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RESUMEN

Con la finalidad de contribuir a los estudios
acerca del mecenismo de acoplamiento del transporte de
electrones y la sintesis de ATP, procesos conjuntos que
se llevan & cabo en la fotosintesis, en el presehte tra
bejo se experimenté con varias sustancias que tienen ca
racter desacoplante: monoaminas y diaminas libres como
controles y sefarosa-alquilaminas inmovilizadas, con unsa
longitud de brazo hidrocarbonado de 6, 10 y 12 4dtomos -
de carbono, ademds de una amida y de un dcido aminado -
con una cadena de 12 dtomos de carbono. Todo esto con -
el propdaito de dilucidar si existe uno o més sitios de
acoplamiento en las reacciones parciales de la fotofos-
forilacién en los PS I y PS II, comparado con toda la -
cadena transportadora de eletrones (la suma de PS I y ~
PS II), y 8{ empleando sustancias desacoplantes con una
cadena de 12 dtomos de carbono, que tienen una longitud
de 21 K, comprobamos que &sts sea la distancia critica
para el sitié de desacoplamiento como se ha reportado -
snteriormente {38), ademds de observar si se afecta 1la
protonacién del grupo amino modificando el grupo funcip
nal, como en el caso de la amidae y el dcido aminado.

.~ Los datos encontrados indican que en el PS I

todas las sefarosas-algquilaminas ensayadas activan en -~



diferente proporecidén la velocidad del transporte de elec
trones, mientras que en PS II la inhiben. De igual mane

ra se inhibe la bomba de protones y por tanto la sinte-~

sis de ATP en cada una de las aminas probadas.

Se ensayaron también cloroplastos sin CFl 80-
bre la medicidn de 1la bomba de protones, con el objeto
de obmervar si se revertia el efecto y aparecia nueva--
mente la bomba de protones, ya que debido al gran tama-
fio de la molécula de sefarose y a la posibilidad de que
el grupo amino interaccione en el sitio donde se anida
el CPy, se esperaria que tapara el hueco que dejd en la
membrana el CFl.

Los resultados obtenidos indican gue 1la molé-
cula de sefarosa-dodecametilenamina actia como desaco--
plante clésico, por lo que no interaccionas con el sitio
que dejb el CFy, sino con el CP, residual de la membra-

na,



ANTECEDENTES

Morfologia del cloroplasto.-—

lLos cloroplastos poseen formas variadas, pero
frecuentemente son estructuras elipsoidales que miden al
rededor de 5 (1). El1 organelo estéd caracterizado por --—
una envoltura que consiste en una doble membrana gque de-
limita el estroma del cloroplasto, y actia como una ba—-
rrera qﬁe es permeable al citoplasma y al estroma, La ——
membransa del cloroplasto este formeda de miltiples vesi-
culas aplsnadas en forma de discos llamadas tilacoides, -
cade apilamiento recibe el nombre de grana. Los grana es
t4n interconectados por el sisteme lamelar, el conjunto
grana-lamela se encuentra en el estroma, y en este Ulti~
mo se encuentran también las enzimas del ciglo de Calvin
£cido desoxirribonmucleico (DNA), granos de almiddén, gra-
sa y ribosomas (2). El sistema lamelar de la membrana in
terna puede ser liberado del estroma al romper 18 membra
na externa, y asi pueden obtenerse por centrifugacidén di
ferencial cloroplastos clase II (ver Fig. 1). ‘

Los grana contienen todos los pigmentos fotoe-
gintéticos del cloroplasto y también lss enzimas necesas
rias para las reacciones primarias dependientes de 12 —-

luz. E1l sitio donde se encuentran los sistemas destina—-



dos a la captura de luz son las membranas de los tilacoi
des, Debido a 1g fundamental importancia de las membra—-
nas en los procesos bioldgicos, es preciso establecer su
estructura, composicién y funcionalidad para poder expli
car de una forma méds adecuada el proceso de la fotosinte
sis, -

Actualmente el modelo més aceptado es el de —-
Singer y Nicholson (3), conocido como "Modelo del mosai-
co fluido",. Consiste en una doble capa de fosfolipidos,
discontinua con sus cadenas hidrofébicas orientadas ho=-
cia el interior y las cabezas polares hacia el exterior;
las proteinas se pueden encontrar tanto en el exterior -
(periféricas) como sumergidas dentro de la bicapa y par—
te en el exterior (integrales). Otras se hallan atrave-—
sando la membrana de lado a lado, estando ancladas por u
na gerie de aminodcidos no polares que se fijan en la =-
parte hidrofébica de la bicapa y por algunos otros amino
écidos que son polares y se encuentran hacia los extre——
mos (ver Pig. 2).

Las proteinas de este modelo predominan en la
conformacién < hélice anfipdticas (macromoléculas con u-
na parte polar y otra zoma grande hidréfoba), lo gque fa-
vorece su unién a la membrana por sus extremos hidréfobos.

El modelo anterior es muy semejante al de Denie
11i y Davson (4); sdlo se diferencia en que éste contie-
ne proteinas fibrileres de conformacién que estén uni-
das a la bicapa del liquido constituyendo dos capas con-

tinuas, y fundamentalmente en que este modelo es rigido,



no presenta ninguna flexibilidad, 1o que no explica el ¢
quilibrio dinémico que estéd asociado con los procesos Vi
tales. Sin embargo el "Modelo del mosaico fluido” si con
gsidera el equilibrio dindmico al proponer que los 1ipi-~
dos de la membrana se encuentren en estado liquido, lo ~
gue le 44 fluidez, y las proteinas estén flotando libre-
mente, proporcionéndole de esta manera movilided & la —-
membrana, Es necesario tener en cuenta que debe ser una

estructura estable, en 1la que las interacciones hidrofé-
bicas e hidrofilices estén meximizadas, ademfis de encon-
trarse en el estado de energia libre mds bajo., Este equi
librio termodinémico es solsmente explicado por el "Mode
lo del mosaico fluido", por lo que es actualmente el més

aceptado.

Fase oscura y fase luminosa de la fotosintesis

La fase oscura se desarrolla dentro del espa——
cio de la doble membrana, en donde se efectia la asimilae
cién de CO, para rendir finalmente une molécula de hexo-
sa, que durante el proceso consumié 12 NADPH y 18 ATP ge
nerados en la fase luminosa; este proceso es conocido co
mo el ciclo de Calvin (ver Fige. 3). (5)

La fase luminosa se efectia en una serie de ~—-
reacciones consecutivas que gon: absoreidn de ener
transferencia de energfias, separacién de cargas, trangpor
te de electrones, sintesis de ATP y reduccién del NADP',

Estas reacciones se realizan en la membrana del tilacoi-



de, donde se encuentra la cadena transportadora de elec-
trones; este proceso estd acoplado a otro que es la sin-
tegia de ATP,

Es por tanto importante, en primera instancia
conocer las caracterfsticas de los pigmentos fotosintéti
cos que le dan esa capacidad de absorber la radiacién vi
sible con la cuel se inician las reacciones fotoquimicas.

Son dos clases de pigmentos los mas encontra--~
dos en las plantas, las clorofilas y los carotenos; en -
alges tembién ficobilinas. Las elorofilas son los pigmen
tos que dan a las plantes su caracteristico color verde.
Son solubles en disolventes orgénicos e insolubles en a-
gua (6). Los carotenos y las ficobilinas son llamados -—-
pigmentos accesorios, porgue el gquanto de luz absorbido
por ellos puede ser transferido a la clorofila.

Le molécula de clorofila contiene un micleo de
porfirina y une larga ceadena lateral formada por 20 #4to-
mos de carbono llamada fitol. E1 micleo polar estd cons-
$itufdo por cuatro anillos pirrélicos unidos a un dtomo
de magnesio., La molécula de clorofila es un sistema con-
jugado que permite cambios de disposicidén de enlaces sim
ples y conjugadoa en el anillo mismo; se trata de un sis
tema de resonancia que le confiere una gran estabilidad
a2 la moldcula de clorofila, en 1la que los enlaces sim—-
ples y dobles conjugrdos poseen electronses méviles lla-
mados pi, los cuales no estan relacionados con un solo &
tomo o un solo enlace sino con el sistema conjugedo to——

tal. Se necesitan cantidades pequefias de energia para —-



desplazar éstos electrones pi & orbitales de mayor conte
nido energético (7). (ver PFig.4)

Se conocen dos tipos de clorofila; llamadas &
¥ b. La clorofila 2 es la mas abundante, se encuentra en
todos los organismos fotosintéticos que producen oxigeno
molecular; en forma muy pura y disuvelta en acetone pre--
senta un méximo de absorcidén & 663 nm. En la célula in--
tacta, le posicién examcta del pico de absorcién de la —-
clorofila g varia de unas especies de plantas a otras, y
las diferencias se atribuyen a2 la proximidad relativa de
las moléculas de la clorofila 2 a otros pigmentos de las
membranas de los tilacoides,

La clorofila b se encuentra en plantas superio
res y algas verdes; en su estructura molecular contiene
un oxigeno més y dos hidrégenos menos cue en la clorofi-
la a. (ver Fig.5). (8) Disuelta en acetona se han podido
identificar dos picos con un méximo de absorcidn a 640 y
650 nm, por lo gque se piensa que existen dos tipos de —--—
clorofila b. En el fotosistema II estéd presente en una -
mayor proporcidn la clorofila b. (6)

Los pigmentos accesorios poseen méximos de ab-
sorcidn a una longitud de onda distinta de las clorofi--
las debido a que su funcidén es absorber la enrgfa del eg
pectro visible que no es captada por las clorofilas. La
egtructure molecular de los carotenoides consiste en una
molécula poliisoprencide larga, con dobles enlaces conju
gados, y cada uno en sus extremos tiene un anillo de ci-

clohexano no saturado y sustituido (8). (ver Fig.5)
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Los pigmentos de la ficobilina son tetrapirro-
les de cadena abierta que se encuentran conjugados con -
proteinas especificas. (ver Fig.5) La proteina conjugada
de 1la ficoeritrobilina es la ficoeritrina, principal pig
mento de las algas rojas. La ficocianina azul se encuen-
tra en las algas azul-verdosas, (5)

Para iniciarse el proceso fotosintético es ne-
cesaria 1a incidencia de luz sobre los pigmentos; si uno
de sus electrones absorbe un quanto de luz y pasa a otro
orbital 1la molécula se encuentra en estado excitado (ver
Fig.6). Hay una relacidn cuantitativa ehtre el ndmero de
quantos absorbidos y el ndmero de moléculas activadas, -
Las reacciones fotoquimicas se caracterizan por los pro-
ductos intermedios en los gque un electrdén ha pasado a un
orbital externo de mayor nivel energétivo en un 4tomo o
molécula electronicamente excitado. Captada esta energia
radiante, se transmite a través de los pigmentos hasts -
llegar al centro de reaccién donde es convertida en ener
gfa quimica, con la produccidn de un equivalente oxidan-—
te y otro reductor. Es importante considerar que en el »
centro de reaccidn se alcanza el estado de singulete ——
excitado y que después el aceptor primario de electrones
se reduce, gquedando oxidado el centro de reaccién, que -~
vuelve a su estado original cuando recibe un electrdén ——
del donador prime&rio de electrones; este proceso se repi
te consecutivamente, dependiendo de la absorcién de luz,
(5) de ests manera continuan los eventos dependientes de

la reaceidn luminosa con el transporte deelectrones a —-



11

través de toda la cadena transportadore, desde el agua -
hasta el NADP',

Transporte de electrones a través de ls cadena
fotosintética.—-

Hill y Bendall (9) propusieron el modelo que -
egpecifica las reacciones parciales que se llevan a cabo
a través de toda la cadena. En PS II el agua se oxida ——
pars liberar oxigeno y reducir a Q, en tanto que el PS I
reduce un sceptor electrénico de bajo potencial (X) y --
oxida a P 700, lLa secuencia transportadora de electrones
fué deducids & partir de los potenciales esténdar de oxi
doreduccidén de los transportadores de electrones, de 1la
interacecidn observada espectroscépicamente y de la expe-
rimentacidén con inhibidores y transportadores artificia-
les de electrones, gue describiremos posteriormente.

La forma en que se encuentra distribufda la ca
dena transportadora de electrones en la membrana se es—
quematiza en el modelo propuesto por Witt (10) en el que
se describen los fotosistemas I y II formando una Z trang
vergsal, con el sitio aceptor hacia afuera y el gitio do-
nador hacia adentro, como se muestra en la Fig;7.

Se postula que cuando se ilumina el cloroplas-
to, un electrén de su fotocentro reactivo que se encuen-
el pigmente clorofilianc es llevado hasta un acep
tor Q, y que después fluye en sentido descendente por la
cadena central hasta el hueco electrdénico en PT700 del -~

PS T que perdid electrones y los pasd a través de la ca-
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dena transportadora hasta el NADP* provocando su reduc—
cibén. E1l restablecimiento del centro activo del PS II =
su estado reducido, es debido & la transferencia de elec
trones en el sentido del potencial decreciente, desde el
agua con Ei= +0,82 V, al centro activo (se desconoce su
potencial estédndar) con desprendimiento de ox{geno (11).

El aceptor primario de electrones en PS II es
Q@ (12) que algunos investigadores han relacionado con el
Citocromo 0550 que tiene un potencial de oxido-reduceidn
de Ej= +0.035 V, y es reducido por los electrones prove-
nientes de los pigmentos excitados pof la incidencia de=
luz y oxidado por el PS I, La 3-(3,4 diclorofenil)-1 di-
metil urea (DCMU) inhibe la reaccidén de oxidacidén, sin -
afectar la de reducciédn (13).

La siguiente molécula de la cadena transporte-
dora es la plastoquinona PQ que al oxidarse Q, ésta se -
reduce., Se ha determinado su posicién en la cadena trang
portadora de électrones porgue al iluminar con luz sensi
ble a1 PS I (760 nm) se omida, y con luz sensible al —
PS II (680 nm) se reduce (14, 15). Sadewaser y Dilley —-
(16) encontraron que extrayendo PQ en més del 50% del to
tal, el transporte de electrones se inhibe completsmente,
Bthme y Cramer (17) demostraron gue la DBMIB es un andlo
go de la PQ, y gue inhibe la oxidacidn de cit b5gg (ps 1)
pero no la reduccidén por PS II,

El citocromo f, fué el primer componente encon
trado; se localizé a partir de los datos de la PC y se —

ubica precediéndola. Tiene un potenciel de oxido-reduc—-—
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cibén Ej= +0.365 V. Algunos investigadores han demostrado
experimentando con inhibidores, que esta localizada des-
pués de DCMU y DBMIB (18, 19).

La plastocianina PC es una proteina unida a co
bre, con un potencial redox Ed= + 0,37 V. Es en general
aceptado que se encuentra localizade después del citocro
mo £ y antes de P700 (20).

P700 esta constituida por un grupo de moléculas
de clorofila que presentan la propiedad de absorber lusz
a 700 nm en un pico Yue presenta un médximo de absorcidng
tiene un potencial redox Eo= +0.43 V. Es oxidado por la
luz que se absorbe por el P3 I y reducida por la luz que
se absorbe por el PS II (21).

La sustanciz reductora de la ferredoxina (SRF)
se ha demostrado que es necesaria pars la reduccidn del.
NADP* porque en cloroplastos extrafdes de SRF, la capaci
dad reductorza decline, Estas son evidencias indirectass -
de su localizacidén inmediatamente despuds de P700 y an—-
tes de la ferredoxina; se propone que es una sustancia
de bajo potencial, alrededor de -0,55 V (22),

La ferredoxina es una proteina que contiene —-
azufre y hierro, con un potencial: redox de Ed= -0.42 V,
Es indispensable para la reduccifn de NADPt. Aunque se
extraiga la Fd-NADP*.reductasa de los cloroplastos es re
ducide la ferredoxina, pero no se reduce el NADP* (23).

La enzima ferredoxin-NADP*-reductasa es una --
flavoproteina especifica para sus donadores electrdnicos
ferredoxina o NADPH, pero no es especifica para sus acep

tores como el ferricianuro, DCIP, cit f, PC, Napp* y Fd.
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La posicién de la FA-NADP*-reductesa se evidencid cuando
ge encontrd que era indispensable parsa la reduccidn del
NADPY (24), y que la velocidad de su reduccién en cloro-
plastos aiglados es linealmente dependiente de la conti-
dad de Fd reducida por el NADP+; cuando se adiciona un
anticuerpo contra la flavoproteina es inhibida completa
mente 1la reaccidn. Se ha encontrado tambien gque la enzi
me forms un complejo 1:1 con la ferredoxina (25),

El nicotin-adenin-dinucledtido oxidado (NaDP*)
es el dltimo aceptor electrdnico en el proceso de trans-
porte de electrones. Su especificidad es debida a la fe-
rredoxin-NADP*-reductasa (26).

En este procesc se han identificado otros dos
citocromos. Uno es el citocromo bgsg con dos potenciales
redox Ey= +0.37 y B4= +0.06 V, de alto y bhajo potencial,
Se piensa que podria encontrarse entre PS I y II, inme-
diatamente después de Q. El citocromo brg3 de potencial
redox Ej= -0.,18 ¥, mas bajo gque los anteriores, no tiene
una funcién definida y se cree que puede estar inclufdo
en el flujo ciclico alrededor de PS I (ver Fig.8), (27),

De esfa maners, a partir de lo anteriormente -
expuesto, de l1a exitacién de la clorofila de P680 (PS II)
se inicia la cadena transportadora de electrones, pasando
as{ los electrones & través de Q, que inicialmente son -
reducidos y posteriormente oxidados, fluyendo los elec-—
trénes a PQ, cit f, PC, P700, SRF, Fd-NADP*-Red., y final
mente a NADP* que es reducido,

Es importante entonces considerar la localiza-

cidn espacial de la cadena transportadora, para poder —-
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correlacionar adecuadamente los procesos involucrados en
é1. Como ya mencionamos con anterioridad, se ha determi-
nado experimentalmente que el P3 I esta localizado en 1la
parte extesrna de la membrana y el PS II se encuentra en

la parte interna (28), lo que coincide con el esquema de
Witt (10), y con el hecho de que las enzimas del ciclo -
de Calvin se encuentran en el estroma, son dependientes -
del NADPH, que es el producto final del PS I,

Witt propuso también que se produce una cerga
negativa fuera y una carga positiva dentro de la membra-
na. Esta separacidén de carga produce un equivalente oxi-
dante y otro reductor que se manifiestan finalmente en =
el donador primario de electrones y primer aceptor de la
cadena transportadora (5).

El flujo de electrones no-ciclico estéd acopla-
do estequiométricamente con la formacién de ATP. El meca
nismo que permite este acoplamiento es hasta ahors desco
nocido. Se ha encontrado que en la superficie de la mem-
brana existe una enzima compuesta de cinco cadenas poli-
reptidicas, que es indispensable para la sintesis de ATP,
ya gue se ha comprobado experimentalmente que cuando es
extraida de 12 membrana se inhibe la sintesis de ATP (29)
Este complejo enzimdtico es una ATPasa reversible, que -
por métodos especificos ha logrado aiglarse y purificars
se, y que comunmente se conoce como factor de fcoplamien
to 1, o CFl (29). Cuando es amdicionada a cloroplastos ex
trafdos de ese CFy se ha observado que el efecto se rex-

vierte, es decir, que el gradiente de protones vuelva a
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a formarse por tanto la sintesis de ATP en estos cloro-
plastos (30).

La explicacidén a este mecanismo molecular de -
1a fotof;sforilacién ha motivado la investigacidn y el -
postulado de diversos modelos que desriben el acoplamien
to entre la cadena transportadora de electrones y el com
Plejo enzimdético que participa en la sintesis de ATP.

-

HipStesis quimiosmdtica de acoplamiento.-

Mitchell propuso en 1961 esta hipdtesis alter-
nativa diferente en el planteamiento a las anteriores, -
cue no explicaban la necesidad de membranas intactas fis
sioldgicamente que participan directamente en la transfe
rencia de protones, cuestiones que é1 enfatizd en su mo-—
delo, asi como la importancia de reacciones vectoriales.
(31)

Considerando gue las reacciones principales se
lleven & cabo en una membrana casi impermeable & proto—-
neg 0 ioneés hidroxilo en un espacioc interno, se supone -
que es en los tilacoides, debido & gue, clorodplastos sin
ls. doble membrane, efectian la fotofosforilacidén, En la-
membrana estén contenidos los trensportadores de electro

nes que estén acoplados al transporte vectorial de iones

hidrdgeno,
La hipdtesis de Mitchell propone que para el -
paso de molécules polares de bajo peso molecular & tra—-—

vés de membranas debe existir um mecanismo que incremen-
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te especificamente la permeabilidad de la membrana al so
luto transportado, o0 que, cuando haya una acumulacién —-
contra un gradiente de concentracién, la célula u organe
lo debe acoplar la energia derivada del metabolismo a la
“"tranglocacidn del soluto” & través de la membrane.

Une diferencia fundamental entre éste y otros
modelos es 1a unidén indirecta entre las reacciones exer-
génicas del metabolismo escalar y a la funcidn endergéni
ca del transporte vectorial, Mitchell propuso dos mecanig
mos generales paras el tranéporte: la translocacidén de —-—
grupo y la translocecidn de sustrato,

En la translocacidn de grupo el transporte se
produce a través de la asociacidn de une enzima o grupo-
de enzimas con la membrana, de tal forma gue el sustrato
ge acerca de la fage acuosa en un lado de la membrana y
el producto se disocia en el otro lado, siendo esencial
el cardcter vectorial del mismo. Anteriormente Guggenheim
(32) demostrd que el transporte quimico puede estar aco-
plado en forma& reversible a la transformacidén quimica, -
separando la reaccidn quimica espacialmente en dos medias
reacciones conectadas internamente por un conductor espe
cifico para una especie quimica dada y conectado externa
mente por otro conductor de otra especie quimica que se
requiere para completar la reaccidn, como se observa en
la Fig. 9 Mitchell supuso que les dos re&cciones esta-
ban espacial y quimicamente separadas y cue las fuerszas
que conectan los movimientos de las particulas involu~-

cradas en la oxidoreduceidn junto con las de deshidra—-
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tacidén del ADP + POH, se comunicaban osméticamente por -
el flujo de protones entre dos fases acuosas separadas
por una membrana lipidica que contiene la cadena trans-
portadora de electrones y el sistema ATPgqs(CF1), como
ge muestra en la Fig.lO,

En la trenslocacién de sustrato el transporte
ge produce por la difusidn 2 través de la membrana del -
soluto no modificado cuimicamente, por medio de la pre--
sencia en la membrana de un acarreador especifico o por-
tador. Ia teorfia quimiosmética establece que las reaccio
nes de transduccidn de energia estédn acopladas a través
de la formacidn reversible de un gradiente electroquimi-

co de "catidn" (H*, Na*t, Catt) definido por la ecuaecidn:

M =AY i (G

donde Mt es el potencial electroquimico del catién expre
sado en mV,Zlq’es el potencial de la membrana en mV, y —
%cﬁ%g es la diferencia de concentracién a los lados de 1a
membrena . R y T son las constantes de los gases y ?: es
la constente de Faraday.

En este caso,la translocacidn de sustrato pro-
pone que los cationes deben ser transportados & través de

las membranas en acarreadores funcionales en respuesta al

H
0
:
)
£
o
]
-
<
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]
H
iR
Q
b
(1]
[é1]

aniones deben entrar en acarresadores bifuncionales, en -
respuesta al gradiente de concentracién de catién Na* in

tracelular o pH alcalino en el interior. E1 transporte -
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de sustratos neutros, también en acarreadores bifunciona

les, obedece 2l gradiente electroqufmico (33).

Hipdtesis de acoplamiento del protdn anhidro.-

Este modelo fué propuesto por Williams como o-
tra alternativa para explicar el mecanismo de acoplamien
to del transporte de electrones y 12 sintesis de ATP, el
cual especifica que los protones generados en la cadena
redox se depositan en pequeflos bloques en la fase lipo--
proteica de la membrena y la conexidn con la energia os=-
mética es un factor secundario. Es importante considerar
que en la membrena el volumen acuoso es muy pequeiio en -
comparacién con el volimen acuoso adyacente (interior y
exterior de la vesicula del tilacoide), ademfés de que -
én la membrana no hey homogeneidad hidrofébica, sino que
puede contener un volumen de moléculas de agus intercala
das como se muestra en la Fig. 1ll. Estas caracteristicas
permiten la absorcidn eficiente de los protones anhidros
liverados a2 partir de la cadena transportadora de elec—-
trones por las moléculas de agua presentes en la fase 1i
poproteica; entonces, se puede decir que la fosforila--
cién se lleva & cabo por la oxidacién de Atomos de hidrd
geno de la fase lipoproteice que se conectan e través de
1a cadens transporitadora y la ATPasa reversible. La for-
macidn de ATP a partir de ADP mds fosfato consiste en una
condensacidén y una deshidratacidn:

1) ADP-OH + H3PO4 e ADP—H2P04
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2) ADP-HpPO, + Hp0 ~—> H,0"

A pH bajo si se estabiliza en una regidén mem-
brenal no acuose, la reaccidn es termodinémicamente fa-
vorable hacia la derecha, De esta manera Williams postu
la que la oxidacidn de sustratos genera los protones —-
enhidros necesarios para remover el agua del ADP + Pi -
en una regibn lipoproteica; subraya ademds que es nece-
sario que exista una baja actividad de agua, para que -
se efectde la reaccidn de deshidratacién como en el ca-

a0 de los dcidos fuertes no acuosos que requieren esta

condicién para favorecer la polimerizacidn de fosfatos,
¥y que la fase de coneccidén debe estar protegida de la -
entrada de agua, localizandose ésta en la fase lipopro-
teica con la finalidad de prevenir hidratacién y de—e-—

nergizacién irreversible del protén anhidro (34).

Consideraciones adicionales al concepto de aco

plamiento del protén snhidro.-

Mitchell he cuestionado el modelo presentado -
por Williems, haciendo una serie de observaciones intere
santes, puntualizando los factores que deben ser tomados
en cuenta inevitablemente y que nos ayuda a comprender -
mejor el problema del racoplamiento.(35).

Mitchell sefiala que el tipo de protdén anhidro
tiene un gran parecido con el intermediario quimico ¢lé-
sico rico en energfa, pero hasta shora no se le conocen

pruebas que lo respalden; ademéds que la hipdtesis de aco
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plemiento protdnico anhidro no incluye ninguna esgpecifi-
cidad de translocacidn proténica en la ruta entre la re-
gibén acuosa interna y la dilucidn acuosa media externsa.-—
El mecenismo no conoce estegquiometria, es irreversible y
ademés no tiene un mecanismo quimiosmdético.

Todo lo anterior converge en el hecho de gue -
estas reacciones ge efectian en la membrana del tilacoi-
de, 1o que implica un confinamiento estructural y una es
pecificidad translochcional para determinar y acoplar las
rutas de las reacciones del intermediario protén-snhidro;
de otra manera, s8lo podria explicarse por un enlazamien
to covalente egpecificando enzimdticamente, que acoplara
las reacciones como en el caso del modelo convencional -
del intermediesrio yuimico. Ademds de 1la especificidad -
translocacional de la salida de protones, en le que ac—-
tda como H30 6 H+—H20 (uniportador) y como 2H+—H20 ( sym-
porter) pare transformar la diferencia de potencial pro-
ténica A H+, entre la fase microscépica interna y la -~
acuosa del medio & diferencia de potencial del agua AH,0,
como se muestra en la ng.lz, en un estudio comparativo
con la minaturizacién del mecanismo quimiosmético macros
cépico, en el que se enfatiza que el modelo del protén &
anhidro no tiene especificidad translocacional por 1o —-
que tiene un grado desconocido de acoplamiente, y que co
mo no tiene estequiometria definida no es reversible.

De lo anterior Mitchell concluye que el modelo
del protén anhidro requiere de un acoplamiento fuerte y

reversible, ambos por la inclusidn de especificidad —-



translocacional proténica, de tal manera que llegaria a
ser un mecanismo quimiosmético microscépico como é1 tie«
ne sugerido en su modelo quimiosmdtico macrdscépico, 0 -
por la inclusidn de un intermediario rico en energia que
podria reaccionar especificamente con el agua, en la -~
ATPaga como centro activo (35).

Se-ha encontrado que una forma adecuada para -~
abordar el problema del acoplamiento entre la sintesis de
ATP y el transporte de electrones, mediante el uso de de
sacoplantes, gue son sustancias que actdian disipando el
gradiente proténico por lo que inhiben 1la sintesis de ATP
y acelerando la velocidad del transporte de electromes.

Aunque se trate de un método indirecto, que in
cide precisamente en el proceso inverso al que tratamos
de conocer, encontramos que nos proporciona datos valio-
80s Jque explican por medio de los mecanismos propuestos
pera el acoplamiento de estos procesos,

Los mecanismos que se proponen para las sustan
cias desacoplanteskparticularmente las sustancias alquil-
aminadas es que actdian interaccionando con élgﬁn componen
te de la membrana o como acarreador mévil de protones, di
sipando el gradiente de protones. Se ha postulado también
due en su forma no protonada es méds activa, por lo que s
PH elevado la inhibicidn es mayor ( 36).

En trabajos anteriores se encontrd que la dode-
cametilenamina inmovilizada con sefarosa actuaba como de-
sacoplante clédsico, pero su mecenismo de accidn tiene que

gser muy particular, ya que debido a su gran tamafio la mo-
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lécula de sefarosa no puede penetrar en el interior de -
la fase acuosa del tilacoide y por tanto su mecanismo de
accidn no puede ser el de acarreador mdévil de protones;
entonces se pensé que podia tener propiedades detergen-
tes y actuar disolviendo componentes de la membrana, des
truyendo parte de ella, por lo que se desarrolld un tra-
bajo en el laboratorio en el que se estudidé la sefarosa-
dodecametilenamina y su posible accidén tensoactiva, por
criterio de hinchamiento y contraccién de cloroplastos y
tensoactividad en relacidén a la bomba de protones, peross
se encontréd que no tiene efecto detergente (37), por lo
que se postula que actia protonandose en la fase membra-
nal, disipando de ésta manera el gradiente de protones.-
Es importente entonces localizar 81, o los sitios de de-
sacoplamiento & través de toda la cadena transportadora
de electrones, en el PS I y el PS II con sustancias ami-
nadas de diferente longitud de brazo hidrpcarbonado para
calcular la distancia probable & la que se encuentra el
gsitio de desacoplamiento, _

En el laboratoriec se ha trabajado también con
éstas mismas sustancins, desde una molécula de 2 hasta -
de 12 dtomos de carbono, con un grupo amino primario, y
se ha encontrado due las amings con una cadena de 2; 4,-
6, 8. y 10 dtomos de carbono no desacoplan porgue no pre
sentan ningun efecto con respecto a1 control, en la velo
cidad del transporte de electrones a travéds de toda la -
cadena transportadora (H,0 —3 MV), en concentraciones -

crecientes, pero 18 amina de 12 dtomos de carbono activa
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la velocidad en el transporte de electrones, 1o que sugi
rié que la distancia critica de desacoplamiento es de ——
21 R, lo que mide el brazo hidrocarbonado de la dodecame
tilenamina, Debido a esto, en los siguientes trsbejos de
sarrollados en el laboratorio se estudié el efecto de ég
tas aminas en las reacciones parciales de la cadena transg
portadora, que son el PS5 I y II en condiciones basales -
(sin ADP y Pi), encontrendo un ligero efecto desacoplan-—
te en las aminas de 6, 8, 10, y 12 dtomos de carbono.
Tomando en cuenta todo lo mencionado anterior-
mente, en egte trabajo se midieron el transporte de elec
trones en PS I y II en condiciones fosforilantes (ADP y
Pi) y la bomba de protones con las aminas de 6, 10 y 12
dtomos de carbono como muestra. Ademds se depletaron -
cloroplastos de su CFl ¥y se adicionaron de sefarosadode~
cemetilenamina con la finalidad de observar si el grupo
amino interaccionaba con el espacio libre dejado por el
CFl' v 1la molécula de sefarosa tapara el hueco en la mem
brana, También se experiments con una amida y un dcido
aminado con una cadena de 12 dtomos de carbono, para —-—
observar si modificando el grupo funcional de la amina
se alteraba la protonacidn, al medir la velocidad del -
transporte de electrones a través de toda la cadena trans

portadora,
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Membrena externa

Membrane interna

TlLaminilla
intergranal

Disco tilacoide

Estroma

Cloroplasto normal de espinaca, mostrando la

disposicidn de tilscoides, granum y snembranas,

—Disco tilacoide

: — = . Laminilla
Un granum T interesranal

Cloroplasto ce clase II, sin la doble membrana

externa,

Fiz. 1 tepresentacidén esquemdtica del cloroplasto
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se muestran las proteinas distribuides en la capa flu

ida de 1ipidos.
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Fig. 3 Pormacidn fotosintética de glucosa en las ho
jas de espinaca, & »artir de COp, segmin el Ciclo de Calvin.
Las abreviaturas empleadas son: 3PG=dcido-3-fosfoglicérico, -
33P= gliceraldehido-3-fosfato;DHA
PDP= fructoga-6-fosfato;G6P= glucosa~6-fogfato; E4P= eritro-
sn—-4-fosfato; A5P= Xilulosu-5-fosfato,SNP= sedoheptulosa-l,7-
AiTonfato;37P= sedoheptulosa-T-fostato;R5P= ribosa-5-fogfato;
RubP= ribulosa-5-fosftsto, RuD?= rivulosa-1,5-difosfuato,
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Pig. 4 Excitacién de una molécula y pérdida de
energf{a en su retorno al estado fundamen

tal, en forma de fluorescencia y calor,
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Fig. 7 Bsquema Z propuesto por Witt, para el flu-
jo de electrones en la fotosintesis. Estan ordenados en se-
rie los FPotosgistemas I y II, conectados por una cadena trans
portadora de electrones entre el aceptor Q del PS IIy el —-
P700 del PS I . Se inicia con la fotdlisis del agusa y fina-
lize en el NADPH.
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Fig. 8 Flujo ciclico alrededor del PS I: Los elec
trones elevados hasta 7 en el PS I pueden volver al estado
fundamental P700 por medio de una conexién que proporciona

el citocromo bg, o por un transportador electrénico artifi-



33

o~ _z+2ﬁ+ -
2 2e” \
. ad i
¥ 1,
oH
- ADP+Pi
” —
4 ATP
a¥o :
TN \2Y 7 Tfearp
M,
o~ 2 ~ » V4
H,041 = 2H

Pig., 9 Acoplamiento quimiosmético.~ De acuerdo
al modelo propuesto por el Dr. Mitchell, el acoplamiento =~
del trangporte de elecitrones y de la acumulacidn de idnes
hidrdégeno & la formacién de ATP, requiere una estructurs -

limitada por una membrana, como se observa en el esquema,
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Fig. 10 Este esquema representa el flujo de reac
tantes en la ATPasa reversible CP, y CF,, durante la fosfo-
rilacién-proténmotriz del ADP, como lo postula el Dr. Mit;hell
en su modelo guimiosmético.

ADPOP representa 8l ATP; ADPO y PO~ representan -
el ADP y Pi respectivamente, Ll Fi ¥y Fi representan con fi-

guraciones o estados del complejo-substrato Fp, en el sitio.



35

Sistema Redox

e

///,,/"'

enlace-H-—»Hf——a

H_O
H,0
H,0
H,0
H,O

MW NN

N

Proteina

ATPasa

| »P=OH + HO-P
'(
‘\\\\\\\\\\L;HZO + P-0-T

/

L2 HO b e+ 172 0, —— OH

2

OH

+

4

+
N
—2H 20

4
P-0-P

Fig. 11 Diagrama del mecanismo de acoplemiento
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Fig. 12 En A y B observamos el mecenismo del pro-
tén anhidro, con una rute de sslida especifica para uts 2 Ht.
En C, se observs la miniaturizacidn del Modelo uuimiosmético

macroscépico.
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Molécula de ribulosa difosfato carboxidismtasa

Moléeula de la enzima formadora
de ATP

Fotosgistema I Potosistema IX
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Apilemiento de discos tilacoides= grana

GRANA

Fig, 1l-A
Disposicién de la membrane interna de un cloroplas-
to. En el disco tilacoide se representan las enzimas més im—-
portantes y los fotosistemas que se encuentran ahi. En el
grana se muestra el modo en que se pliega v Aavpila la membra-—

na interna pars formarlo,.
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Bspectro de absorcidén de la clorofila a, La linea

méds clara representa el espectro de eficiencia de la luz en

1la fotosintesis.
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MATERIALES Y METODOS

I Aislamiento de cloroplastos clase II (sin do

ble membrana).,.

Esta téenica fué publicada en 1974 como resul-—
tado de los trabajos de Takakoi y col. (40), y se adapté
de la siguiente manera en el laboratorio: 30 g de hojas

de espinaca (Spinacea oloracea) previamente lavadas, se

guardan en el refriperador 1la noche anterior, conservan-
dolas himedas. Se les cuite 1a vena central y 1la punta,'
se pica finamente y se colocan en un vaso de licuadora -
(que ha sido previamente enfriado en congelador durante

30 min.). Se adicionan 180 ml de medio de aislamiento (-
200 mM de secerosa, 20 mM de tricina, 5 mM de MgCl'6H20,
50 nM de KC€1, 0.1% de BSA y 0.5 mM de ascorbato), se li-
cia durante 5 segundos intermitentemente. Inmediatamente
se filtra a través de 8 capas de gasa colocadas en un em
budo de filtracidn rdpide, para eliminar los pedazos de

hoja que no fueron/molidos. El homogenizado se coloca en
los tubos de centfifuga previamente enfriados y se equi-
libran. Se centrifugs & 1,500 rpm durante 3 minutos (cen
trifugs MSE modelo LR-6); en este paso se elimina el se-
dimento que contiene las células enteras, micleos y pa--—

red celular. El sobrenadente se centrifuga a 3,500 rpm -
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durante 8 min. Se elimina el sobrenadsnte y el sedimento
que contiene los cloroplastos se lava con medio de resus
pensidén {100 mM de sacarosa, 20 mM de tricina, 5 mM de -
MgCle6H,0, 50 mM de KC1 y 0.1% de BSA), cuidadosamente -
con un pincel'de cerdas suaves se remueve el botén, se -
homogeniza y se centrifuge a 3,500 rpm por 8 min, Este -
procedimiento de lavado se replite dos veces con la fina-
lidad de eliminar impurezas. Finalmente el sedimento se

resuspende en 2 ml de medio de resuspensidn y se conser

va en un tubo de ensaye cubierto con papel aluminio, a -
bajae temperatura en un bafio de hielo., En esta metodolo-

gia es importante conservar la temperatura a 4°C como -

méximo y a un pH= 8,

o

II Determinecién de clorofila.

La valoracidén de la clorofila se hizo de acuer
do 2l método descrito por Strain y Svec (41l) de la si--
guiente manera: A tres tubos de ensaye de 13 X 100 se 1le
adicionan 5 ml de scetona al 80%, A dos de ellos se les
pone une slfcuota de 29/(1 de la suspensidn de cloroplas
tos previamente homogenizados, se cubren los tres tubos
con papel parafilm e inmediatamente se agitan en un vor-~
tex por 30 seg. y se incuban en la oscuridad durante 5 -
min.;se centrifugan las dos muestras en una centrifugs -
e¢linica mod., CL N0.,197 A, a velocidad méxima por 5 min.,

ge decanta y al sobrenadante se le lee la absorbencia a

649 y 665 nm contra el blanco de acetona al 80% en un es
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pectrofotémetro Carl Zeiss M4 Q III, 45309-PMQ II 46275,

calculando los valores con la siguiente ecuacién:

Clotot(/(g/ml)= 6.45 (A665) + 17.72(4g,4)
Ecuacidn que se obtuvo a pertir de la deduccidn
basada en los coeficientes de extinecidn especificos (42,-

43).

III Preparacién de cloroplastos deficientes en
CFl.

Ksta técnica fué adaptada a partir del revorte
hecho por Racker (44) en la siguiente forma:

l.- Se aislan cloroplastos como se explicd en
la técnica anterior y se determina la concentracidn de -
clorofila,

2.~ La suspensidén obtenida se diluye & una con
centracidn de clorofila de 1.5 mg/ml, por 1la adicidn de
une solucidn de NaCl 10 mM, o de medio de resuspensién.

3.~ Una alicuota de ésta suspensidn se diluye
a una concentracidn de clorofila de 0.1 mg/ml por adicidn
de una solueidn de EDTA 0.75 mM a pH= 8,

4,- La suspensidn resultente se incuba durante
5 min., a temperatura ambiente en la oscuridad y sin agi-
tacibn.,

5.— Esta suspensién se centrifuga a 15,000 rpm
en la centrifuga J-21, durante 20 min. 8 una temperatura
de 4°C,

6,~ Loz botones obtenidos son resuspendidos en



43

1 ml de medio de resuspensidn y se determine la concentra
cibén de clorofila, E1l sobrenadante que se obtiene en el

paso 5, es una fuente conveniente de CFy.
1V Preparacidn de Bromuro de ciandgeno,

Este método fué desarrollado de acuerdo al re-
portado por Hartman y col. (45). E1 bromuro de cianégeno
es un polvo cristalino blanco que funde entre 49 y 51°C
con punto de ebullicidn de 60-62°C, que tiene la propie-
dad de activar la molécula de sefarosa. El1 procedimiento
empleado fué el siguiente:

1.- En un matraz bola de tres bocas (en un ba-
filo de agua fria para conservar la temperatura) se coloca
ron un embudo de adicidn, un termémetro y un tubo de sa~
lida, Este sistema estabae provisto de agitacidén magnéti-
Cé,

El matrag contenia 50 g de bromo, el embudo de
adicidn 17 g de NaCN en 120 ml de ague. Se fué adicionan
do gota a gota la solucidn de NaCN controlando la tempe—
ratura por debajo de 30°C.

2.,- Cuando se ha terminado de adicionar la solu
cién de NaCN el bromuro de ciandgeno obtenido se destild
controlando la temperatura entre 60=62°C, recibiendo el
destilado en otro matraz bola,

3.~ E1 destilado se calienta con CaCl,anhidro
10 g, sin dejar que se enfrie se filtra y se obtiene en

un matraz bola en bailo de hielo; este matraz se conecta
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a su vez a un refrigerante con un matraz receptor previa
mente tarado. Se calienta el matraz con el contenidoy, --
controlando la temperftura nuevamente entre 60-62°¢ has—
t2 que se ha agotado el mdximo de remanente, obteniéndo-
se de esta manera 1los cristales blancog del bromuro de -
ciandgeno. Es conveniente tener muchas precauciones por—

que ge trata de una sustancia extremadamente t6xica.
V Acoplamiento de las aminas a sefarosa,

El primer paso de este proceso se desarrolld de
acuerdo a Cuatrecrsas y col. (46, 47) que consiste en la
activacidn de la sefarosa 4B previamente lavada con 1 1%
de agua y 100 ml de NapCO3 2 M. Después, con todas las -
precauciones se adiciona-O.S Vol, de una sgolucidén de bro
muro de cisndgeno ( 2 g de CNBr/ml de acetonitrilo), agi
tando fuertemente de 1-2 min, Después se vierte en un em
budo de vidrio poroso(previamete enfriado) y se filtra -
parcialmente sin dejar empacar la sefarosa lavando con -
una solucidn de bicarbonato de sodio 0,1 M a pH= 9.5, a«
gua fria y biecarbonato de sodio 0.2 M a pH= 9.5; Despuéds
de este Yltimo lavado se empaca y se obtiene la sefarosa
activada,

En un volimen de bicarbonato de sodio 0.2 M y
‘pH= 9,5, se disuelve previamente la diamina, en el caso
de las diaminas de 10 y 12 dtomos de carbono se emplean
2 lts. de dimetilformamida al 504 pare disolverlas, Se =

ajusta nuevamente 1 pH a 9.5 y cuando estan completamen
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.te disueltas se mezclan con la sefarosea activada,

La reaccién de acoplamiento se lleva a cabo du
rante 20 hrs. a 49C, con agitacidn suave y constante. Des
pués de efectuada la reaccidn, se filtra el paquete y se
lava con 20 ml de solucidn acuosa de acetato de sodio 0,1
M-cloruro de sodio 0.5 M pH= 4, y después con 20 ml de so
lucidn acuosa de urea 2 M-cloruro de sodio 0.5 M pH= 10,

Finalmente se empaca y se resuspende en 40 ml

de agua cada sefarosa con su ligando.
VI Medicién de grupos amino primarios libres.

Esta determinacién se basa en el trabajo hecho
por Okuyama y col. (48), mediante el empleo del dcido 2,
4, 6 trinitrobencensulfénico (TNBS), que forma un deriva
do caracteristico de color amarillo al unirse a un grupo
amino primario libre. Esta reaccidén se efectia por el a-
tagque nucleofilico del nitrégeno de 1§ emina al carbono
del grupo sulfito, desplazéndolo y formando el trinitro-
fenil derivado: '

NOp mH R
No/ N\*hoo-m 2
2

—3
/0
NO,

Este producto presenta un méximo de absorcidn
de 345 nm, lo que nos permite preparar soluciones estandar
de monoaminag & diferentes concentraciones midiendo su -~

absorbancia para obtener una curva patrén, con la finali-
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dad de interpolar las absorbancias de soluciones prepars
das a partir de lasg-sefarosas acopladas y conocer la con
centracidén de grupos amino. E1l procedimiento empleado se
resume en 1la tabla No. l. El espectrofotédmetro empleado
es el Carl Zeiss M4 Q III, 45309-FM Q II 46275,

VII Medicidn del transporte de electrones.

Basdndose en el hecho de que por efecto de la
luz hay fotolisis del agua, y de que el ox{geno es un e-
lemento electroreducible, originando una onda que se pue
de determinar por medio de un electrodo, due mide el gra
diente electroquimico por efecto de la concentracidn de
oxIigeno manteniendo constante el voltaje aplicado, se’eg
pled en este caso un electrodo tipo Clark (49) que mide
los cambios de concentracidn de oxigeno que se producen
por la fotolisis del agua. Este electrodo esta compuesto.
por un cdtodo de platino y un 4nodo de plata los que es-
ten en contacto con una solucién concentrada de cloruro
de potasio, 1la gque & su vez estd contenida en una membra
na de politetrafldoretileno (PTFE) que estd en contacto
con el medio de la reaccidén, protegiéndolo de sustancias
contaminantes y giendo permeable a gases. Se considera -
que la permeabilidad es selectiva, porque en el caso par
ticular del ox{geno en la mezela de reaccidn es el vnico
dque esta variando. Aplicando wn voltaje de 0.5-0,8 V &
través de los electrodos, la corriente es proporcional a

1a concentracidn de oxigeno en la cubeta de reaccidén.
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En el electrodo tipo Clark se efectdan las si-

guientes reacciones:

ANODO 4 Agt + 4 C17 —> 4 AgCl + 4 B
CATODO 4 HY + 48 + 0, ——> H,0

4 HY 4+ 4Ag" + 4017 4+ 0p —> 4 AgC1l + 2 H,0

2

Los cambios de corriente detectados en el elec
trodo son traducidos a voltaje por un oximetro construido
por el Dr. Dilley (en la Universisdad), y éste dltimo eg
ta conectado & un registrador Beckman con una entrada mé
xima de 10 mV, lo jue equivale a 1-2 eq electrénicos.

El esquems mostrado en la Fig, 13 ilustra 1la -
disposicidén del equipo empleado. E1l proyector Swyer's con
una lémpara de 500 W pars proporcionar laz a saturacidn,
el rayo de luz pasa a través de una lente de Izawa que -
consiste en una solucién de sulfato de cobre(2%), conte-
nida en un matraz boela de 500 ml, que hace la funciédn de
filtro, concentrando la luz y eliminando calor de la cé-
mara de reaccidén que tiene paso de corriente de agua pa-
ra mantener lz temperatura (como un refrigerante), esta
sostenida por un agitador magnético, que mantiene homo-
génea 1a suspensidén. La cdmara de reaccidn tiene adapta-
do el electrodo tipo Clark, por una horadacidn hecha es-
pecinalmente para este fin, donde se ajuste perfectamente.

Para medir les reacciones en PS I y PS I se -
utilizaron dos mezclas de reaccidén diferentes, pero am—-—
bas con un voldmen total de 2 ml. .

Mezcla de reaceidn estandar: Sacarosa 100 mM,
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tricine 20 mM, KC1 50 mM, BSA 0.1%, MgCle6H,0 5 mM y 20
g de clorofila/ml.

Para P35 Is La mezcla de reaccién estdndar, més
2,5 mM de ascorbato, 0.4 mM de DCIP, 5 M de DCMU, 0.5 M
de MV, 1 mM de ADP y 3 mM de KH2P04(Pi).

Para PS II: Lu mezcla de reaccidn estandar, mds
1 ¥ de DBMIB, 0,5 mM de DMQ, 0.4 mM de Fe(CN)E; 1 mM de
ADP y 0.3 mM de KH2PO4(Pi). (Ver Fig. 14).

La calibracién se realizd con la mezcla de reac
¢ién estandar y 50 mM de ferricianuro.

En los dos fotosistemas se midid el transporte
de eleéttrones en condiciones fosforilantes, sin adicio-—-
nar mds reactivos, p=ra obtener los trazos control., Des-—
pués en otras alfcuotas se probaron concentraciones cre-
cientes de las monoaminas, diaminas, sefarosa-asminas, ami
da y dcido aminado,

Las reacciones efectuadas en le mezela son:
CALIBRACION: H20 ——a.Fe(GN)E

2 Hp0 + 4 Fe(CN)E —> 0, + 4 H+ 4 Fe(CN)Z 1 0,/48
FOTOSISTEMA I: DCIPH, —> MV
2 DCIPHy + 2 MV —» 2 MVH, + DOIP,_

+
2MVHy + 2 0, + 4 H' —3 2 H,05 2 02/46
FOTOSISTEMA II: Hy0 —s DMQ
2 H20 + DMQ ——p 2 DMQH2 + 02 1 02/45

REACCION TOTAL = PS I + PS II: HoO =—sp MV
2 HpO + 2 MV —% 2 MVH, + O,

4+ -
2 MVH, + 2 0y + 4 HY — 2 H,0, 1 0,/48
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Los trazos obtenidos en el graficador nos indi
ca la velocidad de consumo o produccién de oxigeno, lo -
cual se puede determinar comparando la pendiente del con
trol con los trazos obtenidos para diferentes concentra«
ciones de le muestra problema, calibrando con la solu--—
cién de Fe(CN)% 0.05 M, que en 19/41 equivale a O.%/(eq
de e en 2 ml, lo que se emplea para hacer la conversidn
2 microequivalentes de lectrones por hora por miligramo

de clorofila, que es la expresidén final del resultado:

0.,5Meq 8 X 60 min/hr. f/Qeq. &/hr./mg clo
No. de ‘lineas mg/ml clo.

recorridas adicionada.

al calibrar.

La forma del trazo es la siguiente:

on (encendido)

‘1in L off

~off (apagado) on

+ 10 1 de

TIENPO

A= muestra problemas B= calibraecién.
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VIII Medicién de 1la bomba de protones.,

Se mide el gradiente de protones, registrando
los cambios de pH en un potencidmetro (Corning Modelo 12
con escala expandida), a 1la mezcla de reaccién que contie
ne los cloroplastos, cuando ésta es iluminada a un pH= 6,

La velocidad y el cambio de pH se pueden calcu
lar por la diferencia de pendiente y tamafio del trazo, -
debida a la alcelinizacidn del medio al ser transporta—-—
dos los protones dentro del tilacoide. E1 flujo inverso
de protones sucede cuando se &pagi la luz, pero con una
velocidad menor.

El medio de reaccidn estendar contiene: 100 mM
de KC1, 5 mM de MgCl-6H,0 y 0.5 mM de MV, ademds de 20 -

g de clorofils/ml,

El trazo obtenido es el siguiente:

oH

la Pig, 15: el equipo consiste en un provector Swyer’s -
con una ldmpara de 500 W, haciendo pasar la luz por un -

lente de Izawa, para concentrar los rayos y eliminar ce-
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calor. Lm cubeta de reaccidn tiene una doble camisa con
flujo de agua para conservar la temperatura, dentro de -
la cubeta de reaccidn se sumerge el electrodo conectado
al potencidmetro, el cual estd conectado a un graficador
marca Beckman, (ue registra los cambios de pH por medio
de los cambios.de voltaje cue registra.

Cuando se iluminan los cloroplastos se genera
un gradiente proténico en el uue se estdn translocando -
los protones hacia el interior del tilacoide de los clo-
roplastos y por tanto se alcaliniza el medio externo aque
es el pH que mide el electrodo. Es caracteristico de las
sustencisas desacoplantes el inhibir la formacidn de gra-
diente proténico inducido por la luz, por lo que para -—-
comproharlo es necestrio adicionar la sustancisn desaco—-—

vlante a 18 mezcla de reaccidn v observar el efecto
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L]
2
o]
o
o
o

A
A

Neterminacidn de grunos amino.

Tubo Amina. NaH203 Agua M2OH T3S HOL | Lecturas

(ml) &% pH 8.5 {m1) (m1) img/ml/ |concen| Abs.

fresc trado

————— 0.75 0.6 0.75 0.75 |#]0.375 | ~==-m-
2 0,025 0.75 0,575 | 0,75 2,75 [#10.375 | ===-=-
3 0,050 0.75 2.550 | D.75 0.7% [#]2.375 fmmmmmm—
4 0,075 2.75 0.525 | 0.75 .75 [¥ {0,375 |~
5 0.100 0.75 0.500 | 0.75 | 0.75 |*[0.375 | ~==mmem
6 0.40 2.75 0,200 | 0,75 .75 #[0.375 | —~mmm-
7 0.60 0.75 0.00 D75 .75 10,375 | ~=— _—

#.- Incubar 2 hrs. a 49° o con agitacidén.



1.~ Fuente de luz

2~ Lente de Izaws

3.- Base de agitacidn
4o- Cémara de reaccidn
5.~ Oximetro

6.~ Registrador

Fig. 13 Diagrama que muestra la disposicidén del

equipc para le medicidén del transporte de electrones.

£
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2 hv DBMIB

cit £

2 hv

PC= DCIPH?(ASC)

2e

H20

1/2 0p + 2u*

Fig. 14 Esquema 7 para el flujo de electrones

en 1la fotosintesis, Se indican sitios

pleados en 1a medicidén del transporte

Ps I y II.

de accidn de los

de electrones de



Fig. 15 Diagrema que muestra la disposicién

del equipoc para 1a medicidén de la bomba de protones.

- Puente de luz

Lente de Izaws
Base de agitacidn

Cdmara de reaccidn

- Potencidmetro

Regisirador,

14
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RESULTADOS Y DISCUSION

I Efecto de las aminas alquilicas sobre el —-
transporte de electrones en PS I (DCIP — MV), en condi

ciones fosforilantes(ADP + Pi),

En la Fig.'16 observamos la gréfica del porcien
to de la velocidad del transporte de electrones en PS 1
con respecto al control, contra la concentracidén crecien
te de las diamines, con firmula general NHQ—(CHg)n—NH2 en
donde n= 6, 10 y 12 Atomos de carbono, hexametilendiamina
decametilendiamina y dodecemetilendiamina respectivamente,

La dodecametilendiamina produce una marcade ac—
tivacidn, alrededor del 80%, en cambio la decametilendia-
mina y la hexametilendiamina activan cerca de un 25%. Los
regultados indican que la dodecametilendiamina tiene una
mayor actividad desacoplante, lo gue sugiere que la lon-
gitud del brazo hidrocarbonado le confiere estas propie-
dades, y& que es la Unica diferencia entre las tres ami-
nas mencionadas,

En la Fig. 17 encontramos la gréifica del efecto
de las monoaminas, con férmula general NH2~(CH2)n—CH3 -
donde n= 5 y 11 dtomos de carbono, hexametilenamina y do
decemetilenamine, que al igual que las diaminas, presen-
ta. un mayor efecto desacoplante la amins de doce dtomos

de carbono, que la de seis(hexametilenamina),
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De acuerde B los resultados obtenidos, no se -~
puede dilucidar ain, cuel seria el mecanismo de acciod -
de las aminas, ya yue se encueniran moviendose libremen-
te a través de la membrana, por lo que es necesario inmo
vilizarlas. En este caso se empled sefarosa 4B, cue es -
un polimero de gran tamafio, impidiendo de ezxta manera —-
que la amina atraviese la membrana,

En la Pig. 18 se obgserva el efecto de la sefa-
rosa-alguilaminas de 6, 10 y 12 4tomos de carbono, gue
son sefarosa-hexametilenamina, sefarosa-decametilenamina
¥y sefarosa-dodecametilenamina respectivamente, en concen
traciones crecientes sobre la velocidad del transporte -
de electrones en P35 I. 5S¢ debe tomar en cuenta que las -
concentraciones empleadas llegan hasta 0.1 M, que en com
paracidn con otras sustancias desacoplantes como el NH4CI
y etilenamina que necesitan una concentracidn hasta de -
10 y 5 mM, son mucho menores, lo due indica que tiene u-.
na mayor eficiencia desacoplante. Los datos encontrados
nos muestren la activacidn del transporte de electrones
en PS I; que es casi la misma para las diferentes sefaro
sa-alquilaminas de 6, 10 y 12 Atomosz de carbono; a dife-
rencia de las monoaminas y diaminas, yue conforme aumen-
ta 1la longitud del brazo hidrocarbonado, aumenta la acti
vacidn del transporte de electrones. Esto nos sugiere ——
fdue existe una zona general de desacoplamiento en la mem
brana del tilacoide a través de 1la cadena transportadors
de eleetrones, debido a que todas las sefarosas-alguila-

minas producen desacoplamiento, descartsndo la posgibili-
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dad de sue sea un sitio de desacoplamiento & una distan—

0
cia de 21 A como se vnostuld con anterioridad.

II Efecto de las sminas aliufilicas sobre el —-
trensporte de electrones en PS IT (H,0 ——3 DMQ), en con-

diciones fosforilantes (ADP + Pi),

Los resultados se muestran en la Fig. 19, el ¢
fecto de las aminas slquilices en concentraciones crecien
tes en relacidn al por ciento de activacidn o inhibicién
en la velocidad del transporte de electrones en PS II en
condiciones fosforilantes, observamos uue la dodecameti-
lendiaming, decametilendiamina y hexametilendiemina inhi
ben la velocidad del transporte de elctrones, a excep——
cidn de la concentracidn 1 mM de la dodecametilendiaminsa
en la gue se observa una ligera activacidn con respecte
al control.

En la Fig. 19 se encuentran los resultados de
1a dicidn de hexametilenamina y dodecegmetilenamina so-
bre la velocidad del transporte de electrones en PS II,
en los gque oObservamos una marceda inhibicidén, conforme -
aumenta la concentracidén hasta 1mM, datos gue coinciden
con los encontrados con monoaminas aluouilicas de cadens
corta (39).

En la Fig., 21 muestra los regultados del efec-
to de las sefarosa-zlouilaminas sobre la velocidad del -
transporte de electrones en P3 II, observamos también -——
una marcada inhibicidn con la sefarosa-dodecametilenami-

na, sefarosa-decametilenamina y sefarosa-hexametilenami-
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na, a excepcién de la concentracidén 1 mM de la sefarosa-
dodecametilenamine en la gue hay activacidn,

Los resultados coinciden con los reportados an
teriormente, con aminas alquiligas de cadenz corta, que
al penetrar la membrana, las aminas varian el pH interno
provocando un&g inhibicidén del rompimiento de la molécula
de agua, y por lo tanto inhibiendo el transporte de eleg
trones hasta DMQ, que se efectiea en PS II, entonces este
postulado se puede aplicar en este caso, asumiendo que -
la inhibicidén observada se debe & que la sefarosa-alquil
amina, 8l interaccionar con la membrana varia su pH in--
terno interfiriendo el rompimiento de 12 molécula de a--
gua., Si fuera posible neutralizar la interferencis espe-
rariamos encontrar, al igual que en PS I una activacién

en la velocidad del transporte de electrones.

0
III Efecto de la amide NH,-(CH,)pp-b-NH, y el
4cido aminado NH2—(CH2)11—&-OH, sobre la velocidad del
transporte de electrones de H,0 —>» MV en condiciones -

fosforilantes (ADP + Pi).

En la Pig. 22 se observa una activacidn del --
transporte de més de un 1504, al adicionar concentracio-
nes crecientes de amida, hagta 1 mM. En cambio el dcido
aminado activa la velocidad del transporte de electrones
cerca de un 95%. Estos efectos observados son caracteris
ticos de sustancias desaconlantes, comparativamente con

la dodecametilendiamina y dodecametilenamina gque tienen
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la misme longitud de brazo hidrocarbonado, pars comprobar
si{ 1la distancia de 21 g es donde probablemente se encuen
tra el sitio,de desacoplamiento, y s{ al variar las ca--
racter{sticas del grupo amino, por los diferentes grupos
funciongles integrados & la cadena del brazo hidrocarbo-

nado, se favorece o no, la protonacidn del grupo amino.

IV Efecto de las aminas alquilicas sobre la --

Bomba de protones.

La principal caracteristica de las sustanciasg
desacoplante es que activan la velocidad del transporte
de electrones e inhiben la sintesis de ATP, debido & —-
ésto se midid el gradiente de pd, como una medida indi-——
recta de le sintesis de ATP,

Se empled la mitad de la concentracidn desaco-
plante mdxima, utilizade en la medicién del transporte -
de electrones, ya que se hé postulado que la energia 1li-
berada del pH, durante el transporte de elctrones, es em
pleade para sintetizar ATP.

Se encontrdé una marcada inhibicién de la capta
cién de protones, aproximedamente un S50% con respecto al
control con las diaminag de 6, 10 y 12 4tomos de carbono
Los experimentos se realiszaron iluminando con luz a satu
racién, prendiendo y apaggndo tres veces, para observar
el efecto de abatimiento é la actividaed de los cloro——-
plastos, conforme al tiemgo de exposicidn de la luz y su

capacidad quimiosmética o electroquimica. (Ver Fig. 23)
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Como podemos observar, el trazo control, en la
Primera iluminacidén (on), la amplitud de 1la curva indica
que se capte la mixima cantidad de protones, alcalinizan
dose el medio hasta un méximo, cuando epagamos (off) se
Observa una salida lenta de ﬁrotones, entonces se vuelve
a encender {on) se observa nuevamente el efecto de la —
captacidn de protones, solamente aue la amplitud de la -
curva eg ligeramente menor, en la ¥ltima curve se obser-—
va otra ligera disminucién de 1la captacién de protones,-
esto se debe a un efecto de desgaste, por varios periodes
de exposicién 2 1la luz asctinica,

Al hacer un experimento similar al anterior, =~
pero en presencia de un desacoplante, dodecametilendiami
na, inhibe en un 40% aproximadsmente, los %razos obteni-
dos son semejantes al control, con la diferencia de la -~
amplitud en les curvas, que en este caso son menores de.
bido al efecto desacoplante de la diamina. En esta misma
figura observamos el efecto de la decametilendiamina, que
inhibe en una proporcién aproximada del 30%, inicialmen
tey, porque en las sigudentes iluminaciones el efecto ink
hibitorio es menor. De igual manere la hexametilendiami-
na inhibe en un 25% aproximadamente,

En la Fig. 24 observemos el efecto de la sefa-
rosa~-dodecametilenamina y la sefaroga-decametilenanina,
con respecto al control, en las que se encuentra una --
inhibvicidén del 40 y 30% respectivamente.

Es importante notar que cusndo se ha adicionado

desacoplente e iluminamos, 1la inhibicién inicial observa



da ec mas acentuada que la de lag sucesivas iluminacio--—
nes, con réspecto al control.

”éia inhibicién del gradiente de protones por —-
las difebéntes aminas, no tiene una marcada relacidn con
la longitud de su brazo hidrocarbonado, por 1o gque no se
puede concluir yue las aminas de 12 4tomos de carbono —-—

sean lag mas eficientes.

V Efecto de la sefarosa-dodecametilenamina so-
bre la pomba de protones, en cloroplastos depletados de
CFl.

Se observa en la Fig. 25, los cloroplastos sin
CFy que presentan pequeflos cambios de pH, comparado con
el control, debido a gue hasta ahore con las técnicas a-
plicadasg, se obtiene una activ dad residual que indica -
que no fué eliminado todo el CFy. Como se ha postulado -
en el "Modelo del mosaico Fluido" (3) el factor de &co——
plamiento CF; (que es una proteina compuesta por 5 sub-
unidades polipeptidicas), que estd unida electrostética
mente & la membrana, como una proteina periférica, puede
gser extrafda de ella resultando en un hueco en la membra
na que provoca que se disipe el gradiente de protenes.
Ademas Mitchell (13) ha postulado que el CPy esta conec
tado con el canal de protones i 8 Mmembraind,
En el presente trabajo se inmovilizd dodecame-
tilenamine a gefarosa, asumiendo que el grupo amino de «

la sefarosa-dodecametilenamina reconozca y forme algin -
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tipo de interaccién con el canal de protones, tapando el
hueco dejado por el CPy.

Los resultados obtenidos nos indican que, los
cloroplastos sin CP, adicionados de sefarosa dodecameti-
lenamine, disminuyen 1a amplitud y extensién del cambio
de pH, comportandose como un desacoplante clédsico, lo ——

que no coincide con los resultados esperados.
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Dodecametilendiamina Decametilendiamina Hexametilendiamina

1004 [~ B B

50% I B ~

25% [ i i :

.25 .5 1 .25 .50 1 .25 .50 1 (mM)

Fig., 16 Efecto de las DIAMINAS sobre el Transpor-
te de elctrones en PS5 I, empleando concentraciones crecien—-
tes de diamina. La velocidad en el transporte de electrones
se expresa en microequivalentes de electrones por hora por
miligramo de clorofila, pero en éste caso esta referida al
control que se considera cero y se grafica el por ciento de

activacidén, en cada caso.
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Dodecametilenamina Hexametilenamina

1004 L

50% [~ -

25% B
«25 .50 1 «25 .50 1 (mM)

Pig. 17 Efecto de las monoaminas libres sobre -
la velocidad del trensporte de electrones en PS I, en con-
diciones fogforilantes., Se grafica el porciento de activa-

cién con respecto al control.
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Sefarosa-aminaC,, Sefarosa-aminaCjg Sefarosa-aminaCg

100% [~ B

50%

'257‘

Q25 ,750 1 025 ,0%

FPig. 18 Efecto de las sefarose-aminas sobre el —

ansporte de elctrones en PS I, en condiciones fosforiian-

.dr-

ra
tes. Graficando el por ciento de activacién con respecto al

control,
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Dodecametilendiamina Decametilendiamina Hexametilendiamina

100%[” B [

50 B B

0 hes25 .50 225 .50 1 +25 .50 1 (mM)
~25% - O —
-50%1- - -

Fig. 19 Efecto de las diaminas sobre el transpor-
te de electrones en PS'II, en condiciones fosforilantes., Gra

ficendo el por ciento de @nhibicién o aetivacion encontrados.
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Dodecametilenamina . Hexametilenamina

.25 .50 1 .25 .50 1 (mM)

-25% k }_

-50% | -

porte de electrones en condiciones fosforilentes en PS II.
Graficsando el por ciento de inhibicidn o activacién con res

pecto & concentraciones crecientes de amina,
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jefarosa-umina C1p Sefarosa-amina €10 3efarosa-amina Cg

.025 ,050 . . 025 .050 el .025 .050 L1 (mM)

255

Pig. 21 Efecto de las sefarosa-aminas sobre &l itrang
porte de electrones rosforilante en PS II. Graficando el por -
ciento de activacidn o inhibicidn con respecto al control, em—

leando concentriciones crecientes de aminas,
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Fig. 22 Efecto de 1a amids y el #cido zminado

sobre la velocidad del transporte de electrones de HpyO-— ik's

Fg decir, a través de toda la cadena trinsaortadora.

[l



PH=6,19 71

pH 6,19

dn
CONTROL
o pH= 6,125 or pH 6.13
- pH 6.105
pH=6 ~off L off
4
/- oh on
on DIAMINA C=12
p=6.01 - Loff

on DIAMINA C=6

Fig. 23 Medicién de la Bombz de protones, por me-
dio de cambios de pH, contra el tiempo, prendiendo y apagen-
do tres veces (on)(off), la misme mezcla de reaccion por ca-

da trazo, E1 pH inicial es de 6.
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M= 6.19 PH=6.19

off

off

KOff pH= 6.07

Sefarosa-decametilenamina

Fig. 24 Medicién de la Bomba de protones, por
medio de cambios de pH, contra el tiempo, en cloroplastos
norm&les, adicionados de sefarosa-aminas, en concentracio-

nes crecientes, comparado con el trazo control.
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on
J CONTROTL

off PI= 6°01joff pi= 6.015 ¢
t , A

;;‘=6 0&1 on

CONTROL de Cloroplastos gin CF1

pH=6.,05 2T

Cloroplastos sin crl adicionados de Sefarosa-dodecar
metilenamina,

Pig. 25 Trazos obtenidos al efectuer la medididn
de la Bomba de protones en cloroplastos depletados en CR, -
E1 experimento se realizo, con un pil inicial de 6, con tres
periddos Imz-oscuridad, Se puede observar cue al adicionar
sefarosa-dodecametilenamina a cloroplastos sin CFy, disminu
ye el gradiente de protones debido a8l efecto desacoplante

de la sefarose-amina.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos nos in@ican que existe
une zona de desacoplamiento en PS I y probablemente otra
en PS:II. Que no hay una diferencia significativa en el -
grado de desacoplamiento por las slquil-aminas de diferen
te longitud de brazo hidrocarbonado, lo gue descarta la -
posibilidad de encontrar el sitio de desacoplamiento a u-
na distancia de 21 R, como se propuso con anterioridad(38),
y nos sugiere que, es una Zona de desacoplamiento.

El efecto del 4cido aminado, gque tiene un pKb —
de 5 por el lado del #dcido carboxilico y de 9.5 por el a
do de la amina, parece no influir en la mayor protonacidén
delrgrupo amino que cuando se encuentra en forma de grupo
amino libre, por lo gue se comporta como un desacoplante -
clésico sobre la velocidad del Transporte de electrones a
través de toda ls cadena transportadora (HoO—> MV),

El efecto de 1la amida es el de activador de la
velocidad del Transporte de electrones a través de toda -~
la cadena (HQO-9MV), que comparada con lag aminas repor-
tadas con anterioridad, tiene un efecto mayor, a pesar de
la estructura de la molécula que por el lado de la amida
tiene un pKb de 2, lo que indica gue precticamente no se
protona, por lo que su accién desacoplante puede ser atfi
buida a que se forme un complejo de transferencia de car-

ga en algin sitio de la zona de desacoplamiento, o bien -
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que interaccione con alguna sustancia especifica encargd
da del acoplamiento entre el Transporte de electrones y
la Sintesis de ATP, como se ha postulado en la Teoria del
intermediario quimico, sin descartar la posibilidad de -
que el efecto mesomérico del grupo amida influyerd posi-
tivemente en la probonacién del grupo amino libre que es
t4 en el otro extremo de la cadena y que por tanto fuera
similar al efecto de las aminas libres, de acuerdo a la
teoria quimiosmétice.

La teoria quimiosmética microscépica propuesta
por el Dr. Mitchell, parece ser la mds adecuada, para ex
plicar el mecanismo de accidn de las aminas alquilicas u
nidas a sefarosa., Esta teoris retoma proposiciones hechas
por el Dr. Williams en su modelo del protén hidromotriz -
(35), ambas teorfas coinciden en el hecho de que los pro-
cesos: Tranéporte de electrones y sintesis de ATP se 1lle-
van & cabo en la membrena del tilacoide.

Los métodos empleados no nos permiten aﬁn4defi—
nir, si las aminas desacoplantes, al protonarse actian so
bre un protdén hidromotriz, pero si sabemos que ésta reac-
cién debe tener una estequiometria definida y una especi-
ficidad traslocacional, que contribuyen a la reversibili-
dad del proceso, cuestiones que explica el Dr, Mitchéll

en su modelo quimiosmético microscépico.
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