP + en pAepaAacíonez de clonop£aztoz

e4 completamente ínhíbída poA la adicí6n de un antícuvLpo -- 

contta la 6lavop&oteína ( 22). Ultímamente ze ha ví4to que la

enzíma 6otma un complejo 1: 1 con la Fd ( 231. 

iit, FeA& edoxina Fd- ( 241

Ez una piLoteína con híeAto y azu6te con un bajo poten
cíal xedox - E

0 = - 
0, 42 V- Laz evídencíaz de zu Juncíonamien

to en la pozící6n índícada zon: a. Se tequie)Le su adící6n

pwLa la xeduceí6n del NADP + , en clo)Loplaztoz a loz que ze lez

ha quítado. b. Ez teducída en clo)Loplaztoz a loz que 4e le

ha extAaído la Fd - NADP
4. -

heductaza y 6uncíona tambíén en pte— 

zencia de un excezo de antícuekpoz contyLa la Fd- NADP+ teduc— 

taza, el cual inhíbe completamente la teduccí6n del NADP+. 

ív. Sustancía Aeductota de la lexAedoxína - FRS ( 25). 

ffay mCtltíplez evídencíaz índíAectaz de la exíztencía - 
de una 4u4tancía de bajo potencíal, al)Lededox de - 0. 55 V. -- 

entxe PS 1 y Fd. CloiLoplaztoz extAaídoz de FRS mue4ttan una

capacídad dí4mínuída pata xeducít NADP+ en pte4encía de 6ptí- 

maz cantídadez de Fd y de la teductaza ( 261. La adícíón de - 

FRS Autauta esta actívídad. La actívídad de un antícuexpo - 

que teaceíona entte PS 1 y Fd puede 4eA p)Leneutxalízada, Aeac

cíondndolo con p tepatacíone4 putílícadaz de FRS ( 27). 

v, P700 ( 28). 

Eátd constítuído pox un g& upo de moléculaz de cloxo6í
la 4ítuadaz en un medío ambíente ezpecíal ( 12) y el cual e3

Le,6pon,6able del cambío del píco de ab4oAcí6n a 700 nm. Conz

títuye cexca del 0, 25 % de la elwLo6íla total de laz hojaz de
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plantaz zupvLíoAes y 4e detecta pox la dísmínucí6n de la ab— 
3otbancía a 700 nm al oxída í, se. Tiene un potencial tedox -- 

E
0 = + 

0. 43 V, es oxidado poA la luz que a6ecta a PS 1 y xedu

cído pot la luz que a6ecta a PS 11, La 6otooxídací6n se e6ec

tda aán a la tempetatuta del nítt6geno líquído ( 189' C). -- 

Cuando ze excita poA un jlazh muy íntenzo de coxta duAací6n, 

ez la teaceí6n mI3 tdpída ob4etvable en PS 1. Pot lo tanto - 

se a,6ume genetalmente que ocupa la pozící6n de donadox elec— 

t,%6níco pxímaxío pata PS 1. 

vi. Pta,6tocianina - PC ( 291, 

E,& una pAoteína con cobte. E,6td ptesente en una con- 

centnací6n de ceAca de 0. 2 % de la cloxo6ila total, tiene un

potencial Ledox E
0 = + 

0. 37 V y ez lífcílmente jotoxeducída - 

pot clotopla3toz aíslados. Su 3¡ tio de accí6n keptesenta to

davía una contAoveuía. La mayotía de los ínve4tígadote3 la

colocan en la pozíci6n indicada en la líg, 8, Esto e4td ba- 

sado en mutante,6 ezpecí6ícoz catente4 de PC, loz cualez no - 

pueden gotooxídat al cít 6, peto si 6ototeducíAlo, te,6tauxdn

do,se uta actividad al añadít PC ex6gena. Sin embvLgo Kna66

no publicado- ha demosttado que en ezte zí,6tema la 6otote— 

duccí6n de cít 6 3e aceleta al añadíx PC. Eztoz datos zon

dí6ícíle,s de concílía, con el e4quema ptopuezto, peto se

4íente que en genetal laz evídencía,6 apoyan la po3ící6n índí

cada. 

vii. Cit J. 

Tiene un potencial tedox Eo = + 0. 365 y est<f en una - 

concentAací6n de 0. 25 % de la cloto6íla total. Fue el ptí-- 

me& componente que ze localíz6 claxamente entte lo s doz loto

ziztema4 ( 301, Su localízací6n ptecíza e4t1 dada pwL lo,6 da

to,s ductitoz en la localízací6n de PC, y lo 3ítdan p Lecedíén
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dola, Estudíoz con ínhíbído,%ez índican que eztd localízado - 

mcf, s alla del sítío de accí6n de DCMU y DBMTB ( 18). 

viii, Pta,6toquinona - PQ. 

Su posíci6n enPte loz do4 6otozíztemíaz ze ha deteAmí- 

nado al obse)Lvaue que se oxída al ílumínat con luz que a6ec

ta al PS 1 y ze Aeduce al ílumínaiL con luz que agecta a PS 11. 

Ez el tiníco componente p)Le,6ente en cantídad zu6ícíente - 5 a

lo % de la clotolíla total- paAa aceptat el gkan chaAco de -- 

aceptoAe,s electx6níco-6 cínétícamente ob.&e)Lvado enPLe loz loto

sí,stemaz y cetca del PS 11. Su localízací6n exacta eztd baza

da ptíncípalmente en loz datoz de Bbhme y C Lamet ( 31) quíenez

mo,st,xaxon que DMIE, un andlogo de la PQ ínhíbe la oxídací6n

de cít 6559 poA PS 1, peto no zu Aeducci6n poiL PS 11. 

ix. ot)Los citoctomoz. 

Se han descAíto ot)Lo4 tAez cítoexomo4 en el tAanzpoAte

de electAonez Joto.6íntétíco, pe)Lo zu pozící6n no ezttí claxa— 

mente de6inída aan ( 32). Estoz zon: cít b559 en zuz do4 Jot

maz de altoz y bajo potencíal - El = + 0. 37 y Ef = + 0. 06 V -- 
0 0

tezpectivamente, Notablemente la adící6n de FCCP conviette - 

al natutalmente mU abundante cít de alto potencíal en el de

bajo. Cuando eztd en 4u 6otma de bajo potencíal ze compoAta

como zí estuvíeta colocado entAe loz doz 6otozíztema4 en la - 

pozící6n índícada en la 6íg. 8, peiLo en 4u estado natutal zu

po,sicí6n ez íncíekta - podtía e stax 6oxmando un cíclo altede— 

dox de PS 11. 

El cit b563 ez el cítovtomo de potencíal m¿fz bajo en

el mateptíal 6oto3íntétíco - E
0 = - 

0, 18 V. Su 6uncí6n e4 ín--- 

cíexta y se píensa que pueda e,6taiL ínvoluc,,Lado en el 6lujo -- 
electt6níco cíclíco al)tededoA de PS 1. 
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x . Q. C 5 5 0 ' 

Se han a,6ociado cambío4 en la 6luotescencía de la clo- 

to6ila con el eztado de oxídací6n o teduecí6n del aceptox pkí

matio de lecttone,6 de PS 11, llamado Q con Eo =- 0. 035 V. Se

teduce pot excítacíi5n de PS 11 y 4e oxida pot excítací6n de - 
PS 1. Su oxídací6n peto no zu Aeduccí6n e4 ínhíbída poA DCMU. 

Evidenciaz tecientez indican una po4íble identidad entite Q y

un compue4to C,,,, el cual, mueztta un cambio de abzotcí6n a

550 nm ( 33). 

b, Evolucí6n del oxígeno. 

La evolucí6n del oxígeno no eztf a6n muy bien aclatada. 

Un componente Z dezconocído es el donadoA pAímaAío de eleetto

nez. Z estd unido con la oxídací6n del agua a ttalez de uno

o vatios pa,6oz, La natuXaleza de Z y de loz ottoz componen - 
2+ 

te,s involucnados no . 6e conoce. Se zabe que lo,6 íonez Mn ' 

NaHCO 3 y Cl - eztdn de alguna maneta Aelacíonadoz con la pto— 

duccí6n de oxígeno moleculat ptoveníente de la oxídací6n del

agua. Tambí1n e,6td implicada una pxoteína ~ enzíma-, peto no

ha podido se,,L aí3lada ni pu)Lí6ícada. 

En la actualidad óe & abe que la AegeneAací6n de cloto- 

lila P 680 neuttal -, 6íztema oxídante del agua - 

H 0 + P + P + 0 H + 
2 680 680 2

no ocuAne pot un ptocezo de un quantum. Cuatto quanta zon - 
4

conve Ltído s a cuatto equivalentez oxídantez
S4« , 

loz cualez

son acumulado3, ha4ta que actdan zob&e doz mol1cula4 de agua, 

2H 0 + S' 4 > so + 0 + M + 
2 2

Kok y col. ( 34) mo,6tAaton que 6e acumulan cuatto Aeaccíone4
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6otoqutmicaz consecutivas. 

So hV S + W
s +

2 hV S+ 3 hV s +4
1 2 3 4

I

4H + 0
2 + 

4 e 2H 2 0

e. Localízací6n de loz componentez de la cadena de -- 
t.tanzpo/Lte elect&6níco. 

Como 6e mencíon6 antexío&mente ez de g& an ímpo&tancía

conocefL la localízací6n ezpacíal de loz componentez txanzpok- 

tadohez de electitonez en la membtana del tílaeoíde - í. e., la

geometxía de la membxana- pata podex dí4cutíx po4tetío&mente

loz mecanízmo4 pox loz cuale.6 ae zíntetiza ATP. 

El hecho de que aceptoAe4 electk6nícoz tanto polaxez

Fe ( CN) 3- NADP +, MV- como lípolílícoz - quínonaz- pueden Aet

6. Icílmente teducída4 poft el zíztema lamelax aízlado 4ugíete
que loz aceptotez de PS 1 zon Aeducídoz en el lado exteAno - 

de la membtana del tílaeoíde - lado del eztlLoma, Ezto tiene

mucho zentído 6ízíol6gíco, ya que la4 enzímaz del ciclo de - 

Calvín, laz cuale4, conzumen NADPH 6otmado en la luz, e4t&n - 

localízado4 en el eztAoma. AdemU hay 6ueiLtez evídencíaz con

ttabajo4 con antícuexpoz, que lo compxueban. Obviamente un ~ 

antícuetpo contxa un componente de la memb,,Lana puede xeaccío- 

nak con 4u antígeno zolamente zí el componente ez acce4íble - 

al antícuexpo, í. e,, eztd localizado en la ZupeA6ícíe de la - 

membAana de la vezícula. E4 poco ptobable que un antícueyLpo

gtande e hídto6ílíco pueda xeaccionat con componentez ente)Lxa

doz en la memb& ana. A4í, la xeaceí6n de un antícuexpo con un

componente de la membxana, díxd zí eztd o no en la zupek6ícíe
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de ésta, síempAe y cuando zea una ve4ícula cettada. De e,6ta

maneta 3e ha logtado pAecipítaA cloAopla4toá con antícuetpoá

pAepaAadoz cont)La Fd - NADP + ~Aeductaza o contta la 6eAnedoxí— 

na. Con antícuexpo4 ptepatadoz contAa PS 1 - ltagmentoz ob- 

tenído,s con dezoxícolato ( 351- y PS 11, ze encontx6 que loz

p& imeAo,6 ínhíbían la actividad de PS 1, míenttas que los 4e- 

gundoz no £ o hacían con la actividad de PS 11. Se concluy6

po& lo tanto que el PS 1 estd accezíble en el zí,6tema lamelat

y se tom6 su tezultado como ptueba pata el modelo bínatío de

Atnzten, Dílley y Ctane ( 36) pata la ezt tuctuta de la membAa- 

na del tílacoíde, el cual, ví4ualíza laz paAtícula:,6 de PS 1 - 

localízadaz en la mitad extetna de ezta membtana tílaeoídal, 

en la patte supetíox de laz pattículaz de PS 11 localízada,6 - 

en la mitad ínteAna. 

Dílley tecíentemente & e6oAz6 el modelo uzando dcído -- 

p- Ldíazoníum1- bencen 4ull6níco ( DASSI ( 37) matcado; el com--- 

pue,sto no puede penetta)L la membAana y poIL lo tanto matca, d - 

Cinícamente gAupoá teactívo4 localízadoz en el extetíoA de la

membtana. De,6pue,& de maheat con DABS el autot jtaccíon6 la3

membtanaz en paxtículas de PS 1 y PS 11 y obtuvo p)Líncípalmen

te pattículaz de PS 1 matcada.& con DABS. 

Witt ( 38) jue el ptimexo en ptoducít evídencías acetea

de la localízací6n del 4ítío donadox de electtone3 pata PS 11

en la membtana. EncontA6 que loz centtoz de teaccí6n de ambos

6otozíztema,6 pAoducen una & epatací6n de catga4 a ttavéá de la

membtana después de ílumínatze, con la caAga posítíva hacía - 

el íntetíot y la catga negativa hacía el extetíot de la mem— 
btana - cada 6otozíztema conttíbuía con la mitad del campo eléc

tAíco genetado. Esto indica que el .6ítio donadot y aceptot - 
de PS 1 debetían eztaiL localízados en dí6eftente,6 ladoz de la

membAana, con el zítío donadot dentAo o hacia el íntetíot de



40 - 

a membAana. Estoz expetímento4 4e telo,,Lzaton con loz tezul- 

tado,s obtenídos poA ffaw6ka ( 39) con antícuetpos contxa plazto

cíanína y Cít 6, no obteníIndoze aglutínací6n de loz cloxo--- 

plazto4, ní inhíbici6n de laz JotoAteaccíone3 ttxan,6potte de

electtonu y 6otoloz6otílací6nl. Hau.6ka p tob6 tambíén dona— 
do)Lez attí6ícíale,6 como DCIPHZIAác, PMS, píocíanína, y encontt6

que lo.6 sul6odetívadoz de eztoz, í. e., 6ul6o DOPHíA,6c, zul6o

PMS y zul6opiocíanina, no Juncíonaban como tale.6, a dí6e,,Lencía

de loz pxímetoz, íntetptetdndoze ezto como índícío de que el - 

zítío donadot de PS 1 no ez accezíble a compuestoz hídxo6ílí- 

coz polaxe,6. Todo4 e stoz dato,6 zon dí6ícílez de teconcílíax

con loz tezultadoá obtenídoz con polílízína, la cual ínhíbe - 

el ttanzpotte de electnone,6 apatentemente a nível de plazto-- 

cíanína. Dílley et al, usaton DABS 32 pudíendo ma)Lca)L bajo - 

cíexta4 condícíonez PC, índícando que ezta ceAca de la zupet- 

Jícíe. 

En cuanto ze te6íene a la localízací6n del zítío acep- 

tot elect Ldnico de PS 11 todo panece índícat que 6e encuentxa

otientado hacía el extetíoA de la membtana, . 6í tomamo4 en cuen

ta laz ziguíentes evídenciaz: antícuetpos cont ta cloto6ila a

y pla4toquínona Leaccíonan con PS TT y PQ tezpectívamente en - 
un 50 % ap Loxímcfdamente, lo que pvLece índícaiL que estífn ha— 

cía el extetiox aunque en pequeño g Lado, ezto e,6td apoyado tam

bíén poA la sepa,,Lací6n de catgaz en la memb Lana, ígual que en

PS 1. Tambíén ze ha demosttado la accesíbilidad de b 559 al - 
Leducí.x al JeAtícíanu)Lo 6dcílmente, Reínwal demo4tx6 ( 401 que

la bíen conocída bomba de p Lotonez del cloxoplasto ze debe al
conjunto de plastoquínonas en la cadena de.,' tan4po)Lte de elee

ttonez. Lo4 p Lotonez 4on tomadoz del exte)Líot dutante la Ae- 
duccí6n de PQ pot PS 11 y en la oxídací6n de la plaztohíd toquí
nona ( PQff2 ) pot PS 1, los ptotone,6 áon libviados en el inteAíwL. 

E,sto índíca que el papt PQ/ PQff2 atxavíesa la membxana, Tam--- 

bí1n 4e ha ob3etvado un tequetimiento de lipojilícídad pata - 
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o,8 aceptotez elect&6níco,6 aAtí6íciale,6 de PS 11, £ o cual no4

indica que el 3ítío aceptot estd zumvtgído en £ a xegí6n lípo- 

6ílíca de la membtana, 

La localízací6n del sítío donadot pa..ta PS 11 e,6 la mdz

contAovextida. Exízten evídencíaz de que ze encuentxa expuez

to hacía la pa tte extetna de la membtana, la pAimeta de ella s

e,stef ba,6ada en e.6tudíoz cbn antícueApo4 contAa pattículaz de
PS 11, loz cualez ínhíb,en la 6ot6lízí4 del agua [ 41). Se ha

matcado también con el Aeactívo no penePLante, DABS, obteníén

do -se un aumento de cuaPLo vecez la matca cuando la memb tana - 

e,std iluminada, lo cual indica que e4ta membtana ezt4 4ulxien

do un cambio con6oxmacíonal inducído pon la luz, lo que ptovo

ca la exposíci6n del zistema de oxidací6n del agua, ya que no

inhibe el 6lujo a pattiA de dí6enílcatbazida como donadojt, El

tAatamíento con t tip4ína también ínhíbe, la oxídací6n del agua. 

Sin embaxgo, hay otka seAíe de evídencíaz que patecen índícax
que se encuentAa hacía el lado íntekno de la membAana ' como - 

son, la ya dí.6cutída 3epanací6n de ca4gaz a tAavé,6 de la mem- 

b& ana. Junge ( 421 ha sumíní,6ttado evídencía4 mU dítecta.6 de
que la teaccí6n de oxídací6n del agua, líbvLa pxotonez al ín- 

tetíot de la membxana. 

Tomando en cuenta las evídencíaz exí4tente,6 hazta el - 

momento, el ezquema md s adecuado patece 4vL el ptopue.6to pon

Wítt ( 431, en el cual se desc)tíbe a loz joto,6¿ stema,6 haciendo

un zígzag en la membtana, con el tAanzpotte de electtonez a - 

ttavé,s de éáta, teniendo el zítío aceptoA de 6otozí,6tema 1 y

6otozi4tema 11 hacía a6uvLa y el lado donadot de ambo6 6oto-- 
zí,stema,6 hacía adentto ( Iíg. 9). 

En laz 6ígz. 10, 31 y 12 podemoz vvL el tAanzpwLte de

electtone4 p topuezto ( 43) ' pana PS 11, y tkanzpwLte, electx6ní
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Fig. 9. Flujo electr6nico fotosintético desde
el agua hasta el NADP -1- en zigzag a través de
la membrana. Se indican también los dos pun— 
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rior del tilacoide, así como el sítio de ac— 
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una reducci6n de fotosistema II via una lanza- 
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protones al interior al oxidar*se. 

1



todo * el
reme

estrosió

el id la

cazadora
pez 00~ 01 de Po Pel membreas

C, 4 PC
Fe

lacill

ísa

1 1
o,*,,*, 

0
1

01111111111 WN

lado
astro= 

x

1... 449, 4
Poi ~ willirsos

do, 

Fig. 12. Esquemas de tres diferentes caminos

del flujo de electrones ciclico alrededor de
fotosistema I. Se indican tanto el sitio nati

vo de conservaci6n de la energía ( lanzadera - 

de plastoquinona), as! como los puntos de ac- 

ci6n de algunos inhibidores. 
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co cíclíco tespectívamente, cuando se emplean donadotez y -- 

aceptores attí6ícíalez; índícdndoze los sítíoz de con4etva-- 

cí6n de la eneAgía, 

E. Fotolozlohílací6n

Al veA las membAanas de los tílacoídes de clotoplastoz

de plantas supetíotes al mícAozcopío electx6níco - pot tíncí6n

negatíva- se han observado en la zupealícíe o 6a4e externa, - 

pequeñas pattículas ( Fíg. 13), las cuales 6ueron utudíadas - 

po3tetíotmente por MoudWanak& ( 44), el cual, ejectu6 en4a-- 

yoz coAtelatívoz enzim= coz y estructurales de estas paxtí-- 

culas unídas a la supejícíe, encon= ando que díchaz pattícu- 

las es= n usualmente dOMbuídaz al azat, peto ocaríonalmen- 

te apatecen en artegloz patactístalínos con una períodícídad

de 150 x 180 T Pata ídentílícat la actívídad enzímdtíca de

las pattículas unídaz a la 3upejícíe, Howell y MoudWanak0

analízaton el 3obrenadante de las zolucíones después de un

lavado recuencíal con agua y EDTA Cluído, de las membtanas

lamelase3 a0ladas, Demostraron que pattículaz de 120 1 con

eMuctuna cuboíde son líbetada4 de los tílaeoídez al lavar - 

con agua. La Itaceí6n que contenía estas partículas tenía una

alta actívidad especílíca pata RuDPcaAboxíla4a. El tratamíen

to de las membranas lavadas con agua, con una 4olucí6n díluí- 

da de EDTA, líbetaban un segundo típo de partículas, las cua- 

les tenían una actívídad de ATPaza dependíente de Ca
2+ 

y pa - 
0

necía ser un polígono de 5- 6 lados de 100 A de d= metro en -- 

las míctoyalías electUnícas. Los JAagmento4 lamelaAes de4- 

puU de lavat con agua y EDTA díluido apatecían lísaz a la — 
tíncí6n negatíva. 

Se píenza que las pattículaz tmovídas al lavan con

EDTA sea el jactot de acoplamíento de4ctíto por MeCaxty y

Racket ( 45) el cual se sugW6 que catalízaba el paro texmí-- 

nal en el ptocero de acoplamíento de energía, el cual jorma - 
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Fig. 13. Representaci6n esquemática de dos t-¡ 
lacoides apilados y una porci6n unida de la Z
lamela del estroma. La subestructura particu- 

lar interna de la membrana está 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 únicamente se encuentran en
la regi6n de partici6n de los grana. En la ea

ra B' de la lamela del estroma se encuentran
partículas más pequeñas, así 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 part1cu— 
las pequeñas ( cara C) en la mitad externa, y

las partículas mayores ( cara B) en la mitad - 

interna de una membrana asimétrica. La estrue

tura irregular de la superficie del lado in— 
terno ( loculus) de la membrana del tilacoide
se muestra en la superficie D. 
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ATP. Este concepto eztd de acue)Ldo con la ob setvací6n que la

pPLdída de la,6 paxtícula3 de la zupeA6ície en ptepaAacíonez

de EDTA utaba lígada a una pétdida en la capacídad de la.6 -- 

me-mbAanaz pata catalízwL la 6oto4oz6otílací6n. Se debe en6a- 

tízaA que la s pantículaz unídaz a la 4upeAjícíe en la lamela

de loz clotopla4tos, no pahtícípa en laz actívídadez del

ttanzpotte de electtone4, ya que la4 membAanaz lavadaz con

EDTA, adn e6ectdan la iteaccí6n de ffill con coloLante4 o
NADP4' 

como aceptoLez jínale4. 

a. Acoplamíento entxe la 6otojoz6o)Lílací6n y el tAan4
pojute de electtone4. 

Como he mencíonado con antetíoxídad, acoplada al t)Lan4

po,PLte de electAone,6 estd la síntuiz de ATP, Ahoka bíen, el

mecani,smo po) L el cual un Ilujo electt6níco puede dax lugat a

la 6oxmací6n de una molecula de alto nível enetgetíco, Aepte- 

6enta uno de lo4 pAoblemas te6xícoz y expvLímentale4 mdz ínte

ke,sante,s en la bíoqu míca actual. 

Haáta este momento 6on ttes ptíncípalmente las híp6te- 

zis que ttatan de explícan el acoplamíento de eztoz doz piLoce

6o, s, ademU de telacíonaA ottoz ejectoz obzexvado4 como zon - 

el tAan4potte de ptotonez y de othoz íonez como el pota4io. 

CualquívL teoxía Mlída tíene que explícak un cíexto

ndmeAo de cvtactexí4tícas nece4aAíaz paAa las paxtículaz zín

tetízantez de ATP: 

1. Solamente la s vezículaz cettada4 zon capacez de - 

zíntetízaA ATP a pattín de ADP y Pí. 

2. El PLan3poAte de electAonez eztd acoplado a la 6oz

6otilací6n, í, e., no hay JoAmací6n de ATP a menos que ocu)L) La
6lujo de eleettonez zímultdneamente - un ptecepto víolado áni
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camente al e/ Leat un 9tadíente attílícíal de íone4 ( 46). Více

veA4a, no habAd tkanspoite de electxonez, a menoá que se 4ín- 

tetíze al mízmo tiempo ATP, cuando loz cloxoplaztoz ezt4n peA

6ectamente acopladoz; un ttanzpoAte de electxonez " basal" 

ocutte a velocídadez entxe 112 y 114 de laz que ze obzejLvan

cuando ze ag)Lega ADP y Pí, con la 6 con4ecuentez telacíonez

contxol - la telací6n del ttanzpotte de electAoncá duxante la

6otolo,&6okílaci6n activa, a la velocidad mU baja ob4ejLvada

dezpue,& de que la síntesíó de ATP ze detiene- de 2 a 3. 5. Con

el mejoAamíento en el mítodo de aí4lamiento ze han obtenido

valoiLe4 hazta de 6. 

3. Ocufue una víolací6n del p¿fhfLa6o doz, en pxe4encia

de " desacoplante.&" quimícoz. La velocidad del tAanzpoAte de

eleettonez se aceleAa a velocídadez tan A& pidaz o m4z t4pídaz

que laz que ze obsetvan duxante la 6oz6oAilací6n. Adem&z ze

anula la zínte,6í,& de ATP, 

A,sí, laz hip6tu¿s que Ptatan de explíca4 el acopla— 

miento son: 

i. Hip6tesis Qutmica. 

Fue el pAímex mecanísmo de 6oz4oxilací6n que 4e pkopu- 

zo - pon Slatví ( 47)- e ínvolucka un enlace covalente ent)Le un

ttanzpoAtadox electA6níco y alguna otta entidad, Ezta híp6te

4¿ s ze puede 4umatízat en una de zus muchaz 6o& maz pox laz -- 

cinco ecuacíonez de4cAítaó en la Fíg. 14, en laz cualez A, B

y C zon tAan4poAtadwLes eleett6níco4 - A puede zejL Q; 9 puede

zeA PQ y 6ínalmente C puede set Cít 6- con tAanzpoiLte de lee- 

PLone4 dezde A hasta C con líbvLací6n de enciLgía. El tfLuco - 

eztd en decít p Límeto que la Jotma fLeducída de 8 ze acompleja

JIcíl y tevvL4íblemente con algdn otfLo componente ( una enzíma

que podiLía zet CF,) aquí llamado 1; y que SH 2 líbyLe no ez el



2 + 
13 > 9H

2 + 
A ( 1) 

2 (
2) 

1- 1 -- I + 0 + 01- 12 ( 3) 

P P -- I + 3 ( 4) 
1

P, i + A DP o ATP -+ 1 ( 5) 

A- 1- 12 + C+ A-DP+ P > A-+ C112 + A -TP ¡ Neta

Fig. 14. Pasos secuenciales que representan la
hip6tesis quimica del acoplamiento energético

en la fosforilaci6n fotosintática. 
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verdadeto donador de electrones a C, síno que solamente el - 

complejo BH2- 1 puede ejecutar esa teaccí6n. Una vez que el

complejo BH2- 1 a petdído sur electrones, la uní6n entre B -- 

oxídado e 1, es una uní6n que e= al nível de alta energía, 

Ya que le ha Jotmado la uní6n de alta energía ínícíal, el -- 

u3atlo pata ejectuar la lozlotílací6n del ADP puede ser una

Mple tAanaleAencía de la uní6n, quíA recuencíalmente como

se muestra en la líg. 14. o tal vez en una teacc0n conceAta

da. 

La híp6teA0 explíca el acoplamíento ya qu.e una legan

da 4eAíe de teaccíonez neceMaría - para los pasos 1 y 2- B

líbte e 1 lMe respectívamente. Míent= el complejo Box

1 sea e4table en el oxganelo, no poW exíMa m0 llujo de

electrones hasta que el ADP y Pí se combínen para das ATP, 
líberando los requeAídoz B e 1, Los desacoplantez retían

aquellos compuestos que actuatan causando la hídMíaís de

uno o W de los intetmedíaAío4 de alta energía, líbeAando

así 8 e 1 zín la necuídad de una teaccM de losloxílací6n' 

neta. 

Míentxaa que esta hípóte4ía paxecí6 l6gíca e ínevíta- 

ble durante ba4tante tíempo, no le han enconttado evídencíaz

tecíente4 que la re6uetzen - ezpecíalmente no se ha encontAa- 

do el íntexmedíaAío de alta energía conztítuído pot un ttan3

pottados electt6níco y una " enzíma acoplante". La dníca ex- 

cepcí6n el el complejo de alta enetgía DPN- enzíma demostrada

y a0lada por Pinchot a partía de pattículaz JoJorílanter - 
de Alcalígenez Jecalí4 C48). No se han encontrado entídadez

de este típo en pattículaz los6oxilantez lotozíntltícaz, peto

tambí1n hay que tomar en cuenta que los enjuexzos en este - 

campo han Mo mucho menote3 que los dedícados a las pattíc!í
las te4pítatoríaz, Míenttar que la 4ecuencía proyectada de
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eventoz es ba,6tante zatí,66actwLía desde e£ punto de vísta -- 

bíoquímíco, tiene tambí1n la gtan de6ícíencía de que tiende

a pazat poiL alto la nece.6idad de una membtana íntacta y topo

16gicamente completa, la cual, puede mo,6txak3e expetímental- 

mente. 

ii, Hip9tesiz quimiosm6tica

E,sta e4 una hip6te.6í4 altvLnatíva, ba3tante dí4etente

en el planteamiento y mdz dependiente de la exí,5tencía de
membAanaz íntacta4. Fue deza ttollada pot Mítchell en 1961

49). Se deAíva de conzídetacíonez de la 6ísíología de la3

membAana,s en adící6n a la bíoqutmíca ttadícíonal, y en6atíza

la ímpottancia de la4 teaccíonez vectotíalez, ptovocando -- 

ttanz6etencía de pAotones a ttav1,s de la membtana. E4ta hí- 

p6tezi,6 puede . 6et de,6cníta en cinco poztulado3 mayotu: 

1, La,6 ) Leaceíone,6 ptíncipale4 ocuAAen en una membAana

ímpexmeable o ea -sí ímpeAmeable a ptotonez ( o íonez hídtoxílo), 

la cual encíetta un ezpacío íntetno. Ya que pvLtículas de -- 

eloxopla,sto áín la doble membnana extetna, e6ectdan la 6oz6o- 

xílací6n, <se asume que el espacío íntexno ímpoAtante es el de

loz tílaeoídez ( loculu4), el cual petmanece íntacto bajo la - 

mayotía de laz condícíonu. 

2, La membAana contiene loz ttan4po LtadoAe,6 de elec— 

tAonez. El llujo de electtone4 de un acatteadox a oVLo tiene

que eztat oblígadamente acoplado al ttanspotte vectmíal de - 

íone,& kídx6geno, en el caso de loz cloAopla.¿to4 de3de el ex— 

tetíoA al inte)Líot. El 6lujo de equivalentez teductote3 al— 

teAna de un acaxteado)L de electtonez ( como los cítoctomo 6) a

un acatteadoA de hídx6genos ( como la' plastoquínona) y otta -- 

vez al pxímvLo. Laz keaccíones zecuencíale4 tienen que ocu— 

ttit en lado,6 opuesto,6 de la membtana con una geomettía Aeá-- 

txíngída dada pot la wLíentací6n ttan,&vetzal e4pecí6íca de -- 
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los acatteadoAes de electrones y de zuz hídt6genos. Cuando

los equivalentes seductores ven de un acatreadot de electto- 

neo a uno de hídr6genoz, los ptotonez son tomados del medio

extetno de la partícula lojoAílante, y cuando estos equíva- 

lentes teductotez regresan a otro ttanspottadoA de electro— 

nez, los ptotone4 ahora ínnece4aríoz zeUn líberados al ezpi
cío ínteAíos - el truco es tener el zínte.ma atreglado de tal

maneta que los ptotones puedan Uícamente obtenidos del exte- 

tíos y puedan z6lo 4= líbetadoz al medio ínteAno. El electo

neto acopla el llujo de equivalentes seductores a ttavéz de - 

la membtana a la ttanzlocaci6n de íone4 hídx6geno- dezde el ex

texiot hasta el íntetíos ( ves 6ig, 15), 

3, Este llujo neto de íones H* a travé4 de la membta- 

na produce dos cosas: a. Hace que el intetíox sea m0 Mído

que el exteríos - í. e., ctea un gAadiente de p«- y tambi1n W

gta que el intetíoA sea M elletrícamente positivo. PaAa -- 

ptevenít la con3tAucci6n de una dílesencía de carga eléctUca

excesiva, debe existía una jotma - ya sea por líbAe díluzíón - 

de ottos ionez o por medio de acaAteadoAez e4pecílícoz- pata

que otros catíone4 sean expulsados de la vesícula, o que otros

aníonez en= en al mismo tiempo. El movimiento de ottoz anío- 

neo es pot natutaleza electtojosético, De acuerdo a la medí - 

da de este transpotte de íonez seW la díletencía de potencíal

elécttico que se conztAuya. 

4. La combínací6n de la dílemencía en la concentxací6n

de íonez H~ geno (¿ nk pH) y la díletencía de potencíal eléc- 

tAíco a tAavIs de la membrana t 1 se designa como " juet

za pAotonmotíva" o díletencía de potencíal electxoquímíco de

ptotonez t y, ), En unidades eléctUcas, la 6uerza ptoto!j

motiva se expxeAa. 

A
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Fig. 15. Acoplamiento entre el flujo de equiva
lentes reductores a través de la membrana, con

la translocaci6n de iones hidr6geno desde el - 
exterior hasta el interior en la hip6tesis qui
miosm6tica del acoplamiento energético en la 1- 
fotofosforilacion. 



55 - 

en donde A , estcf expAe,6ada en mílivoltío; R y T son la -- 

conztante de lo4 gazez y la tempetatuta absoluta, yg es la
conztante de Faxaday. Ezta es la 6ueAza dítecta que maneja

la sínte,&íz de ATP, í, e., el íntetmedíanío acoplante. 

5. La Juetza ptotonmotíva actaa paAa & tmat ATP vía

una enzima anízotx6píca unida a la membAana - 3íntetízando

ATP en la dí)Leccí6n índícada y actuando como ATPaza en la
diteceí6n conttaxia, í. e., eá una ATNínteta.6a Aevmíble- 

cuya,s actívídadez & on estxíctamente vectotíales. 

La 6íg. 16 e4 un díagtama de una de laz 6otmaz m4,6 -- 

4implijícadaz en que Mítehell ha pAopuezto el modelo de ac— 

ci6n de ezta enzíma, tAabajando como una ATPasa. La poteí6n

Off- de£ agua necezatía del agua paAa hídtolízaA ATP - actual- 

mente la paxte ctucíal de la )Leaceí6n- de alguna maneta dez- 

conocida debe obtenetze ezttíctamente del lado íntetno de la

ve3ícula, y el ptot6n dezde el lado extetno. Azí el e6ecto

neto ez la t)Lanzlocaeí6n de un íon hídAdgeno hacía el ínte— 

tíoA zimultdneamente que un ATP ez ezcíndído en ADP y Pí, 
Con modílícaciones aptopíada.6 ze puede díagtamaA un modelo

todavía zimple, el cual tAanzlocaAd do4 pAotones hacía el ín

tetiot poA cada ATP hídtolízado ( vet 6íg. 17). Así, la con- 

zecuencía de la hídt6lí4íz de ATP ez una elevací6n en la --- 

JueAza pkotonmotíva íntetna de la vezícula- elevando el ezta

do ene,«tgétíco del síztema, de ígual maneAa a como lo hace el

ttanzpotte de electAone,6, La 8ínte,6¿ s de ATP ocutAítía en

ezte modelo, pot una tegte.6i6n díPtecta de todo.¿ lo.6 pasoz

díag,tamadoz en la 6íg. 16, incluyendo la díteccí6n ínvettída

del movimiento de pxotonez e hídtoxílo3, Aáí, una condící6n

exíátente de una alta acídez íntetna y catga elIcttica po,6Í- 
tíva, í. e., una 4uenza p& otonmotíva elevada, jalaAía la zín- 

tez¿ s de ATP al Aelotmay agua cuando ze combínatan con los - 
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Fig. 16. Mecanismo de acci0n de una ATPasa vectorial
unida a la membrana, de acuerdo a la hip6tesis qui— 
miosm6tica. El rectángulo grande representa la mem— 

brana de la vesicula y el círculo pequeño a la ATPasa. 
El cuadr . o superior representa la presumida reacci6n, 
en la cual, los componentes del agua se mueven vecto

rialmente desde lados opuestos de la membrana para !' 1
ser usados en la hidrolisis del ATP. El cuadro infe- 

rior indica la reacci0n neta de un prot6n moviéndose

hacia el interior por cada ATP hidrolizado. La sinte

sis de ATP se llevarla a cabo si seguimos la inversa

de todas las flechas, incluyendo las de trans1ocaci6n
de protones, liberándose estos protones del interior. 
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Fig. 17. Diagrama, el cual representa un posi 2- 
ble mecanismo de la trans1ocaci6n de grupos 0
para el sistema reversible protonmotivo de la
ATPasa del cloroúlasto. La direcci6n de las ~- 
flechas( con doble barba) corresponde a la fos- 

forilaci6n del ADP protonmotivada. En este es- 

quema se propone+la Seacci6n de translocaci6n

vectorial de 2 H y 0 . la dimensi6n tiempo es
tá crudamente representada alargando F, y FO« 1
en la dimensi6n vertical ( el complejo ATPasa - 
puede- disociarse' en dos componentes principa— 
les, una proteína hidrofílica llamada Fl y un
complejo de lipoproteinas hidrof6bicas llamada

FO, que está integrada a la membrana). 
La característica fundamental de este esquema
es que la entrada ( reversible de dos protones) 

a través de la regi6n conductora de protones - 
de FO ( desde la parte interna del tilacoide) - 

hacia el centro activo de CF1, se piensa que - 



está acoplada a la translocni6n reversible -- 
del grupo 02- de ADPO

MgPOt desde el lado ex
terno del centro activo ( par e exterior del t1
lacoide) de la regi6n de Fl que une al sustra_- 
to, ya que los dos protones atacan al MgPO- 
desde el lado interno, mientras que el ADP¿ --- a

taca al complejo transicional MgPO-- MgPO* en7

el centro activo, desde el lado externo, y el
agua es expulsada hacia el lado interno. El
proceso se completa por la translocaci6n de

MgATP desde el centro activo en Fl a través de
la regi6n que une al sustrato en el lado exter
no. La reacci6n de deshidrataci6n se escribe a
pH 8. 0: 

2-1' 3-+ 02 M 2 P4 - Mg + ADP - HP 4 --1- H"" g *+ AT - J- H20
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íonez hidAoxílo Aemovídoz del ADP m4z Pi y tAanzpottado al - 

íntetíot. 

El 6en6meno de acoplamiento en uta híp6tezíz ze ex— 

plíca pot el hecho de que la ttan4locací6n de ptotonez ez

una paAte obligada del tAanzpofLte de electitonez, Una vez

que la actividad íntetna de p1totonez ha alcanzado un nivel

elevado, la teaccíón ZuUecuente tendíente a metex ptotones

í. e., el ttanspotte de electxone,6 continuado), tendxta que

lucha.t contta la 6ueiLza ptotonmotíva exíztente. En ezaz con

dícionez, la síntezíz de ATP, la cual ttanaloca p,%otone,6 ha- 
cía el extetíox, baja la 6uetza pxotonmotiva y azí petmíte - 
que 6e lleve a cabo un ttanspotte de eleettonez mU tdpído, 

Lo,s desacoplantez en e,6te zi,6tema pueden ttabajaA aumentando

la petmeabilídad de la membtana a piLotone, lo que abolitía

la Juetza ptoton motiva, o como ze mencíon6 con antetíotídad, 

catalízando la hídt6lízíz de un íntetmedZakío de alta ene,,L-- 

gia. 

La híp6tesíz químío4m6tíca Aequíete una paxtícula te- 

latívamente ímpekmeable y limitada, mientxaz que la híp6te-- 

síz química ignota ezte AequeAímiento. Pot otAo lado la hí- 

p6te,sí.s qutmíca po4tula que la enetgía de la xeaceí6n del -- 

tAanzpotte de electFLones 6e con,6eva pxímatíamente en un en— 

lace Iptobablemente covalente) químico, mientxaz que la híp6

tezi,s quimío4m6tíca pone un gtadíente de íonez como un uta - 

do obligado ínteAmedío, el cual, zepata el ttanzpoAte de elee

ttonez de lo,6* paso,6 de uní6n química. 

La,6 evídencíaz que apoyan. uta híp6te4í,6 zon baztante

6uette,6.- a, Se sabe que hay un ttanzpotte de ptotonez muy
activo unido a la cadena de oxídotteduccí6n ( 50) ( vet 6íg, — 

J8 al. Se ha medido también pot medio de electAodoz de xez— 

pue,sta Adpida y 6lazhez coAto4 e índividualez ( 511 que loz -- 
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Fig. 18A. Bomba de protones observada al ilumi
nar una suspensi6n de eloroplastos. 
B. Efecto observado sobre la bomba de protones

al remover las particulas CF1 con EDTA diluido, 
de la membrana de los tilacoides. 
C. Efecto de la adici6n de ATP sobre el pH del
medio ( translocaci6n de protones), con la sub- 

secuente adici6n de un inhibidor de la transfe

renci4 de energia ( sintesis de ATP). 
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pAotonez ptoveníentez de la oxidací6n del agua, ze acumulan

en el intetíok de la memb) Lana. 

b. ATPaza ttan¿locadota de ff al quítaA la ATPa 6a

de la membtana con zolucíonez de EDTA diluido, ézta aumenta

zu peiLmeabilidad a ptotonez ( 52) ( vex lig. 18 b) y el ttanz- 

po-Ptte de eleettonez se aceleiLa. 

e, Cuando la enzima act6a como ATPaza, mete H* dentxo

del tilaeoíde; e,6to ze compAob6 añadiendo ATP a la mezcla de

teacci6n y midiendo el aumento en el pH exteAno ( 53) ( vet 6íg. 

18 el, El Cr, debe habeA zido activado poA la luz. 

d, Una t.PLanzíci6n deido- ba4e puede índucíx la jwLma- 

ci6n de ATP en la ozcwLídad, 4ín necezídad de txanzpoAte de

elect)Lone,s ( 54), ' Se puzíe)Lon loz elo¿opla,6to& a pH 4. 0, 6e

ezpeAaton 20 zeg. y Ldpídamente ze llev6 el pff a 8. 0, 4e aña

dí6 ADP, Pi y Mg
2+ 

y hubo sínte,6ís de ATP. Todo lo antekío)L

ze xealíz6 en el ozcu)Lídad ctedndoze poA lo tanto un gxa--- 

diente de ptotonez atti6icíal paha la zíntezíz de ATP. 

ii, Híp6tezíz mecanoquímíca o conjoAmacíonal o de 6i- 
jací6n de caAga4

E,6ta híp6tesíz eztd meno4 elaboxada que la,6 otAaz, -- 

como Zugieten loz tAeis nombxe,6 m¿fz o menoz equívalentez que

ze le han dado. Poztulada en zu 6aze pximaA¡ a poA BoyejL --- 

1551, pxopone que el ttanzpotte de electxonez puede llevaA a

la localízací6n de pxotonez dentxo de la membAana hídxo46bí- 

ea, donde tendeA&n a combínaxze con el agua xemovída del ADP

y el Pí al zintetizaue el ATP, paxa 6otmat íonez hídiLonío, 

lo,s cualez, a zu tiempo zon pte6e&entemente expul4adoz de la

membxana, El electo neto 4ejLía el 6acilítaA la teaceí6n de

dezhidkataci6n en laz tegíonez hidxo66bíca,6 de la membxana, 
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Dílley ( 56) también ha mencionado una concenttací6n local de

ptotonez, y St,*Laub ( 57) menciona evídencíaz de que el jactot

de acoplamiento ( CF 1 ) pwL . 6í mízmo debe de eztat teducído y

ptotonado pata que la z£ ntezí4 de ATP ocuvLa. Ez 64cíl íma- 

gína,t que tale4 dízt tibucíonez de caxga en la membxana pAodu

cítdn cambíoz en loz eztadoz con6oxmacíonalez de laz pxoteí

na,s embebída3 en la membtana. Azí, ezta híp6tezíz coloca al

ffe,stado" ene)Lgizado de la membxana t&anzduetwLa, pwL él míz- 

mo, como oel ínte Lmedíatío entte el ttanzpotte de electAonez

y la ztnte.6í.6 de ATP. La condici6n enexgética ze debe a la

dízpozící6n de dí6vLentez concentAacíonez ( de ptotonez o -- 

electyLonez1 dentxo de la membxana' mU que de un lado a otAo. 
p

Loz dezacoplantez en eata híp6te,6iz zextan aquelloz teactívoz

capacez de acatAeax pAotones a laz tegíonez lípo6ílícaz ínte- 

tío,tez de la membAana, donde la actividad química de e4to4 -- 

pAotonez intAoducídoz zexía la kezponsable de dezcatgax el ez

tado de alta eneAgía. 

Con todo4 loz conocímientoz anteAioAez en mente, ze -- 

p Locedí6 a montvL la metodología que a contínuaci6n 4e mencío
na pata lognat localízat el 4ítío de ínteAaccí6n de laz ami— 

naz en la membAana del tílaeoíde y podeiL dízcutit azí zu po4í
ble mecanizmo de acción en la joto6o46oxilací6n. 



MATERIALES Y METODOS
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1 AISLAMIENTO DE CLOROPLASTOS

El método de aízlamíento de cloxoplazto,s, claze 11 -- 

sin doble membxana exteAna), que se us6 en este tfLabajo ez- 

td tepottado poA TakaoU y col. ( 58) y conzí4te en lo sí ---- 

guíente: a 25 g de hojaz de ezpínaca ( Spinacea ole,,Lacea) -- 

phevíamente lavadaz, y guafLdadaz en el te6AígehadojL, dent)to

de una bolza de plUtíco duiLante toda la noche paAa elímínaA

el almid6n, se lez quita la vena centAal y se coAtan en pe— 
dazoz de 1 cm 2 aptoxímadamente, loz cualez ', ze colocan en -- 

una licuadoAa ( cuyo va,so ha zído enlAíado pxevíaniente en el

congeladoA poA 30 mín.). Se agiLegan 200 m1 del medio de aí,s

lamiento ( 200 mM de sacaAoza, TAPS 20 mM pff 8. 0, KC1 50 mM, 

MgC1 2 5 mM y 0. 1 % de albdmína áé)Líca bovina de,sgAa4ada y 4e
lictla du)tante 10 seg con,secutívoz a velocidad m& xíma. Poz— 

tvLio-xmente ze 6íltta a tiLavé4 de 4 capaz de gaza colocadaz

en un embudo de víd&ío paAa elimínaA lo,s pedazoz de hoja Ae- 
manentez; el homogenízado se centAiluga a 1500 íLpm duxante. 
3 mín. ten una centAí6uga MSE modelo LR - 61 pafLa elímínaA ce- 

lulaz enteAa,s, ndcleo,s y pated celulaA. Se dezecha el sedí- 

mento P, ( vet 6ig. 19) y el zobiLenadante S, ze centtí6uga a

3500 xpm dutante 8 mín. ( en una centAtluga MSE modelo LR - 6). 

En el ziguíente pazo ze dezecha el zobAenadante S 2 y el zedí
mento P

2 ( paquete de cloAopla,6tozJ 4e lava doz vecez con la

solucí6n amottíguadoxa de te,suzpenzí6n ( zacaAoza 100 mM, --- 

TAPS 20 mM pH 8- 0, KCI 20 mM# Mg Cl 2 5 MM y 0. 1 % - 
de albámína bovina 4é,%íca dezgiLazadal. El lavado se hace te

su,spendíendo el sedimento P 2 en el medio de tezuzpenzí6n y
centAí6ugUdolo nuevamente a 3500 kpm pot 8 mín. Dezpuéz

de lavat dos vece4, el zedímento P 3 se tezuapende en 3 m1 de
la zolucíón amottíguadoAa de Ae,su,spenzí6n mencionada, y de4- 
pué,6 de homogenízax b& evemente la suzpensí6n 6e guatda en un

tubo 6,, Lío cubíeAto con papel aluminio pa -ta evítaiL que la zuz
pen,sí6n e,6té iluminada. Todo el ptocezo de aízlamiento ze - 



25g
J- lojas de, espínaca

Homogenizado ( licuadora) 

Fittrado a traves
1
de 4 capas de gasa

1500 rpm X 3' 

1i
ento P, Sobrenadante 51

3500 rpm X

1
Sedimento P2

Sobrenadante S2

3500 rPm X

Sedit-nento P3 ( lav.) Sobrenadante S3

1 4 [_ M-edio de resusp 

ResuspensiÓn final en 3 m[ 

conservado en fri'o) 

Fig. 19. Esquema del métodDempleado para el ais
la4niento de cloroplastos a partir de hojas de— 
espinaca. 
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e6ectda a 40 C y a pH 8. 0 pata pitevenít la ínactivací6n pox - 

galactolípa4az y 6oz6olípaza D ( 59, 601. 

Loz ptincípalez 6actoAez que incnementan la eztabílí-- 

dad de laz memb)Lanaz de loz tílacoídeá y laz 6uncíonez que ze

tealízan en ella 6on: a, aí,61amíento en un medio que conten- 

ga
K4, 

y almacenamiento en un medio que contenga zacatoza y
baja concenttací6n de eleettolíto 6. b. La ptezencía de un

antíoxídante y una ptoteína tal como albámína 4íAíca bovina
pata temovet loz dcidoz gtazoz líbtez en el medio duxante el

almacenamiento. 

E,s ímpottante la pAezencía de K" en el medio de aizla- 

miento, ya que va a 6uncíonat como contta- íon, pata mantenek

la neutAalídad de caAga ( 61) y Jacílitat azt el ttanzpoAte de
ptotone,s a ttavez' de la membxana. El 6ubsecuente electo bení

6íco de Aesu.6pendeA lo,6 cloAopla,6toz en un medio con zacatoza

podxía zet debido a la ptevencí6n de deznatuiLalízací6n de la4

pxoteínaz de la membtana pot ptolongado contacto con altaz -- 

concentAacionez de sales, ademd,6 de la supxe,6í6n de líbeta--- 

miento de lípído4. 

Se ha tepoAtado que la petoxídací6n lípídíca Jotoíndu- 

cída, deztxuye las actívídadez 6otoquímícaz en clotopla 6to 5

de ezpínaca cla4e 11 ( 62, 63). Pot lo tanto, la eztabílíza--- 

cí6n pox antíoxídante3 tale,6 como azcoAbato o hídxoxítolueno

butílado, no ez zotptendente. 

En la o scutídad también exí4te oxídací6n de lípídoz ta

le,6 como galactoltpído s y Jozlolípídoz, pox aceí6n enzí:mdtíca

con la conzecuente. libexaci6n de dcído4 gta,6oz, loz cualez -- 

ejexcen una accí6n detcAiotante -sobte laz 6uncíonez de la mem

b) tana ( 641 ptincípalmente loz deidoz gta4oz ín,6atuAadoz poA
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lo que nos set4 de utilidad contat con ESA de4g,,Lazada en el

medio pata que noz elimine loz dcidoz g& azoz del mízmo. 

TT DETERMUACION DE CLOROFILA ( 64) 

La clotolíla se detexmín6 po) t el método coloxímettíco, 

de Sttain y Svec, en el cual, ze colocan en doz tuboz de cen

t,%,Cluga cliníca, 5 m1 de acetona al 80 % ( a tempvLatu/La am— 

bíentel en cada uno de elloz. A uno de e4toz tubo4 ze le - 

ag.&egan 20 "Al 1 de la muezt)ta y 4e incuban en o.6cuxidad amboz
tuboz du)Lante lo mín exacto4, paxa pe)tmítit que Za cloAolíla

zea exttaída y no zea dañada poA la luz duxante ezte lapzo. - 
Centtí6ugamo4 poh 5 mín en la centxt6uga clínica a mdxíma ve- 

locidad paAa zedímentak ) Leziduoz de loz elo)Loplaztoz exttaí-- 

doz, y estimamo,¿ la clotojila midiendo la abzoteí6n del zobAe

nadante a 649 y 665 nm en un ezpecttolot6metto Cax1 Zeízz M4
QIII 45309 " PM Q11 46275, y calculando loz valotez mediante

la.6 6iguientes ecuacíone.6: 

Cto a 4, glmtl- 11. 63 ( A - 2, 39 CA6651 6491

Cto b , glmt)= 20. 11 ( A 649 - 5, 18 ( A 665) 

Cto total , gjmt) m 6. 45 ( A 665 + 17. 72 ( A
649 ) 

La,s xecomendadas ecuacíonez antetíoxez se dv¿ívaton de loz - 

coe6ícíente,s de extíncí6n e,6pecí6ícoz ( 65, 66 y 67). 

111 ACOPLAMIENTO DE LAS AMINAS A SEFAROSA

La uní6n de amínaz a ze6qAo4a ze xealíza bdzícamente - 

en dos pazoz: 

a. Activaci6n det* Potisacd&ido

La actívací6n ze Aealíz6 pox el método de4c)Líto po) L - 
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MvLck, ? an¡kk V- Cuatte-caza4 C681, ¡ jue ez, una modC6icacít5n del

método oxíg,¿nal de Axen y col, ( 691: 

A un volumen de ze6atoza 48 ( PhaAmacía fíne Chemícalz) 

ptevíamente lavada con 1 lítAo de agua, ze le añade 1 volumen

de agua y 2 voldmenez de caAbonato de zodío 2M y ze mezcla. - 
En una campana bien ventilada añadík 0, 05 volumen de una zolu

cí6n de bhomuto de cían6geno en acetoníttílo ( 2 g de btomuto

de cíandgeno pox m1 de acetoníttílol, Se agita vígoxozamente

poA 1 6 2 mín, Dezpués de e,8to ze jilt -&a en un embudo 4,kío - 

con membhana de vidxío potozo y 4e lava con 5- 10 vol6menez de
cada una de laz 4iguíentez 4olucíone4: bíca&bonato de zodío

0. 1 M pH 9. 5, agua, bicatbonato de zodío 0, 2M joff 9. 5 ( zolu--- 

ci6n amoxtíguadoxa donde ze llevakd a cabo el acoplamiento). 

Dezpula del CLItímo lavado la ¿ejatoza actívada. ze jíltxa con

vacío hazta empacatla. 

b . Adicidn del B,%azo Hiditocatbonado Viam-Cnado

El paquete de ze6aAoza activada ze tfLanz4íete A& pída— 

mente [ el ínteAmedíatio activado u muy íne4tablel a 1 volu— 
men de bicatbonato de zodío 0. 2 M pff 9. 5 en el cual ze encuen

txa di4uelto el ligando ( paAa laz diaminaz de 10 y 12 caiLbonos

ze utíliz6 al 50 % con dímetíl6ohmamída y el volumen de aco— 
plamiento 6ue de 1 a 2 Itz tezpectívamente). El acoplamiento

ze llev6 a cabo agitando la zoluci6n duxante 20 hxz. a 4* C. 

Dezpuez del acoplamiento la ze6atosa ze lav6 con 20 vol. de - 

acetato de 4odío 0. 1 M pff 4. 0 y 20 vol. de acetato de zodío

0. 1 M pff 10- cloAuAo de zodío 0. 5 M, 

La ) Lelaci6n empfeada 6ue: 

lo 9 zelaiLoza 4810, 5 m1 SACN- acetoníttilol4 molez del ligando

En el cazo de la dodecametílendíamína, dezpué4 de loz

lavadoz ze hizo una didlizí4 contta agua dezíonizada duxante
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3 hotas, Aeatizdndose 6 cambios. 

El gtado de acoplamiento 4e detexmín6 pwL la pAueba - 

colohida con deido 2, 4, 6- t)tínítiLobencenzul66níco, la cual ze

menciona a contínuací6n, Lo4 gelez contenían ap)Loxímadamente

30 /
1"- molez de gtupoz am41 noalkíl poA 9 de zeJa4oza. 

La4 xeaceíonez entte el bAomuAo de cían6geno y loz al- 
coholez en - 6olucíonez alcalínaz acuozas no se han utudíado - 

ampliamente, debido pAobablemente a la jL& pída hídA61ízíz del

btomuto de cían6geno en eztaz condícíonez. Sin embaiLgo, ze - 

han estudíado laz iLelacíonez entxe loz alcoholatoz y el bAomu

Ao de cíandgeno. 

El ptoducto pAíncípal entAe alcoholatoz y el bxomuko - 

de cían6geno ez un cíanato, aunque también se han podido íden

tí6icat imidoca Lbonatoz, catbamatoz N- zuztítuídoz e í4ouxeaz * 

Loz caAbamatoz, siendo ínextez y neutkoz no toman paiLte en laz

Leaccionez de acoplamiento, mient)Laz que loz g& upoz imídocaxbo

nato4 zon loz tuponzablez de ézte. Los gtupoz ímído cahbona- 

toz cíclico,6 de cinco miembtoz con gAupoz híd)Loxílo ttanzvící- 

nalez zon pattículatmente xeactívoz y pitohablemente juegan un

papel muy impottante en el acoplamiento ( veA Fíg, 20). 

En la 6íg. 21 podemoz veiL la xeacci6n geneAal de loz -- 

gxupo4 amíno con la ze6aiLoza activada pwL el bitomuto de cíand- 

geno. 

IV DETERMINACION DE GRUPOS AMINO

Okuyama y Satake ( 701 y Satake y col, ( 711 dezaAtollaAon

un xeactívo muy dtíl: el deído 2, 4, 6- tAinittobencen4ul66níco

TNES) pata deteimina L g LupoA amíno piLimaxioz lib Lez. Se en— 

contx6 que Leacciona ezpecí6ícamente y bajo condíeíonez zuavez



ACTIVACION

0
1

O- C- NI—12
Y 011

OH C - CEN

3rC i carbamato

OH OH

o

C= Nil

0

imidocarbonato

ACOPLAMIENTO

O- C- NI—1-( C112) x- NH2
NH

011

derivado de isourea

H2N ( CH2) x NH2
0

C= N-( CH ) x - NH
2

0
2

b-idocarbonato N - sustituido

O- C- NH( CH2) x- NH11 2

0

OH

carbarriato N - sustituido

Fig. 20. Activaci6n de la sefarosa por bromuro
de cianógeno y el subsecuente acoplamiento de
un brazo aminado, 

H. N-( CH2) x- N1- 12 - 

jagarosa > 
NH_( CI—12) x NH2

3rCN

Fig. 21. Reacci6n general de los grupos amino
con la sefarosa activada con bromuro de cian6
geno. 
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con estoz gAupo,6 amino líbAez pata dax tAínítxoleníldeAívadoz. 

En la )Leacci6n el zul6íto ez dezplazado del TNES pox un ataque

nucleo6£líco ( 721, 

NO :
NHf R N 022 

C Oi_ 
2 - 

NH - R + SO + HN0 Oi 32

NO2 NO2

El ttinitAo6eníl deAívado puede eztímaA,6e coloximéttí- 

camente con 6acilidad ( 73): a 1 l m1 de la zoluci6n de ami- 

naz ze le añade 1 m1 de bicaxbonato de zodío 4 % pff 8. 5 o una

zoluci6n xeguladota al pff indicado y 1 m1 de TNES 0. 1 %, A - 

la zoluci6n 6e le' pexmíte Aeaccío~ L a 40* C duxante 2 hoAaz

en un baño con agitací6n Lab - Line modelo 3581. Po4tex- íoAmen

te óe le agAega 0. 5 m1 de deído cloxhídxíco 1 N pata dí4ocíax

el complejo del 6ul6íto ante4 de leeA Use zabe que el 6ul6ito

ptoducido en la teacci6n ze a4ocia xevexziblemente con lo4 -- 

gxupoz txínítiLojenílamíno pata 6oxmax complejoz cuyo ezpecto

de abzotcí6n eztíf altexado, haciendo dí6ícíl la cuantí4ica— 

ci6nI, La aUmbancia de la 4olucí6n ze lee a 335 nm en unez

pect)Lo6ot6metto CaiLl Ze¡ zz M 4 Q ITI 45309 - PMQ 11 46275, 

contxa un blanco t Latado de igual manexa a como ze menciona - 

antez, peAo con 1 m1 de agua o 1 m1 de zuzpenzi6n de ze6axoza

contAol en lugax de la zoluci6n de pAoteína. 

De ezta maneAa se detvLmín6 el gtado de acoplamiento - 

del btazo díamínado, íntetpolando loz valotez obtenídoz pok - 

cada uno de loz dí6exentez bxazoz en una cuxva patt6n hecha - 

con la monoamína de la longitud del btazo hídAocaAbonado --- 

cox,PLezpondíente, 
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V MEDICION DEL TRANSPORTE DE ELECTRONES ( REACCION DE HILL) 

El t)Lanspmte de e£ ectxone,6 en nuezt Lo 6íztema ze de— 

tetmín6 midiendo la evolucí6n de oxígeno de la Jot6lízí4 del

agua con un electtodo tipo Claxk ( 74, 751 que conzízte de un

c4todo de platino y un dnodo de plata, amboz ínmetzoz en la

mí3ma zoluci6n de KCI concentxada y zepatada de la zolucí6n

de p tueba pot una memb)Lana ( ve& 6íg. 22), la cual eztd hecha

de polytetAa6luotoetíleno ( PTFEI, ez decít, te4l6n. Dicha - 

membtana evita que el eleettodo ze contamíne pot laz suztan- 

cia,6 químícaz exíztente4 en la mezcla de xeaccí6n. y o6)Lece

ademíf,6 zelectivídad al pazo del oxígeno y ottoz ga 6ez, en

conVLa de lo3 íonez . 

Ptíncípío: La medící6n de oxígeno pot electkodo4 se

baza en voltimettia y polaxígxa6ía, El oxígeno ez electxow

ducible y da lugat a una onda que 4e puede detetmínaA. El - 

voltaje aplicado se mantiene notmatmente conztante, y la di- 

geAencía en la co" iente ( la cual e4t& telacionada a la con- 

centtaci6n de oxígeno¡ ze obzeiLva en un ) Legí4txadox. Sí ze

u,6a un eleettodo de platino conjuntamente con un dnodo de -- 

plata: ze genvLan 4 electitonez en el dnodo, loz cualez . 6on

u,sado.6 pata & educí,% una molécula de oxígeno en el c&todo: 

Anodo 4 Ag + 4 CI- ) 4 AgC1 + 4 e- 

Cdtodo 4 H + + 4 e + 0 2 ) 2 H
2

0

4 H + + 4 Ag + 4 Ct - + 0 2 - ) 4 AgCt + 2 H 2 0

Sí se aplica un voltaje de 0, 5 - 0. 8 V a tjLavéz de loz elec— 

tAodo.s, la coAtíente que Ae geneAa e4 pAopoXcional a la con— 

centtací6n de oxígeno en 1,a zolucí6n. 
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entrado de catodo de
agua platino

camisa para -
solucidrí de KCI

teffl poratura

constante

OL oximetro
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Fig. 22. Diagrama del electrodo de oxIgeno desmantelado

1 — -- 
1
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Apatato: E£ Aegí4tAo de la cantidad de oxígeno conzu- 

mído o ptoducído se llev6 a cabo con un oxígeno de jabticaci6n

paAtícuIaA, donado pot el Dt. Dilley, el cual ttabaja con un

electhodo tipo Claxk, conectado a un Aegístxadox Beckman 1011

con escala líneaA- log. El pat ox£met)Lo-, tegízttado t zumíní4tt6

una escala total de 10 mV, lo cual equivalía de 1- 2 / 111- equíva

entes electA6nícoz. 

Como juente de ílumínaci6n se emple6 un pAoyectoA Saw- 

VeiL 550 A con una ldmpaxa de 500 wattz, el cual zumíni4tAa

luz a zatutací6n. El haz lumínozo se hace pa4at a tAavéz de

una lente de Izawa ( un mattaz bal6n de 500 m1 con ttazaz de

CUSO 4 ) la cual zíAve como líltxo y elimina el calot, adem4z

de concenttat el tayo de luz ( vet líg. 23). Se emple6 una

base de agítaci6n magnética Spín- Maztet modelo 4803 pata lo- 

g,ta,IL que la ílumínací6n juese constante al manteneA homogénea

la zuspensi6n de clotoplastoz, los cuales se enconttaban en - 

una cubeta ptotegída con una camisa pata manteneA constante le

tempetatuta, 

Mezcla de Reaccí6n: La mezcla de teaceí6n est4ndat -- 

tiene los siguientes componentes en un volumen total de 2 ml: 

Hepez 20 mM pH 8. 0, sacatLoza 100 mM, KCI 50 mM, MgC1 2 5 mM, - 
albdmína 0. 1 %# 0, 5 mM de MV y 20 9 clolml ( pata calí

bAaA se empleaton 10 0, 05 M en lugat del MV). I de Fe ( C N) 6

Las teaccíonez pata lotoaiztema T ( vet 6ig, 241 se lle

vaton a cabo teniendo ademU de la mezcla de & eaccí6n eztdn-- 

dat, 2. 5 mM de azcotbato, 0. 4 mM de DCIP y 5 M de DCMU. 

Las ) Leaceíone,6 paAa 6otozi4tema 11 ( vet 6íg. 241 se -- 

e6ectuaton quitando de la mezcla de xeaccí6n eztdnda,,L, el MV, 

y adicionando 1 M de DEMIB, 0. 5 mM de DMQ, 0. 4 mM de Fe --- 

C N) j6* 



Fig. 23. Sistema empleado para la determinaci6n del trans
porte de electrones. a. oXImetro; b. registrador; e. agi~ 

tador magnético; d. lente de Izawa; e. fuente de ilumina- 

ci6n; f. cubeta de reacci6n con camisa. 

a. oxímetro; b. agitador a. fuente de iluminaci6n; 
magnético; e. cubeta de b. lente de Izawa. 
reacci6n con camisa. 

1, , - o e, - _. 

registrador

Fig. 23'. Ampliaci6n de los constituyentes del sistema em
pleado para la medici6n del transporte de electrones. 
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Fíg. 24. Sitios de acci6n de aceptores, donadores e
inhibidores electr6nicos. -- inhibici6n del trans

porte de lectrones. 

OFF

1 1

0. eq e - 
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L- 

Fe( C

02 / 
N) 6

MVm V - 

tiempo

Fig. 25. Curvas obtenidas al registrarse evoluci6n o
consumo de oxígeno durante la fot6lisis del agua. -- 
ON = luz encendida; OFF = luz apagada. 
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Pata medíx cualezquíexa de laz xeaccíonez antez mencío

nada4 en condícíonez 6oz1oAílantez, ánícamente Ze añadío 1 mM

de ADP y 3 mM de KH2 Po 4 ( concenttacionez 6ínales). 

La,s Aeaceíone,6 que ze llevaton a cabo en la mezcla de

teaccí6n en cada uno de loz di6exentez cazoz 6ueton: 

2

Calibnací6n ( H 0 1 Fe( CN)- 
2 6

2H 0 + 4Fe( CNI
01 + 4H + + 4Fe( CN) OP14e- 

2 6 2 6 2

PS I + PS 11 ( H 2 0 ) MV) 

2H 0 + 2MV 2MVH + 
01

2 2 2

2MVH + 20 + 4H+ 2H 0 1 O 14e- 
2 2 2 2 2

PS I ( DCIPH 2 ) MV) 

2VCIPH 2 + 2MV 2MVH 2 + 2DCIPox

2MVH + 20 + 4H+ 2H 0 2 O 14e- 
2 2 2 2 2

PS 11 ( H 2 0 ) DMQ) 

2H 0 + DMQ 2DMQH + 
07 1 O 14e- 

2 2 2 2

An¿fl¿óí,s del t tazo: El tipo de cutva de evoluci6n o

con.óumo de oxígeno obtenída du)Lante la jot6lísíá del agua 6e

ob3eAva en la 6íg. 25. La * velocidad de conzumo o ptoducci6n

de oxígeno se puede detetmínaA compa)Lando la delleccí6n que 6u
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6, te el tAazo de la_pluma de4puéz de adícionaA una cantidad -- 
conocida de Fe( CNI 6 0. 05 M tcalíbiLaci6n) con la de6leceí6n de

la pluma ocut Lída en nuezt&a mueztAa ptoblema, po& unidad de

tiempo y mg de eloho6íla ( añadída como eloxoplaztoz). e. g., - 

sí zuponemoa que loz ttazoz pa)La el p) toblema y la calíbAací6n
aon los que & e ptesentan en la 6íg. 

2511, cuyoz dato,6 expetí— 

mentalez 6ueAon: volumen total de la mezcla de Aeaccí6n, 2 ml; 

velocidad de la caAta, 1 pullmín; 37. 5 g de elo en loz 2 ml; A

1
02

1 pulpul

MV

62 hn

MV

41 lin

410 F-,-(CN) 6- 
Off on

a) b) 

tiempo

Fig. 25". on = luz encendida; off = luz apaga

da; lin = lineas. ( a) muestra problema. ( b) -- 

calibraci6n. 

calíbtací6n con 10 A Fe( CN) 
6

0. 05 M ( lo que ez igual a 0. 5,, eq e

en loz doz m1). Azí, zímplemente paAa zabvL la velocidad del

6lujo de equívalentez LeductoAez, tenemoz que telacíona)L laz

41 líneaz ( ímptesa s en el papel gta6icado)L) duplazadaz pox -- 

0. 5^ eq e- ( veA 6íg. 
2511) con el n6mexo de^ eq e- que zeAían

capacez de desplaza4 laó 62 líneazImin ob4eAvadas en el tAazo

p toducido pot nueztta mueztAa ptoblema ( vet 6íg. 25" 1 y hacet

laz convmíonez necezatía4 paiLa tenex el xezultado en 6uncí6n

de honaz y de mg de eloxojila, Azt, tendxtamoz 6ínalmente: 
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0. 5 eq e_ 141 lín X 62 lin[min X " 
mín/ hA

1209,,ueq e-/ 0 3.7 5 m g —E`u
h)Llmg clo. 

VI DETERMINACION DE SINTESIS DE ATP

La 6otolozlohílací6n ze dete)Lmín6 ) Legízttando lo4 cam— 

bioz de pff en laz mezclaz de xeaceí6n que contenían loz cloxo- 

plazto,s ílumínadoz en laz condícione4 adecuadaz paAa zinteti-,- 

zaA ATP ( 769' 77). 

PAíncípío: El método ze baza en medix loz pequeño4 cam

bíoz depfi que ocutten al dízmínuiA la concentxacC6n de íonez - 

hídx6geno cuando la zíguíente Aeacci6n ze lleva a cabo en el - 

tango de pff líziol6gíco: 

ADP + Pi + nff +  ATP + H
2

0

en donde el valox de n ( n = A H" l A Píl ze calcula teMícamen- 

te y la capacídad de amOxtíguamiento C= H + añadidolá pffl se.-- 

detetmína expetímentalmente poit títulací6n. En el xango de pff

de 7- 9 la teaccí6n mencíonada ax-xíba ze puede exptezai como -- 

sígue. 
ZONO14 , 9

ATPADP
1 %

3. 14

nH + H 2  0, p 2 - 4- 

A DP PIL ATP
2-) 3- 

o cuando a4umímoz la 6otmací6n del complejo de magnezío del - 

1- 2- ATPMg
2

l'ADPMg PIL

U )+ + nH + + H 2 0
A ATPMgDPM ( P,(- ) 
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La Aelací6n 9 iones híd&6geno de,6apaAecido,61# íonez ATP 4ot— 

mado n en laz ttez ecuacíone4 mencionada,& en el tango de - 

pff 7 9 4e ha calculado te6Aicamente ( 16) tomando en cuenta

lo4 coe6ícientez de actividad pata laz 6oAmaz que ínteAvíenen

en la ecuací6n y se zabe que e4 igual a la unidad a pff 8. 0

Apatato: el Aegí.6tAo de lo4 cambioz de pH 3e llev6 a

cabo uzando un pff metto Sa,,Lgent- WeIch modelo LSX de e scala ex

pandida ( con un eleettodo SaAgent- WeIch modelo S- 30072- 151

conectado a un tegí4tAadot ffeath SchIumbeAgeA Sttíp ChaAt
RecondeA unido a un Heath Setvo Amplí6íet Patch Module. El - 

pat pHmetto- tegístAadoA zuminiztta una ezcala donde la de6lec

cí6n total de la pluma zígni6íca 0. 5 unídadez de pH. La ílu- 

minací6n e.6td dada poA un pAoyectoA Kodak CaAAouzcl 600- K con

una lImpata de 500 wattá, el cual pAoduce luz de ínten,6ídad - 

4atu,*Lante pata el zí,6tema empleado, Se emple6 una lente de - 

Izawa como 6íltAo pata evítat la mayotía de loz e6ectoz cal6~ 

tico4 del tayo. La mezcla de Aeaccí6n ze coloc6 en una cube- 

ta con camí4a pata manteneA conztante la tempeAatuta. Se em- 

ple6 un agitadot magnético Mag- Míx modelo 65904 pata manteneA

homogénea la zuzpenáí6n ( veA Fíg. 26). 

Mezcla de Aeaceí6n: la mezcla de teacci6n eztIndaA — 

tiene los siguiente<s componente4 en un volumen total de 7 ml; 

100 mM de KCI, 5 mM de MgC1 21 1 mM de ADP, 3 mM de KH 2 PO 41 -- 
0. 5 mM de MV y 20- 30ALg de clolm1 ( pata medíi la 6ozlo4íla-- 

cí6n cíclíca se emple6 en lugan de MV, 30, u_ M de PMS), el pH

6e llev6 a 8. 0 con KOH 0, 1 M. 

Antíli,sí,s del ttazo: El tipo de tAazo de pH obtenido

poA la 6oto6oz6otílací6n e3 el que ze mueztAa en la líg. 27. 

La velocidad de áíntezíz de ATP puede 6eA detetmínada compa— 

tando el cambio de pff 4u6Aido dezpuU de la adící6n de una -- 

cantidad conocida de dcído o baze ezt4ndat, con la delleccí6n



Fig. 26. Disposici6n espacial del sistema empleado para la
medici6n de la síntesis de ATP. a. registrador; b. pHmetro; 

e. agitador magnético; electrodo combinado para medir cam- 

bios en la concentraci6n de iones hidr6geno; e. cubeta de

reacci6n con camisa; f. lente de Izawa; g. fuente luminosa. 

registrador

a. pHmetro; b. electrodo; e. - 

cubeta de reacci6n con camisa; 
d. agitador magnético. 

a. fuente de iluminaci6n; 

b. lente de Izawa. 

Fig. 26'. Ampliaci6n de los constituyentes del sistema
empleado para la medici6n de la formaci6n de ATP. 
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que zuIxe el ttazo de la pluma pot la alcalínizací6n de nue,6

t,ta mue4tna pAoblema al zíntetizaAze ATP, expAezdndolo pot - 

unidad de tiempo y mg de eloAolíla. Pot ejemplo, 4í supone- 

moz que loz ttazoz pata el ptoblema y la títulací6n ( adící6n

de cantidad coneída de deído o baze eztandaA) 6on loz que ez- 

t¿ín tepAe,6entado,6 en la líg. 27", con los zíguíentez dato 6 ex

petímentalez- volumen total de la mezcla de teaceídn, 7 ml; 

velocidad de la ca,,Lta, 1 pullmín; 93, 8 mg de eloto6íla en loz

7 ml; titulacíón con 5 A de HCI 0. 01 N ( lo que equivale a -- 

pH

5AHCI 0. 01 N

i

111 tin

b) 

tIOMPO

Fig. 27". on = luz encendida; off = luz apag.1
da; lin = lineas. ( a) muestra problema. ( b) ~ 

titulaci6n. 

0. 0 5,, m. moles de H') . De eóta maneta, paAa zabet cual ez la

velocidad con la que & e ezt¿f zíntetízando ATP, tenemoz que - 

telacionat taz JJ línea4 duplazadaz poA 0. 051.4- molez- de
H4' 

ve -A - 6íg, 27111 con el ndmeAo de H desapatecidos, que sextan

capace,6 de desplazat en 4,ent,¿do conttaxio ( hacia la basí,Jíca

c411) las 41 Itneasímin oUetvada,6 en el ttazo ptoducído poA
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nuezt,ta muut&a pAoblema ( vet 6ig. 27111 y hacex laz convex— 

zíonez necezatiaz paxa tenex el xe¿ultado en 6uncí6n de hota4

y de mg de elotolíla. Azí, jínalmente tendxíamoz: 

0, 05 o. molez de ATP/ I 1 lín X 4 7 linImín X
60 mínIhIL - 

4938 mg e–zo ~ 

136 ,, moles de ATPIhxImg cloto4íla. 

VII MEDICION DE LA BOMBA DE PROTO.NES

Pa,ta medí t la bomba de ptotonez e.& conveniente ajuztax

el pff alhededox de 6. 0 ( 781, lo que ze conzigue condcído 0

baze e,6tanda Lizado, Una cu)Lva típica paAa loz cambíoz de pH

inducido pot la luz en una mezcla de iLeaccí6n que contiene

clohoplaztoz, ze puede obzeAvajt en la 6ig. 28. OtAa vez la

velocidad y el cambio ( g& ado) del pff ze puede e4tímaA debido

a la de6leccí6n de la pluma pAovocada poiL la adíci6n de una
ba se o dcído e,&t&ndat, la cual, ze compatat4 con la bazíjí-- 

caci6n del medio al .6eA zecuezt)tadoz loz ptotone,6 en el lo— 

culuz del tílacoíde dutante el ttanapoAte de electAonez a -- 

tAavéz de la cadena 6oto 6íntética. 

Pata medi L la bomba de ptotonez, el medio de xeaceí6n

e,6 el mí.6mo empleado pa)La la 6oto6ozlotilací6n, eliminando -- 

6nícamente el ADP y el Pí, 

Leza. 

Todo,6 lo,& teactivo4 utilízado4 6ueton de la mdxíma pu- 

4
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bio de pH en el medio durante la sIntesis de - 
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Fig. 28. Cambios de pH inducidos por la luz, 
observados con suspensiones de cloroplastos. 
on = luz encendida; off = luz apagada. 
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1 EFECTO DE LAS MONOAMINAS ALIFATICAS CON DIFERENTES LONGI- 
TUDES EN SU BRAZO HIDROCARBONADO SOBRE EL TRANSPORTE DE
ELECTRONES

Como ¿ e díjo antexiotmente, una de £ a4 catactexíztícaz

de loz de4acoplantes ez la cstímulací6n de la velocídad del - 

6lujo de electAonu en cloxoplaztoz V 31. El dezacoplamíen- 

to de la 6oto6oA6o&ilací6n pot aminaz e4 cauzada pox la baze
líbte de la amína, y no poit la ezpecíe cati6níca de la mí4ma
121. 

Antez de enzayaA el e6ecto dezacoplante de laz amínaz

unída,s a ze6atoza, exa necezaxío contak con lo4 contxolez de

la4 monoamínaz líbAez coxtezpondíentez [ Cf' 3 ( CH 2 ) nNH
2

donde - 

n = 1, 2, 4, 6, 8, 10], ya que laz díaminaz al uní&4e a la -- 

ze6axoza a thavU de uno de 4uz gAupoz díamino4 se azemejaAdn

a laz monoaminaz. Azí, ze mídí6 zu e6ecto zobte el thanzpoxte

de electxonez no cíclíco del agua al metilvíol6geno, tanto en

condicionez bazale4 ( zín ADP ní Pí1, como en condicionez Jo4- 

Johílantez ( m& z ADP y Pí), Loz tezultadoz obtenídoz loz pode

moz obzeAvaA en la 6íg. 29: en ezta 6íguxa, la4 velocídadez

del ttan4poAte de eleettonez dadaz en ^ eqJhxJmg cio, estdn - 

xeptezentadoz en % de activídad del contAol, lo que zígní6íca

el aumento en poxcentaje de la actívidad coiLtezpondíente, en

ke1ací6n a un enzayo contAol al cual no ze le ag)teg6 dezaco— 

plante. 

Como ze puede vex en la 6íg. 29, loz datoz noz índícan

que a medída que aumenta la longítud de la cadena hídtocatbo- 
nada de laz amínaz, ze necezita menoi concent)Lací6n pata actí

vax la velocídad del txanzpoAte de eleettonez; concomitantem, n

te a eáto se obzetva una menoit eztimulaci6n de laz aminaz --- 
alígdticaz de cadena laxga con Qezpecto a laz amínaz alí6dti- 

caz de cadena coxta. Pot ejemplo, la tabla 11 mueztxa que la
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et,Clamina e,6tímuC6 e£ tnanzpwtte de e£ ecttonu ha4ta un maxí

mo, con 5 mM, mienPtaz que ze AequíníeAon 0. 1 mM de decílamí- 

na paAa alcanzaA zu mdxímo co" espondíente. El ttanzpoxte de

electAonez . 6e utímul6 mucho md.6 en condícíones basales que

en condícíone3 6oz6otílante4, Azí, e. g., como se puede vex

en la 4ig. 29, el valoA contAol en condícíonez basalez cuando

ze deteAmin6 la hexilamina 6ue de 346 ^ eqjht1mg elo, el cual

e e4timul6 hasta 934^ eql" lmg clo, tepAezentando un íncte-- 

mento del 170 %, míentAaz que el conttol en condícíone4 6o, 6-- 

lo tilante,6 6ue de 471,,v-eqlh tlmg elo, eztímuldndoze ha,6ta 121, 5

ceqlh,klmg elo, lo que zignígícaba un incAemento d1 158 %. Sin

embatgo como ze ob4etva clatamente, loz valo.&es netoz, zon su

pe,tíotez en condícíones losloxilantes. 

11 EFECTO DE LAS MONOAMINAS CON DIFERENTE LONGITUD EN SU CA- 

DENA ALIFATICA SOBRE LA FORMACION DE ATP

OPLa de la3 ca iadte)Ltztícaz de loz dezacoplante,6 es la

de ínhibiA la stnte,6ís de ATP, petmitiendo el llujo de elec-' 

ttone,s ( 1, 31. En el ca4o de laz amína.8 alí6<Itícaz enzayadaz, 

ezte e6ecto ze p Lodujo al dísípaAae el gtadíente ptotdníco ez
tablecído duAante la joto6oz6oAilací6n ( 50). 

Se mídí6 el e6ecto de laz monoamínaz alildtícaz líb te4

sobAe la zínte,6ís de ATP no cíclica, Lo4 tezultadoó obteni— 

doz loz podemo3 ob4exva& en la líg. 29, en donde la zíntezíz

de ATP estzf dada en, umoles ATP/ hn/ mg elo, Los valo,,tes estan

Lepte,6entadoz en % de actividad del conttol. En estoz expeAí

mentoz ze obzexv6 una dízmínucídn en poAcentaje de la actíví 

dad, lo que zigni6íca un íncxemento notable en el e6ecto de4a

coplante de laz monoamínaz, que ze acentda a medida que 6e -- 

alwLga la cadena hidAocaAbonada. Ezto4 datoz eztdn concentxa

doz en la 6íg. 30, donde podemoz veA que la4 aminaz de cadena
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TABLA 11

RELACION ENTRE LA MAXIMA ACTIVIDAD DEL TRANSPORTE DE

ELECTRONES DEL H 2 0  MV# Y LA CONCENTRACION

DE LAS MONOAMINAS NECESARIAS PARA LOGRARLA

Mdxíma actívídad
Monoamína,s Concentxací6n mM (% 

del Ppntxpz) 

Metilamína lo 350

Etílamína 5 26,1

Butilamína 3 212

ffexilamína 1 llo

Octílamina 0, 3 137

Decilamina 0, 1 75

La maxíma activídad eztd iLepAezentada en poteentale de

de activídad en xelacidn al contAol, Loz contxolez en

en^ eq e" IhAlmg clo 6ueAon: metilamina y hexilamina

346; etilamina 334, butílamina 381; octílamína 355; 

decilamina 201, La medící6n ze hízo en condícíone4 -- 

ba,6ale,6 ( no ADF, Pí1, Laz ot)Laz condícionez 6uexon  

como se ductiben en método,6 y matetialu. 
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Fig. 30. Efecto de la longitud de la cadena hidro- 
carbonada sobre la ínhibici6n de la fotofosforila- 
ci6n en cloroplastos, por las monoaminas. Las velo
cidades de los controles varían de 120 a 160 .¿cmo"! 

les/ hr/ mg clorofila. Cl, C2, etc. se refieren al - 

número de átomos de carbono en la monoamina. 
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coAta talez como metil o etílamina zon menoz e6ectí%>az que  

el cloAuxo de amonio pava de4acoplaiL la 6oto6oz1oAilací6n en

elotopla,stoz. Azt, la e6ectívidad de laz monoamínaz alildtí

caz paxa ínhibix la Zoto6oz6otilaci6n no cíclíca en cloxoplaz

to,s, aumenta matcadamente al inchementax la longitud de la - 

cadena hídxocaxbonada, e. g., la octílamina ínhibi6 la JoAma-- 

cí6n de ATP en un 50 % con 45 mM, míentAaz que 6ue necezaAío

5 mM de metilamina paxa pAovocaA el mízmo g Lado de ínhíbíci6n. 

Tomando en cuenta que el eloAuxo de amonío inhíbí6 la zinte— 

ziz de ATP en estaz condícíone4 en un 50 % a una concentta— 

cí6n de 3. 5 mM, paAece apa)Lente que la,6,. monoamínat alí6cftícaz

con md4 de cuatxo unidadez de metileno son inkíbídoxez mdz

potentez de la 6otolozlofLilaci6n que el cloAuAo de amonío. 

La4 concentAacionez de laz aminaz hequeAídaz pvta daA el 50 % 

de ínkibici6n de la 6oz6otílaci6n, 4e detexminaAon de la 6íg. 

30, loz cualez indica la Tabla 111. 

Se con.6tat6 tanto pox la eztimulacídn del álujo elec— 

tAdníco, como pox la ínhíbíci6n de la ztnte4i¿ de ATP ' que el

dezacoplamiento ez mdz édeílmente alcanzado, a medida que au- 

menta el nameto de metilenoz unído4 a la amína, lo cual, pate

ce índicax que la actividad dezacoplante eztd Aelacíonada con

la zolubilídad lípoídal del mizmo. 

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

Se zabe que la4 díamínaz ali6&tícaz vatían en cuanto a

su e6ecto dezacoplante zobAe va.,Liaz lototteaccíonez en Aela— 

ci6n con laz monoamína4, poiL lo tanto, 6ue de íntetéz el en"- 

ayax el e6ecto de la longitud del biLazo hidxocwtbonado 4obte

el dezacoplamiento, cuando e,6taz díaminas INH 2 ( Cff 2 InNH 2
donde
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TARLA 111

CONCENTRACION tE LAS MONOAMINAS NECESARIAS PARA

OBTENER EL 50 % DE LA FOTOFOSFORILACION NO CICLICA

Concenttací6n de mono- amínaz

Monoamína,6 [ mMI pata ínhíbí,, e£ 50 % de
actívidad

Meti.eamina 5, 00

Etitamina 3. 40

Butitamina 2. 10

Hexiiamina 0. 80

OctiZam. na 0. 45

Deciiamina 0. 07

E£ 100 % de actívídad eztaba dado pot lo3 valote3

contnol, los cuale4 estdn dadoz en^ molez de -- 

ATPlhtlmg elo y 6ueton: pata metílamína 129; pata

octitamína 138; pana deeí£amína 140, La.6 condí— 

cíone,s de keaccí6n, 6ueton como se mencíonan en - 

mltodo,s y matehíaleá, 
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n = 2, 4, 6, 8 10, 12leztaban líbtea en el medio, y de esta

manera tenet también curvas conttol pana compatas con aque- 

llaz curvas obtenidas cuando las díamína3 estén unidas a la

zelazoza, Así, se detexmín6 el llujo de electrones en condi

Mones basales y por6oxílante4, desde agua a metílvíol6geno. 

En la líg. 31 se puede aptecíaA que la e3tímulací6n del llujo

de equivalentes teductote3 es bastante mds baja en las díamí- 

mas en compatací6n con las monoamína4 cottespondíentez, e, g., 

la tetrametílendíamína eztímul6 en un 60 % el llujo electOní

co en selací6n al control a una concenttacUn de 5 mM, míen-- 

tnaz que a la misma concentxací6n, la butílamína koz entímul6

en un 212 %. Esta actividad disminuida de las díamínaz en te

lací6n a las monoaminas puede debet4e al caUctex M polaA - 

de las ptímeraz, lottalecíéndo4e así, la idea del Aequexímíen

to de cíetta lípozolubílídad para potencíat la actividad deza

coplante. También dOmínuy6 la elícíencía como Macoplante

de las amína4 al aumentat la longitud de la cadena hídeocaA-- 

bonadaá, en la eztímulací6n del llujo de eleettone4, En la - 

misma líguta podemos obretvat que las díamínaz de 6, 8 y 1T

carbonos en tealídad no moMaton electo dezacoplante, sí to- 

mamoz en cuenta la escasa eztímulací6n del llujo de electto— 

nez y la mínima ínhibíci6n de la síntesis de ATP. Sin embat- 

go, esta Jalta de desacoplamiento se obzenv6 hasta la díamína

con 10 metílenoz, ya que al ensayar la de 12 catbonez, se ob- 

seW una actividad dezacoplante mucho mayot que las díamína3

con bAazo O~ Jobo m0 conto, e. g., la decametílendíamína es

tímul6 en un 7 % el ttanspotte de electrones a 1 mM, mientras

que a esa misma concentracUn, la dodecametílendíamína lo ha- 

ce en un 114 %, En la 6ig. 32 podemos ven la telací6n entre

el porcentaje de estímulac= n del ttanzporte de electtones y

el 0 de carbonos, tanto en las mono como en las díamínaz. En

esta JiguAa sobresale el hecho mencionado anteriotmente acex- 
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Fig. 32. Estimulaci6n del transporte de electrones

por moho y diaminas en relaci6n a las diferentes - 
longitudes de su brazo hidrocarbonado. Los valores

control está expresados en ^ equivalentes e / hr/ mg
clorofila y son los mismos que se mencionan en la
tabla II. Las condiciones de reacci6n fueron como - 
se* describen bajo métodos y materiales. 
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ca de £ a mayvk actividad de la4 monoaminaz en telací6n a iaz

diaminaz, ademd4 de que de e.6ta4 dltímas, de 6 caAbono.6 ha4ta

10, 6on pobtez como desacoplantez. En la 6ig. 33 ze pAesenta

la telaci6n entte el ndmeAo de canbono,6 de laz amínaz y la

concentAaci6n nece3aAía pata obtenet la eztímulací6n mdxíma

del tptanzpoxte de electtonez, obzeAMndo4e nuevamente la ten- 

dencia a dísmínut patalelamente al alatgamíento de la cadena

híd,to66bica. E,6 íntetesante notat el hecho , de que la díamí- 

na de 10 catbonez necuíta la míáma concenttací6n que la de - 

12 catbonoz paAa ptoducíi zu m<fxíma eztímulací6n, peAo . 6íendo

é,6ta mucho m¿fs pobAe que la ptoducída pot la dodecametílendía

mina. 

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

Pata visualízat de maneta mU completa el egecto deza- 

coplante de laz díamínaz, ena nece4atío vex 4u ín6luencía zo- 

bte la 6otmaci6n de ATP, azí, ze detetmín6 también el electo

de la longitud del btazo hídAocatbonado de laá diamínas lí— 

bAe3 en el medio zobxe la 6otoáoz4otilací6n no cíclica. En

la 6íg, 31 3e puede obzeAvat ezte electo. No ze puede apte- 

ciat una tendencia clata, peno en genetal, patece 6et que el

electo ínhíbítoAío ze va haciendo mdz debil conjoAme ze alat- 

ga la cadena hídtocatbonada. Al mísmo tiempo se aptecía tam- 

bíén la di6etencía tan 9tande de actividad de toda4 laz díamí

na4 pata ínhíbit la 6tntesís de ATP, en telací6n a la dodeca- 

metílendíamína, e. g., la decametilendíamína necesít6 una con- 

centnací6n 10 mM pata ínhíbí,,t un 6 % la 6íntezí,6 de ATP,' mien

t,pta,s que' la diamina de 12 caAbonos a una c . oncenthací6n 100 ve

ce.,s menot, A . e., 0, 1 mM había ya inhibido el 50 % de la 6oima

cí6n de ATP. 
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Fig. 33. Relaci6n entre el * de carbones y la con- 
centraci6n necesaria de las mono y las diaminas
ra obtener la estimulaci6n máxima del transporte
de electrones. Las estimulacíones máximas están ex
presadas en,,- eq e-/ hr/ mg clorofila y están repre_- 
sentadas en % de actividad del control, las cuales
podemos ver en la tabla II. Las condiciones de reac

ci6n fueron como se describen bajo méto dos y mate— 
riales. 
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V EFECTO DE LAS AMINAS UNIDAS A SEFAROSA SOBRE EL TRANSPORTE
DE ELECTRONES SASAL

Habiendo obzetvado el electo inesperado de la dodecame

tílendíamina zobte el ttan3potte de electrones y la síntesis

de ATP, tezuxgía la posibilidad de un sitio de íntetaceí6n -- 

ezpecílica de las amínaz pata ejerceA su electo deracoplante

v et díz cuMn 1 . PaAa comprobarlo, era necezatío controlat - 

la distancia de íntexaccí6n de las amínaz, desde la patte ex— 

terna de la membrana del tílaeoíde, lo cual se logA6, uníéndo- 

las a moléculas de sejatoza que les teMíngían la entrada a - 

la membrana, M alld de los que su btazo híMocarbonado se lo

peAmítíeta. La distancia mayot esa la que nos daba la 4ejaro- 

3a- dodecametílendíamína, coAtupondíente a 21 1 aptoxímadamen- 

te, y sí tomamos en cuenta que el e4pe4or de las membranas es

td entre 10 y 90 ;, entonces estatíamos cubtíendo, mda o menoó

la cuatta parte de la mmbxana tílacoíde, desde la 4upejícíe

extetna. El mantenet el electo dezacoplante de alguna de las

aminas unidas a zelatoza, nos índícaxía que el desacoplamiento

es producido pot la íntetaccí6n en la membtana con alg6n com- 

ponente importante para el acoplamiento de los dos procesos

llujo electo6níco y etnteníz de ATPI, ya jueta un pozo de

ptotones embebidos en la zona hídt6loba de la membtana, lo

cual lavoreceAía la híp6teM con6otmacíonal; o íntexaecíonan

do con un intermediario químico de alta enepía, en javot de

la híp6teW química; o › nalmente poHía estar ejetcíendo su

electo zobte algdn componente de la membtana ( tal vez CFj, - 
cuya peAtuAbací6n pudiera aumentat la permeabilidad de esta - 

membtana a íonez, disipando así el gtadíente eleettoquímíco - 

lormado, y apoyando de esta maneta a la híp6teW quimíozmotí
ca. 

Con las ptemízaz antetíotes en mente, se ptob6 el elq, 
to de las amínaz unidas a sejarosa Izelato4a, NH( CH

2 InNH 20 don
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de n = 2, 4, 6p 8, 10, 12] 4obte el 6lujo electPi6níco no cí- 

elíco del agua al metíivíol6geno en condicíone4 bazale3. To- 

mando en cuenta que mucha3 de laz molécula,6 de amína, la,6 -- 

cualez utan cubtíendo a laz moléculaz de ze6aAoza, no eztdn

íntvLaccíonando con la3 membtanaz tílacoíde¿ pox Lazonez ez- 

téAica,s, se espeAaba una ínhíbící6n menot de la zínteíz de - 
ATPI Como ze puede obzexvaA en la 6íg, 34, ze anul6 el ejec

to de la4 díamína4 de 2, 4, 6, 8, 10 catbone3 co mpletamente, 

cuando se lez uni6n a la 6e6ato,6a, ¡., e., no pAesenta)Lon níngán

e6ecto utímulante sob)Le el ttanzpotte de electtones adn cuan

do se ptobaton a concenttacionez a laz cualez tenían e6ecto - 

nototío cuando estaban líbte4, Contnaztando con uto, la -- 

díamina de 12 caxbono,6 unida a . 6elatosa mantuvo 6u electo es

tímulante en el ttanzpotte de electtonez lo cual nos indica

que el ptoce,6o estd duacoplado, Sin embaAgo se necuíta una

concenttací6n ligetamente maywL de la dodecametílendíamína- 

ze6atoáa pata logtaA el e6ecto eztímulato tío obtenido pot la

díamina líbAe co& Ae4pondíente, ademdz el e6ecto no e.6 tan -- 

g& ande, e. g., la dodecametílendíamína líbte e4tímul6 el ttan4

poiLte de. electxone4 en un 109 % a una concenPLací6n de 1 mM, 

míent ta,s que a ezta mísma concentxacídn, 6e ob,6vtM un ínc,,Le- 

mento en el tAanspotte de electtonez de 81 % cauzando pot la

dodecametílendíamína- 4e6aAoza. OtAa de laz caAactetí3tíca3 que

se puede obseAvat, ez que a concenPLacíonez lígetamente mayo- 

te,s, no ze obzenva ínhíbící6n del txanspwite de eleettones en

p te,sencía de la diamína de 12 catbono4 unida a 4ejwLo3a, lo

cual noz indica que po3íble-mente e4ta 6e6ako 6a- díamína zea - 

capaz de alcanzat el mízmo gxado de estímulaci6n ptovocado - 

pox la díamina lib Le como dezacoplante y que el electo ínhí- 

bitotío ze encuentke en otho zítío. Se obexv6 lo upeAado

zobte la meno) L ínhíbicí6n de la 3intesís de ATP pon la,6 día- 
mínaz unída4 a zelatoza en telací6n a laz diamína4 líbtes, 

nequítilndo,se una mayoPL den.¿idad de amína,6 pot unidad de
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Mea en la re6atoza, paAa poder alcanzat la concentraci6n que

ígualaxía el electo de la diamína líb= 

Los datos del llujo de equívalentez seductores en pte- 

zencía de la zelaso4a- dodecametílendíamína sugíeten que el -- 

e6ecto de de4acoplamíento ob4etvado pot las amína3 líbnes es - 

Q localízado en un zitío a no mds de 21 ; desde la superlí— 

cíe extetna del tílacoíde. Pos otto lado el electo ínhíbíto- 

río que se obsetva en la dodecametílendíamína líbxe, ptobabli, 

mente se deba a que eW actuando en la cadena tran4pottadona

de electtones, evítando la jo= 100 del agua, coTo lo hacen

otras amínaz, NH 20HI CH3 N H21 a altas concentracíones ( 32), y

este dltímo Mio debe de estas a una longítud djetente al - 

del dezacoplamíento. 

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

Era neceraAío paAa poder evaluat W la actívídad deza

coplante de las amínas unídas a selaxosa, el deteMnax su -- 

electo sobre la lokmací6n de ATP. Así, se ptob6 accí6n sobte

la lotolozlotílací6n no cíclíca, con los resultados ptezenta- 

dos en la líg. 34, donde podemos ves que no hubo ínhíbící6n - 

de la zíntería de ATP pot las aminas de 2, 4, 6, 8, y 10 cat - 

bonos, cuando estas estaban unídaz a zelaAora, adn cuando las

concenttacíonez ptobadas, cottezpondían a aquellas de las mo- 

noamínaz y diamínas cotrupondíentez que habían ptezentado ín
hW006n cuando estaban lMes. Un electo bastante llamatí

vo se obzexv6 al ígual que dutante la detexmínací6n del tAans

potte de electrones, cuando se prob6 la selatosa- dodecametí-- 

lendíamína, ya que se obtuvo el 50 % de ínhíbicí6n de la zín- 

teríz de ATP con solo 0. 71 mM de esta díamína. Se puede ob- 

3eAvax que se neces= una concenttací6n un poco mayot pata - 
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obtenet4e e£ 50 % de inhíbící6n de la jo,66otílací6n en tela- 

cí6n a la necezitada pot la diamína líbxe coviezpondíente, - 

ya que Uta 6ue. alcanzada pot dicha díamina líbte a una con- 

centtaci6n de 0. 1 mM, lo cual puede debetse como se mencíon6

ampliamente con antetíoxídad a que no todaz la4 moléculaz de

amina ínteAaceíonan con loz tílacoíde4 pot Aazone4 estétícaz. 

Loz dato4 de ínhíbící6n de la 6oto6o,6johílací6n, en

p,tezencía de la ze6axo.6a- dodecametilendíamina, otlta ve 6 no -6

indican que el e6ecto ínhibitonío de laz amínaz eztd ptopíc. a

do pot la íntetaccídn de é3taz en un zítío ezpecí6íco de la - 

membtana no m44 alld de 21 ; desde la patte extetna de la mem

bAana del tilacoíde. 

VII EFECTO DE LA SEFAROSA, DODECAMETILENDIAMINA SOBRE LAS -- 
REACCIONES PARCIALES Y LA BOMBA DE PROTONES. 

Habíéndo,se obseAvado un 4ítío apaAente de íntexaccí6n
0

e,specí6ica de las aminaá a 21 A ( díztancía que cotte,6ponde -- 

bundamente a la longitud de una cadena de 12 catbonoz y a un

enlace covalente con un gtupo amíno) de la patte extetna de - 

lo -6 díscos tílacoídez, eta de intetéz el podet zítua)i un poco

mU el nivel de actuac'í6n de uta amína, en telací6n a la al- 

tuta de la cadena jotosíntItíca o tegí6n donde ejetcía 3u ac- 

cí6n. De eáta maneta, 3e mídíeton 3epatadamente el ttanspot- 

te de electAonez, en PS 1 y en PS 11. El 6otozí3tema 11 se - 

mídí6 como ze explica en el capttulo antetíox, bloqueando la

cadena con DEMIS ( un andlogo de la plaztoquinona) y poniendo

como aceptot atUjícíal al pat DMQ/ Fe( CN16, siendo a zu vez - 

donadox, el agua. El 6otoz¿ 6tema 1 3e detetmín6, bloqueando

el 6lujo electx6níco con DCMU, y teniendo como donadot aAtíjí
cíal al pat DCIPH,/ A3c y como aceptot vtUgícíal al metílvío- 
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Ugeno. En la líg. 35 podemo.,s ven que e£ 6£ ujo de equivalen

te,s teductotes en 6otosiztema 11 no ez eztímulado pot la 6eja

toza- dodecametilendíamina y adn, e.6td lígetamente inhibido, - 

mientta3 que el 6oto,&íztema 1 ze ve estímulado, cazí de igual

maneta a como ze a6ect6 el 6ís,tema completo de agua a metíl— 

víol6geno. En la Tabla 111 podemo4 vet la telací6n entAe el

e6ecto desacoplante ptoducído pot la 3e6atosa- dodecametílen-- 

diamina en el zíztema completo y zobte loz 6otozíztemaz medí- 

do4 independientemente cuando la amína utuvo a una concentka

ci6n 1 mM. Estos te,6ultadoz sugíeten que la amína tiene do.6

zitío,s díjenentez de actuací6n pata 6oto4ístema 1 y paAa 6oto

si,stema TI. 

Re.,sultaba íntetesante también el vex zí la ar.eí6n det

de,sacoplante altetaba de alguna maneta la petmeabílídad de la

me-mbAana a íonez, de tal maneta, ze mídí6 la bomba de pAoto— 

ne,s, con los Ptesultados pte,6entadoz en la 6íg. 36, donde pode

mo3 veA que e3ta bomba jue bastante activa cuando 3e mídí( a

pH 6. 0 y en auzencía del desacoplante ( gíg. 36 a), míentta4 - 

que, cuando se añadí6 la amína unida a ze6atoza, se anul6 com

pletamente la basí6icací6n del. medío, í, e,, aumento de maneAa

notable la petmeabílídad de la membtana a loá íonez hídt6geno

6íg. 36 b). Ya que el t&an.8poAte de electtones no e,6t¿f ínhí

bído, sino estímulado, uto noz indica que la bomba de ptoto- 

ne,s e,6t¡1 6uncíonando cottectamente, ínttoducíendo eztoz ptoto

nez al espacío íntetno del tílacoíde, al nivel de la plazto-- 

quínona y del zí,6tema 6otolítíco del agua; sucediendo ptoba-- 

blemente que la díamína-, 6e6aAó,6a est1 íntetaccíonando con un

componente en la membtana, pata aumentaA la petmeabílidad de

Uta a loz ptotonez y de ezta maneAa equílíbha t zu concentta- 
cí6n a amboz lado,,s de la membtana, zin la con4ecuente alcalí- 

nízací6n del medio extetno y la dí.6ipací6n total del gtadíen- 
te electtoquímico necezatío pata la 6£ ntezíz de ATP. 
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el medio. En la curva b se añadi6 1 mM de sefarosa
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TABLA 1 V

RELACION ENTRE EL EFECTO DESACOPLANTE PRODUCIDO POR LA

SEFAROSA- DODECAMETILENDIAMINA SOBRE EL SISTEMA COMPLETO Y LOS

FOTOSISTEMAS MEDIDOS INDEPENDIENTEMENTE CUANDO SE DETERMINO

EL TRANSPORTE DE ELECTRONES

Condicí6n

Se6axo,sa- dodeca- 
metí£endíamína

mm

Ttan4poxte de
elect,,ioneó

de actívídad

H 2 0 MV 0 100

ff 0
Mv 1 181

H2 0 DMQ 0 100

ff2 0
DMQ 0. 75 85

DCIPH2 Mv 0 100

DCIPH2 MV 1 176

E, e ttan,6po,,tte de elec;CAone..s e,6td ) Leptezentado po) L el % de ac- 

tívídad del conttol, e£ cual ezta dado en^ equívalente4 e- / 

hnImg clo. Loz valote,6 pata lo.6 conttolez 6ueton: pa,%a PS 1

385: pata PS 11 401; paxa PS 1 + PS 11 340. 
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Ex¿ sten evídencía4 expetímentales que índícan la accí6n

lípolílíca de laz amínaz como un lactoA ímpottante pata detet

mínat zu electívídad como dezacoplante. E,6ta4 obzetvacíonez

zon consístentes con loz conocímíento,6 zobte que la penet..,ia-- 
cí6n de la.6 amínas no caxgada4 al ínteiiíojL del e,6pacío de los
tilacoídez o a detexmínada xegí6n de la membtana, juega un pa

pel ímpoxtante. en el dezacoplamíento de la goto6os6otílací6n

pot la4 amina,6. 

Loz te,6ultados ptesentados en este ttabajo cottezpon— 

den al e6ecto de la longítud de la cadena hídtocatbonada en - 

la.¿ amínaz, 6obxe el deáacoplamíento de la Joto6o36otílací6n

en cloxoplastoz y apoyan la,6 ob,6etvacíonez ante.,-,¿oAe<s en el - 

ca.6o de la s monoamínaz. Independíentemente de que se aument6

la e6ectívídad duacoplante al aladít atomoz de catbono a la3
monoamína3, en el cazo de la,6 díamína.6 ze comptob6 el xequetí

míento de la lípo.6olubílídad al dísmínuíx la electívídad como

de3acoplante cuando ze añadí6 un 4egundo gtupo amíno a la mo- 

lécula dezacoplante, el cual le conjíete una polatídad mayot. 

A,sí, e,6ta,6 díamínas con cax¿fctek m¿f,6 polat que las monoamína,6

se compottaton con menot e6ectívídad, tanto en la e3tímula--- 

cí6n del ttan.¿poAte de electtone3, como en la ínhíbící6n de - 

la .6íntezíz de ATP ( vet líg,6. 29, 31, 32, 33). 

Un hecho 4oxpxendente 6ue el de enconttan un electo -- 

de,sacoplante notablemente mayot en la díamína de 12 ca.PLbonos,; 

en telací6n con laz otAas díamínaz, desde etílen hasta decame

tílendíamína. Sí tomamoz en cuenta la,6 caAactexí,6tíca,6 químí

caz de la dodecametílendíamína en telací6n con la decametílen

díamína, podemo,6 vet que 6on bastante zemejante,6, ya . 6ea en - 

con,stante,s de dízocíací6n pata loz gtupoz amíno, 6olubílídad

o un pozíble electo detetgente, a,6í, de esta maneta, la catac

texí,6tíca pAobablemente mU dí6exencial 6ea la dístancía de - 
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sepatací6n entre los dos gtupoz amíno, que tep= rentan dos

metílenos. Esta distancia podHa ser cUtíca H pensamos

que uno de los grupos amíno esté ptotonado, quedando con cat

ga positiva y de esta maneta líj4ndose a la supenjícíe exter
na polax de la membrana, mientras que el otro amíno no catp1

do pueda penettat libremente a la zona hída6joba de la membta

na y llegat a una distancia equivalente a la longitud de 12 - 
carbonos, donde íntetaccíonatía con un íntexmedíatío de alta

enetgía que podKa ret un pozo de protone4 aislado en la zona

lípolílica. AlteAnatívamente se puede Mualízar esta íntes- 

acc0n con un componente cuya modílícací6n o pextuAbací6n pu- 

diera altetat la petmeabílídad de la membtana a íones. Así, 
0

se necesitaría una distancia de aptoxímadamente 21 A desde el

lado extetno de la membrana del tílacoíde tloz cuales gtue4a- 

mente coAtesponden a la longitud de una cadena de 12 carbonos

y a un enlace covalente con un grupo amíno) paAa íntetaecíonat

con el compuesto o intermediario mencionado. Esta distancia

no podxía ser alcanzada pot la díamína de 10 catbonos. La ac

tívídad obzetvada pata las díamínaz de cadena costa, cotter— 

pondería al poxcentaje de entidades que tuvíetan tus dos gtu- 

por amíno no pAotonados, pudiendo penettax de esta maneta la

membrana, jcílmente y llegat al sitio de íntexacc0n. En la

díamína de 12 metíleno3, tendxíamoz el electo sumatotío de -- 

las entidades con sur dos gtupoz amíno no = gados y las que

tuvíeAan un gtupo ptotonado y el otro no ptotonado. 

Estos datos son acordes con la proporícM hecha pot - 

Dílley L56), el cual, menciona una concentxací6n local de --- 

ptotonez en el interior de la membrana como centro donadox

ptímatío de pnotones para el juncíonamíento de la ATPaza en

la síntesis de ATP, exOtíendo la condicOn eneAgétíca debido

a la dísporící6n de dílementez concenttacíonez ( de ptotone4 o



electxone,51 dentAo de la membtana ' mdz que de un lado a otto. 

Utoz datoz e,6t<fn aunado,& a lo s tepoAtados pot StAaub ( 57), 

el cual, mencíona evídencía4 de que el 6actot de acoplamíen- 

to ( CF, 1 pot zí mísmo debe eztax teducído y ptotonado pa4a - 

que la .6íntesí,6 de ATP ocutta. 

PoA otta patte e4 íntetezante tambíln, notat el hecho

tepottado pot Dílley ( 79) de que, la polílízína, la cual ín- 

híbe la 6oxmaci6n de ATP, tambíén a6ecta el tAan,6potte de K

de U + y lo3 cambío s de voldmen a concenttacíone,6 elevadas, 
índícando que una díztotzí6n de CF,, localízado en la patte

supexlícíal, íncAementa la petmeabílídad de la membnana. 

Con e sta dí,6tancía apxoxímada de íntexaccí6n en mente, 

eta de espetaxze que zí pudíetamo-6 ) Le 6ttíngít la movílídad de

la,s amínas y azí podet pxecízax el punto de íntetaccí6n del
gtupo amíno, tendtíamo,6 un e6ecto dí6enencíal de la,6 amínas - 

en Aelací6n a la díztancía a que pudíetan penettax en la mem- 

btana, í. e., 5e e.6peAa)Lía que zolo aquello,6 gnupoz amíno con

btazo hídtocatbonado zu6ícíentemente laxgo, podAían ejetcet

bu electo de,&acoplante. Azí, se logt6 e3ta ínmovílízací6n

del gtupo amíno, uníéndolo a la 6elatosa a ttavés de un btazo

lípo6ílíco. Como ze puede obsetvaA en la 6íg. 34 ze encontt6

de,sacoplamíento con la díamína de 12 caxbonos unída a 6e6ano- 

za, y en cambío las longítudes md3 contas 6allaton como deáa- 
coplante,s. Estos altímo,6 datoz conjítman la íntetptetací6n

del e6ecto de la díamína líbte de 12 catbonos, que ze ancla

en la membnana desde ajueta, con un gAupo amíno ptotonado en

el extetíoPt y el otto amíno no pAotonado, 
íntetaccíonando con

0

un sítío especí6íco en el íntetíoA de la membtana a 21 A. 

Con e,6tos tezultadoz apatentemente tendtíamo,6 que de4- 

cattax el mecanízmo p& opuezte pAíncípalmente pot Cko6t,6 ( 4, - 

80) pata la aceí6n dezacoplante de laz amína,6 líbtu, el cual, 
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mencíona la actuací6n de e4taz molécula4 ( las amínas de cade- 

na cotta) como ttanzpottadojLez m6vílez, í. e., díchas molécu— 

la,s no p)Lotonada4 4exían capacez de dízolvetze en la memb,,tana, 
ptotona" e en el íntetíoA del tílacoíde, entonces movei3e ha- 

cía el extetíox de la membxana y pehde-x su íon hídk6geno en - 

el medío extetno. La contínua ent)Lada y salída de e4ta molé- 

cula cau4atía una pétdída neta de íonez híd&6geno al exteAíox

de la membtana y así petmítíAía un Ilujo de electnones md s td
pído, sín 6o,66oxílací6n. Sín embatgo, McCaxty ha tepottado - 

811, hacíendo ew6ayos con monoamínas de dí6etentes longítu— 

de,6 en 6u btazo hídxocatbonado que al g& a6ícan en log C5, ( lo

ganítmo de £ a concenttací6n nece4atía pata obtenet el 50 % de

la ínhíbící6n de la & to6ozloxílací6n) contta el log del coe

jícíente de paxtící6n octanollagua ( que cottesponde gtue,6amen

te al coejícíente de petmeabílídad), 4e encontx6 una pendíen- 

te de - 0. 35 pata amínaz dezde metíl ha4ta hexílamína, míen— 

t,ta3 que pata la,6 amínaz dezde hexíl hazta na--nílamína se en- 

contA6 un apendíente dí6etente de - 0. 76. Estos ) LesultadoS.- 

índícan que las amínaz de cadena laiLga pueden ínhíbít la 6oto

6o,5joAílací6n de una maneta díletente a la,6 de cadena cotta. 

De hecho se comp& ob6 pozte)Líoxmente que laz amínaz de cadena

latga ínhíbían el CF 1 aízlado y putí6ícado, míenttas que laz

aminaz de cadena cotta no lo hacían. 

Tambíen se contaba con la pozíbílídad de que este do- 

decametílendíamína- zela,toza e4tuvíeta actuando como detetgen

te y 6olubílízando algán componente de la membnana al actuat
zob. Le ella, de maneta que ze ptodujeta el desacoplamíento. - 

Lotína y Dílley ( 82) mídíeiton cambioz de volumen en los clo- 

toplaztoz, zíguíendo el cambío de denzídad 6ptíca a 540 nm, 

y encontAaAon que la dodecametílendíamína-,6e6atosa ptoduce - 
h-ínchamíento conztante en- ezto,6 clotoplazo,6 tanto en la o,&-- 

cutídad como en la luz, teníendo azí, el compottamíento cld- 

síco del e6ecto zobfLe loz cambío,6 de volumen ptoducídoz pot



1 lo - 

detexgentez como Txít6n X- 100, del cual ze díce, puede cxeat

hoyoz en £ a membtana, pwL donde lo,6 ptotonez e4capaxían ndpí- 

damente como paxa que ze pudíeAa manteneA un gxadíente sígní- 

lícatívo ( 83). Ahota bíen, 4e)Lía nece,6aAío p)Lobat el electo

de la se6axoáa- decametílendíamína pvta vet .6í pAoduce la mís- 
ma xe,6pue sta zobAe toz cambío4 de voiumen del clotoplazto, lo

que noz índícaxía que en este ea -,so, la accí6n dete&gente no es

la )Leaponsable del dezacoplamíento. 

De lo 6 ) Lezultado4 anteAíoAe,6 ez tentadoA concluí L que

la .6e6ato,&a- dodecametílendíamína pudíeta e,6taA ínteAaccíonan- 

do dixectamente con el 6actox de acoplarníento, paxtículatmen- 

te con la subunídad j, que se conoce eá la que con6íete el - 

acoplamíento en lo4 clotopla4to4, y que ze encuentxa entetta- 

da en la patte lípolílíca de la membxana, pudíendo símplemen- 

te modí6íca)Lla o peAtuAbahIa, aumentando a,6í la petmeabílídad

de la membxana, o zolubílízatla p), q aceí6n detetgente, ptodu- 

cíendo tambíén el dezacoplamíento. 

Como se obze)Lva en la 6íg. 36, la se6a)Losa~ dodecametí- 

lendíamína abate completamente la bomba de pAotone6 a una con

cenPLací6n 1 mM, lo cual noz índíca que la petmeabílídad de - 

la membtana estd altexada. Usta modí6ícacíón en la pexmeabí- 

lídad de la memb& ana con6ítma lo antu mencíonado, zobte la - 

íntexaccíón de la amína con el Cl`,. SeiLía de ínteAU pata po

dex dílexenciaA entxe la4 do 6 po,6íbílídade,6 señaladas, el la - 

vat loz clotopla stoz dezpue4 de que se ha ptoducído el electo

dezacoplante polt la selaxo4a unída a la dodecametílendíamína

y medít nuevamente laz 6oto) L& eaccíonez: 6í la amína actu6 -- 

zímplemente pextutbando la ATPasa, el electo de de,6acoplamíen

to setía FLevexzíble, pox ot)Lo lado, zí la amína solubílíz6

componente,s de la memb)Lana, entte ello4 la 4ubunídad J del

6actox de acoplamíento, ze encontiLa)Lía en el 6obtenadante al



centAí6ugax y ezte e6ecto no zexía teve)u6íble a meno4 que se

lío6ilízaxa el zobxenadante y ze agxegaAa nuevamente al clo- 

toplazto que pe)Ldí6 e4ta zubunídad ptotéíca. 

Como ze puede vek en la 6íg. 35, la ze6ato sa unída a

la díamína de 12 cafLbono.& tíene un e6ecto dí6exencial sob Le

el tAanzpotte de electtone4 en PS I y en PS 11, eztímulando

notablemente el pAíme)to e ínhibíendo lígvLamente el 6egundo. 

De ezte hecho ze dezpiLenden do4 puntoz: en p tímeha, el ejec

to que ze detecta cuando ze míde el t Lanzpoxte de electtones

en la cadena completa, puede zet la zuma algebx&íca de lo,6 - 

do,6 ejectoz pte,6entado,6 zob Le los doz 6otosí.6temaz índependíen

temente. En 4egundo lugax, hay algunoz ) Lepo)Lte,6 ( 84, 85) que

no.6 índícan que la4 amína& líb&e.6 a alta4 concentfLacíonez

ínhíben el PS Il a nível de la jot6lízí4 del agua, de ezta

mane)La, 6í podemoz aumentalL el iLendímíento de la uní6n de la

dodecametílendíamína líbte a la ze6wLoza pata podet teneA -- 
2 - 1

concenttacíonez 4inalez en el medío de lo ' 10 M de la se

6a)Lo,sa- dodecametílendíamína, obtendxíamoz po,6íblemente una - 

ínhíbicí6n mayot del llujo de eleethonez en PS 11. Sí al -- 

añadít un donado)t axtíjícíal de electxone.6 a PS 11 como 6exía
Mn4' 4', 

híd toquínonaz, 6enílendíamínaz, dí6eníleatbazída, hí— 

dxoxílamína, etc., 4e xevíxtíeiLa esta ínhíbící6n, podxíamos - 

tene,t la áeguAídad de que en joto4íztema 11 la amína utá ac- 

tuando a nível del .6í,6tema oxídante del agua, y teníendo en - 

cuenta que conocemoz la díztancía de íntexaecí6n, uto ayuda- 

xía en mucho a localízaA uno de loz zítíoá md4 conttove ttído,6

en cuanto a . 6u localízacíón dentAo de la membtana, como e.6 el

6í4tema de oxídací6n del agua. 
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