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s y n t h e s i s  o f  A T P  by  c y a n o b a c t e r i a l  t h y l a k o i d  m e m b r a n e s  

M . D .  M a m e d o v * ,  H .  H a y a s h i ,  H .  W a d a ,  P . S .  M o h a n t y * * ,  G . C .  P a p a g e o r g i o u * * *  a n d  N .  M u r a t a  
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G l y c i n e b e t a i n e  ( b e t a i n e ) .  a n  o s m o r e g u l a n t  in  h a l o p h i l i c  p l a n t s ,  s t a b i l i z e d  t h e  e v o l u t i o n  o f  o x y g e n  a n d  t h e  s y n t h e s i s  o f  A T P  b y  t h y l a k o i d  m e m b r a n e s  
f r o m  t h e  e y a n o b a c t e r i u m  Syneehocystis P C C 6 g 0 3  w h e n  t t  w a s  p r e s e n t  d u r i n g  t h e  p r e p a r a t i o n  a n d  i n c u b a t i o n  o f  t h e  t h y l a k o i d  m e m b r a n e s .  
M o r e o v e r .  b e t a i n e  e n h a n c e d  t h e  e v o l u t i o n  o f  o x y g e n  a n d  t h e  s y n t h e s i s  o f  A T P  w h e n  p r e s e n t  d u r i n g  a s s a y s .  W h e n  b e t a i n e  a t  i .0  M w a s  p r e s e n t  
d u r i n g  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h y l a k o i d  m e m b r a n e s  a n d  d u r i n g  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  a c t i v i t y ,  t h e  r a t e  o f  e v o l u t i o n  o f  o x y g e n  w a s  e q u i v a l e n t  t o  t h a t  

o f  i n t a c t  c e l l s .  

G l y c i n e b e t a i n e ,  P h o t o s y n t h e t i c  o x y g e n  e v o l u t i o n ;  P h o t o s y n t h e t i c  A T P  s y n t h e s i s ;  S , a b i l i z a t i o n  o f  p h o t o s y n t h e s i s ;  Synechocystis P C C 6 8 0 3  

1. I N T R O D U C T I O N  

T h e  c y a n o b a c t e r i a  are  p r o k a r y o t e s  that  c a n  p e r f o r m  
o x y g e n i c  p h o t o s y n t h e s i s  [1]. T h e i r  p h o t o s y n t h e t i c  m a -  
c h i n e r y  c o n t a i n s  2 p h o t o s y s t e m s ,  a n d  p h o t o s y n t h e s i s  
a c c o m p a n i e d  b y  t h e  e v o l u t i o n  o f  o x y g e n  n o r m a l l y  o c -  
c u r s  in t h e  s a m e  w a y  as  in  the  c h l o r o p l a s t s  o f  h i g h e r  
p l a n t s  a n d  a lgae .  T h e  p h o t o s y n t h e t i c  a c t i v i t i e s  o f  thyla= 
k o i d  m e m b r a n e s  i s o l a t e d  f r o m  c y a n o b a c t e r i a l  ce l l s  are  
m o r e  labi le  t h a n  t h o s e  o f  c h l o r o p l a s t s  f r o m  h i g h e r  
p l a n t s  [2 -5 ] .  T h e r e f o r e ,  c o n s i d e r a b l e  a t t e n t i o n  h a s  b e e n  
p a i d  t o  the  p r e p a r a t i o n  o f  ' .hy lako id  m e m b r a n e s  that  
are  h i g h l y  a c t i v e  in b o t h  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  a n d  the  
s y n t h e s i s  o f  A T P  [5 -8] .  

R e c e n t l y ,  w e  demons* .ra ted  that  an  o s m o r e g u l a t o r y  
s u b s t a n c e ,  g l y c i n e b e t a i n e  ( b e t a i n e ,  h e r e i n a f t e r ) ,  p r o -  
t e c t s  t h e  p h o t o s y s t e m  2 c o m p l e x  o f  s p i n a c h  f r o m  t h e  
s a l t - i n d u c e d  d i s s o c i a t i o n  o f  e x t r i n s i c  p r o t e i n s  a n d  inac -  

* O n  l e a v e  o f  a b s e n c e  f r o m  A . N .  B e l o z e r s k y  L a b o r a t o r y  o f  M o l e c u l a r  
B i o l o g y  a n d  B i o o r g a n i c  C h e m i s t r y ,  M o s c o w  S t a t e  U n i v e r s i t y ,  M o s -  
c o w ,  U S S R .  

* * O n  l e a v e  o f  a b s e n c e  f r o m  S c h o o l  o f  L i f e  S c i e n c e s ,  J a w a h a r l a l  N e h r u  
U n i v e r s i t y .  N e w  D e l h i .  I n d i a .  

* * * O n  l e a v e  o f  a b s e n c e  f r o m  N a t i o n a l  R e s e a r c h  C e n t e r  D e m o k r i t o s ,  
. A t h e n s ,  Greece. 
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1 . 4 - b e t x z o q u i n o n e ;  T r i c i n e .  N = t r i s ( h y d r o x y m e t h y l ) - 7 ~ . c t h y l g l y c i n e .  

Correspondence address: N .  M u r a t a ,  N a t i o n a l  I n s t i t u t e  f o r  B a s i c  B i o -  
l o g y ,  O k a z a k i  4 4 4 .  J a p a n .  

t i v a t i o n  o f  t h e  o x y g e n - e v o l v i n g  m a c h i n e r y  [9, i 0]. I n  t h e  
p r e s e n t  s t u d y  we  e x a m i n e d  t h e  e f fec t s  o f  b e t a i n e  d u r i n g  
t he  p r e p a r a t i o n  o f  t h y l a k o i d  m e m b r a n e s  f r o m  the  c y a -  
n o b a c t e r i u m  Synechocys'is P C C 6 8 0 3  a n d  f o u n d  t h a t  
b e t a i n e  w a s  e f f ec t i ve  b o t h  in  t he  s t i m u l a t i o n  a n d  in  t h e  
p r o t e c t i o n  o f  t h e  o x y g e n - e v o l v i n g  m a c h i n e r y  a n d  t h e  
s y n t h e s i s  o f  A T P .  

2. M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
2. !. Preparation o f  thylokoid membranes 

Synechocystis P C C 6 8 0 3  w a s  g r o w n  p h o t o a u t o t r o p h i c a l l y  a t  3 4 ° C  
in  m e d i u m  B G  11 [1 ! ]  s u p p l e m e n t e d  w i t h  l t ~  C O .  in  a i r .  C o n t i n u o u s  
i l l u m i n a t i o n  f r o m  i n c a n d e s c e n t  l a m p s  w a s  p r o v i d e d  a t  a n  i n t e n s i t y  o f  
10 W - m  -2. A n  e x p o n e n t i a l  p h a s ¢  c u l t u r e  ( 1 . 5  D w a s  c e n t r i f u g e d  a t  
5 0 0 0  × g f o r  i 0  r a i n  f o r  c o l l e c t i o n  o f  c e l l s .  T h e  s e d i m e n t e d  c e l l s  w e r e  
w a s h e d  t w i c e  b y  r e s u s p e n s i o n  in  3 0  m l  o f  a m e d i u m  t h a t  c o n t a i n e d  5 0  
m M  H E P E S - N a O H  ( o H  7 . 5 )  a n d  3 0  m M  C a C I 2 .  a n d  o e n t r i f u g e d  a t  
5 0 0 0  × g f o r  1 0  r a i n .  C e l l s  w e r e  f i n a l l y  r e s u s p e n d e d  i n  3 0  m l  o f  $ 0  m M  
H E P E S - N a O H  ( p H  7 . 5 L  8 0 0  m M  s o r b i t o l  a n d  1 .0  M b e t a i n e  ( m e d i u m  
A ,  h e r e i n a f t e r ) ,  s u p p l e m e n t e d  w i t h  t m M  6 - a m i n o - n - c a p r o i c  a c i d .  A l l  
s u b s e q u e n t  s t e p s  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  m e m b r a n e s  w e r e  l ~ r f o r m e d  a t  
4 " C .  T h e  s u s p e n s i o n  w a s  p a s s e d  t h r o u g h  a F r e n c h  p r e s s u r e  ce l l  ( 4 0  
K ;  S L M  I n s t r u m e n t s .  U r b a n a  I L ,  U S A )  ~t  1 6 0  M P a ,  w i t h  r e s u l t a n t  
d i s r u p t i o n  o f  a b o u t  7 5 %  o f  t h e  ce l l s .  T h e  h o m o g e n a t e  w a s  c e n t r i f u g e d  
a t  i 0 0 0 0  x g f o r  I 0 m i n  t o  r e m o v e  u n b r o k e n  c e l l s ,  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  
w a s  c e n t r i f u g e d  a t  6 0  0 0 0  x g f o r  6 0  m i n .  T h e  s e d i ~ n t e d  t h y l a k o i d  
m e m b r a n e s  w e r e  s u s p e n d e d  in  3 0  m l  o f  m e d i u m  A a n d  t h e  s u s p e n s i o n  
w a s  c e n t r i f u g e d  a t  6 0  0 0 0  × g f o r  6 0  r a i n .  T h e  c o l l e c t e d  t h y l a k o i d  
m e m b r a n e s  w e r e  s u s p e n d e d  i n  0 . 4  m j o f  m e d i u m  A a n d  w = l u  k e p t  a t  
4 ° C  u n t i l  u s e .  

2_2_ Mea~remen t  o f  l~holox)~thelic activities 
P h o t o s y n t h e t i c  e v o l u t i o n  o f  o x y g e n  w a s  m e a s u r e d  b y  m o n i t o r i n g  

t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  o x y g e n  w i t h  a C l a r k - t y p e  o x y g e n  e l e c t r o d e  i n  a 
r e a c t i o n  m e d i u m  t h a t  c o n t a i n s !  5 0  m M  t r i c i n e - N a O H  ( p H  7 . 5 ) .  1 0  
m M  C o O l 2 .  6 0 0  m M  s u c r o s e ,  1 0 0 / t M  P B Q ,  1 .0  M b e t a i n e +  a n d  t h y l a -  
k o i d  m e m b r a n e s  c o r r e s p o n d i n g  t o  8 p g  C h l m l  t [12] .  T h e  r e a c t i o n  
m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  f o ,  3 r a i n  b e f o r e  m e a s u r e m e n t s  w e r e  m a d e .  R e d  
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a c t i n i c  l ight  a t  a n  i n t e n s i t y  o f  6 4 0  W-m--"  w a s  p r o v i d e d  f r o m  a n  i n c a n -  
d e s c e n t  l a m p  t h r o u g h  a c o m b i n a t i o n  o f  a h e a t - a D s o r b i n g  o p t i c a l  f i l te r  
( H A 5 0 ;  H o y a .  T o k y o .  J a p a n )  a n d  a r e d  o p t i c a l  f i l ter  ( R - 6 0 ;  T o s h i b a .  
T o k y o ) .  

T h e  r e d u c t i o n  o f  D C I P  in t h e  l ight  w a s  d e t e r m i n e d  by  f o l l o w i n g  t h e  
c h a n g e  in a b s o r b a n c e  a t  5 8 0  n m ,  w i t h  a r e f c r c r : e e  b e a m  o f  500  n m ,  in 
a d u a l  w a v e l e n g t h  s p e c t r o p h o t o m e t e r  ( U V - 3 0 0 ;  S h i m a d z u .  K y o t o .  
J a p a n )  [12]. T h e  r e a c t i o n  m e d i u m  w a s  t h e  s a m e  a s  t h a t  f o r  a s s a y s  o f  
e v o l u t i o n  o f  oxyge] J ,  e x c e p t  t h a t  P B Q  w ~ s  r e p l a c e d  b y  D C I P  a~ I 0 0  
~ M  a s  t h e  e l e c t r o n  a c c e p t o r  a n d  D P C  a t  1 .0 m M  a s  t h e  e l e c t r o n  d o n o r .  
T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  f o r  3 r a in  b e f o r e  m e a s u r e m e n t s  
w e r e  n . a d e .  R e d  a c t i n i c  l i gh t  a t  a n  i n t e n s i t y  o f  1200 W - m  --~ w a s  o b -  
t a i n e d  f r o m  a n  i n c a n d e s c e n t  l a m p  t h r o u g h  2 o p t i c a l  f i l t e r s  a s  m e n -  
t i o n e d  a b o v e _  

P h o s p h o r y t a t i o n  w a s  a s s a y e d  b y  a l u c i t c d M u c i f e r a s e  m e t h o d  [ 131. 
T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  c o n t a i n e d  50  m M  t r i c i n e - N a O H  ( p H  7 .5) ,  6 0 0  
m M  s u c r o s e ,  10 m M  N a C I ,  4 m M  K 2 H P O ~ .  ~ m M  M g C l  2 a n d  2 m M  
A D P .  T h e  r e a c t i o n  w a s  p e r f o r m e d  u n d e r  a e r o b i c  c o n d i t i o n s  f o r  1 ~ .  ;n 
u n d e r  i l l u m i n a t i o n  w i t h  r e d  a c t i n i c  l i gh t  a t  a n  i n t e n s i t y  o f  ! 500  VV.m 2 
f r o m  a n  i n c a n d e s c e n t  l a m p  t h r o u g h  2 o p t i c a l  f i l t e r s  a s  m e n t i o n e c l  
a b o v e .  

T h e  t e m p e r a t u r e  w a s  2 4 ° C  d u r i n g  t h e  i n c n h a t i , : ,  o f  t h y l a k o i d  m e m -  
b r a n e s  a n d  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  p h o t o ' -  P. h e t i c  activi*.ies. C h l  w a s  
d e t e r m i n e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  A m e n  e t  a l .  [14]. 

3. R E S U L T S  

T h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  o f  t h y l a k o i d  m e m b r a n e s  p r e -  
p a r e d  f r o m  Synechocys t i s  P C C 6 8 0 3  in  t h e  p r e s e n c e  a n d  
a b s e n c e  o f  b e t a i n e  h a d  m a j o r  p e a k s  a t  419 ,  439 ,  a n d  680  
n m  a n d  m i n o r  p e a k s  a t  495  a n d  625 n m .  T h e s e  c h a r a c -  

T a b l e  ! 

E f f e c t s  o f  b c t a i n e  o n  t h e  o x y g e n - e v o l v i n g  a c t i v i t y  o f  t h y l a k o i d  m e m -  
b r a n e s  a n d  i n t a c t  c e l l ~  

T y p e  o f  O x y g e n - e v o l v i n g  a c t i v i t y  
p r e p a  r a t i o n  (b tmols  O 2 ( m s  C h l ) -  ~. h -  z) 

2 4 ° C  3 4 ° C  

- B c l a i n e  + B e t a i n e  - B e t a i n e  + B e t a i n e  

T h y l a k o i d  
m e m b r a n e s  
p r e  p a  r ed  
a n d  s t o r e d  
w i t h  
b e t a i n ¢  

T n y l a k o i d  
m e m b r a n e s  
p r e p a r e d  
a n d  
s t o  r e d  
w i t h o u t  
b c t a i n e  

I n t a c t  ce l l s  

I 4 6  ± I !  (3)  237  +__ 13 (~;) 205  __+ 19 (3)  321 a 3 4  (3)  

7 3 - - + 4 0 ( 3 )  75 ± 33 (3)  109 ± 1 0 ( 3 )  112 + 5 0 { 3 )  
150_+ 22  (2)  154 ± 40  (2)  330_+ 1 0 ( 2 )  322 + 2 0  (2 )  

T h y l a k o i d  m e m b r a n e s  w e r e  p r e p a r e d  e i t h e r  in  t h e  p r e s e n c e  o f  i .0  M 
b e t a i n e  o r  in i ts  a b s e n c e  a t  all  s t e p s  o f  p r e p a r a t i o n  a n d  s t o o g e .  T h e  
r e a c t i o n  m e d i u m  c o n t a i n e d  50  m M  t r i c i n e - N a O H  ( p H  7 .5) ,  10 y a M  
C a C I 2 ,  6 0 0  m M  s u c r o s e ,  1 0 0 / ~ M  PISQ,  a n d  t h y l a k o i d  m e m b r a n e s  
c o r r e s p o n d i n g  t o  8 jug C h l . m t  -] ,  in t h e  p r e s e n c e  o f  i .0 M b e t a i n e  o r  
in i)s a b s e v ~ ¢ .  T h e  n u m e r a l s  in p a r e n t h e s e s  i n d i c a t e  t h e  n u m b e r s  o f  
e x p e r i m e t ,  ts. T h e  e v o l u t i o n  o f  o x y g e n  w a s  m e a s u r e d  a t  2 4 ° C  a n d  

34°C .  
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F i g .  1. C h a n g e s  in o x y g e n - e v o l v i n g  a c t i v i t y  d u r i n g  i n c u b a t i o n  in  t h e  
p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  b c t a i n e .  T h y l a k o i d  m e m b r a n e s  w e r e  p r e p a r e d  
in  t h e  p r e s e n c e  o f  1.0 M b c t a i n e  ~t  a l l  s t e p s  o f  p r e p a r a t i o n  a n d  s t o r a g e .  
M e m b r a n e s  c o r r e s p o n d i n g  t o  8 p g  C h l - m l - '  w e r e  i n c u b a t e d  a t  2 4 ° C  
in  50  m M  T r i c i n e - N a O H  ( p H  "?.5), 10 m M  C a C l z ,  a n d  6 0 0  m M  s u -  
c r o s e ,  in t h e  p r e s e n c e  o f  1.0 M b e t a i n e  o r  in i ts  a b s e n c e .  O x y g e n -  
e v o l v i n g  a c t i v i t y  w a s  m e a s u r e d  a t  2 4 ° C  a f t e r  a d d i t i o n  o f  P B Q  a t  100 
p M  t o  t h e  i n c u b a t i o n  m e d i u m .  T h e  a c t i v i t y  a t  1 0 0 ~  c o r r e s p o n d e d  t o  
2 5 0  a n d  1 5 0 / ~ m o l s  0 2  ( r a g  C h l ) - I - h  -~ in t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n o ¢  o f  
b e t a i n e ,  r e s p e c t i v e l y .  123, B e t a i n e  w a s  p r e s e n t ;  ©, n o  b e t a i n e  w a s  p r e s e n t  

d u r i n g  i n c u b a t i o n  o f  m e m b r a n e s .  

t e r i s t i c s  o f  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  s u g g e s t  t h a t  p h y c o b i -  
l i n s  h a d  b e e n  r e m o v e d  f r o m  t h e  p r e p a r a t i o n s  o f  m e m -  
b r a n e s  [15]. 

T a b l e  I s h o w s  t h e  ef l 'ects  o f  b e t a i n e  i n  t h e  m e d i a  u s e d  
fo r  p r e p a r a t i o n  a n d  a s s a y s  o n  t he  e v o l u t i o n  o f  o x y g e n  
b y  t h y l a k o i d  m e m b r a n e s .  T w o  t y p e s  o f  p r o t e c t i v e  e f fec t  
o f  b e t a i n e  w e r e  n o t e d .  T h e  p r e s e n c e  o f  b e t a i n e  d u r i n g  
the  p r e p a r a t i o n  o f  t h y l a k o i d  m e m b r a n e s  h a d  a m a r k e d  
s u s t a i n i n g  e f fec t  o n  o x y g e n - e v o l v i n g  c a p a c i t y .  T h e  p r e s -  
e n c e  o f  b e ! a i n e  i n  t he  r e a c t i o n  m e d i u m  h a d  a s u b s t a n t i a l  
p o s i t i v e  ef fec t  o n  t he  o x y g e n - e v o l v i n g  a c t i v i t y  o f  t h y l a -  
k o i d  m e m b r a n e s  p r e p a r e d  in  t h e  p r e s e n c e  o f  b e t a i n e .  
N o  e n h a n c e m e n t  b y  b e t a i n e  w a s  o b s e r v e d  i n  i n t a c t  ce l l s  
o r  i n  t h y l a k o i d  m e m b r a n e s  p r e p a r e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  
b e t a i n e .  

F i g u r e  ! s h o w s  t h e  e f fec t s  o f  b e t a i n e  o n  t h e  i n a c t i v a -  
t i o n  o f  the  o x y g e n - e v o l v i n g  a c t i v i t y  d u r i n g  i n c u b a t i o n  
a t  2 4 ° C  o f  t h y l a k o i d  m e m b r a n e s  p r e p a r e d  in  ! h¢  p r e s -  
e n c e  o f  b e t a i n e ,  I n  t h e  a b s e n c e  o f  b e t a i n e ,  t h e  o x y g e n -  
e v o l v i n g  a c t i v i t y  d e c r e a s e d  b y  5 0 ~  a f t e r  i n c u b a t i o n  fo r  
6 h.  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  b e t a i n e  a t  1.0 M ,  i n  c o n t r a s t ,  t h e  
o x y g e n - e v o l v i n g  a c t i v i t y  r e m a i n e d  c o n s t a n t  f o r  6 h. 
T h e s e  o b s e r v a t i o n s  s u g g e s t  t h a t  b e t a i n e  m a r k e d l y  s t a b i -  
l izes  t h e  o x y g e n - e v o l v i n g  m a c h i n e r y .  

T h e  e l e c t r o n - t r a n s p o r t  r e a c t i o n s  t h r o u g h  p h o t o s y s -  
t e m  2 w e r e  a s s e s s e d  b y  m o n i t o r i n g  t h e  r e d u c t i o n  o f  
D C i P  ( T a b : ¢  i l ) .  B e t a i n e  s i g n i f i c a n t l y  e n h a n c e d  a n d  
s t a b i l i z e d  t he  t r a n s p o r t  o f  e l e c t r o n s  f r o m  H z O  t o  L ~ I P ,  
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Effects of  be ta inc  o n  the  capaci ty  for  and  stabi l i ty  o f  the  reduct ion  o f  
D C I P  by thy lako id  m e m b r a n e s  

:Duration o f  E l ec t ron - t r anspo r t  activity 
incuba t ion  at  (Mmols D C I P  reduced  (rng Chl) - t -h  ') 
240C 
(h)  H 2 0  --~ D C I P  D P C  --~ D C I P  

- -  Beta ine  + Betaine  -- Eletaine + Eletaine 

0 127 ± 6 ( 3 )  219 _+ 17 (3) 328 ± 29 (3) 320 + 35 (3) 
6 69 +_ 4 ( 2 )  220 +_ 10 (3 )  328 ± 20 (3) 340 +_ 20 (3) 

Thy lako id  m e m b r a n e s  were  p r e ~ r e d  in the  presence  o f  1.0 M be ta ine  
a t  all s teps o f  p r e p a r a t i o n  a n d  storaEe. T h e  i ncuba t ion  m e d i u m  oon-  
mined  50 r n M  t r i c i n c - N a O H  f pH  7.5), 10 m M  CaCI~, 600 m M  sucrose  
a n d  thy lako id  m e m b r a n e s  c o r r e s p o n d i n g  to  8 Mg Chl-ml  -~, in  the  
p r e s e n ~  o f  1.0 M be t a ine  o r  in its absence.  F o r  measuren ten t s  o f  
e lec t ron-  t r a n s p o r t  act ivi ty.  100 ;uM D C l P  a n d  1.0 m M  D P C  were 
inc luded  in t he  med ium.  T h e  n u m e r a l s  in pa ren theses  indicate  the  

n u m b e r s  o f  exper iments .  

f e r r i c y a n i d e  ( n o n - c y c l i c  p h o s p h o r y l a t i o n )  i n  t h y l a k o ~ d  
l c t e m b r a n e s  p r e p a r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  b e t ~ i n e  B e t a i n e  
w a s  v e r y  e f f e c t i v e  in  s t i m u l a t i n g  a n d  s t a b i l i z i n g  t h e  s y n -  
t h e s i s  o f  A T P .  T a b l e  l l i  a l s o  s h o w s  t h e  e f f e c t s  o f b e t a i n e  
o n  t h e  a c t i v i t y  a n d  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  s y n t h e s i s  o f  A T P  
t h a t  i s  c o u p l e d  w i t h  t h e  c y c l i c  t r a n s p o r t  o f  e l e c t r o n s ,  
m e d i a t e d  b y  P M S  ( c y c l i c  p h o s p h o r y l a t i o n ) ,  i n  t h i s  c a s e ,  
h o w e v e r ,  t h e  s t i m u l a t o r y  a n d  s t a b i l i z i n g  e f f e c t s  o f  b e -  
t a i n e  w e r e  n o t  a s  m a r k e d  a s  i n  t h e  c a s e  o f  n o n - c y c l i c  
p h o s p h o r y l a t i o n .  T h i s  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  e f f e c t s  o f  
b e t a i n e  o n  t h e  n o n - c y c l i c  a n d  c y c l i c  p h o s p h o r y l a t i o n  
r e a c t i o n s  c a n  b e  e x p l a i n e d  a s  f o l l o w s .  T h e  n o n - c y c l i c  
p h o s p h o r y l a t i o n  i s  c o u p l e d  w i t h  t h e  t r a n s p o r t  o f  e l e c -  
t r o n s  f r o m  H 2 0  t o  f e r r i c y a n i d e ,  w h i c h  m u s t  b e  a c t i v a t e d  
b y  b e t a i n e  a s  i s  t h a t  f r o m  H 2 0  t o  P B Q  a n d  D C I P .  T h u s ,  
t h e  n o n - c y c l i c  p h o s p h o r y l a t i o n  c a n  b e  d o u b l y  s t i m u -  
l a t e d ;  d i r e c t l y  b y  t h e  e f f e c t  o f  b e t a i n e  o n  t h e  s y n t h e s i s  
o f  A T P  a n d  i n d i r e c t l y  b y  t h e  e f f e c t  o f  b e t a i n e  o n  t h e  
t r a n s p o r t  o f  e l e c t r o n s .  

IJa t h e  p r e s e n c e  o f  D P C ,  w h i c h  c a n  s e r v e  a s  a d o n o r  o t  
e l e c t r o n s  t o  p h o t o s y s t e m  2 ,  s u c h  t h a t  t h e  o x y g e n - e v o l v -  
i n g  s i t e  i s  b y - p a s s e d ,  t h e  r e d u c t i o n  o f  D C I P  w a s  n o t  
a f f e c t e d  b y  b e t a i n e  n o r  w a s  i t  i n a c t i v a t e d  i n  e i t h e r  t h e  
p r e s e n c e  o r  t h e  a b s e n c e  o f  b e t a i n e .  T h u s ,  i t  c a n  b e  c o - -  
e l u d e d  t h a t  t h e  t r a n s p o r t  o f  e l e c t r o n s  f r o m  D P (  : .  
D C l P  i s  u n a f f e c t e d  b y  i n c u b a t i o n  a t  2 4 ° C  a n d  i s  n o t  
e n h a n c e d  b y  b e t a i n e .  T h e s e  f i n d i n g s  s u g g e s t  t h a t  b e -  
t a i n e  s t i m u l a t e s  a n d  s t a b i l i z e s  t h e  o x y g e n - e v o l v i n g  c o m -  
p l e x  o f  p h o t o s y s t e m  2 ,  b u t  i t  h a s  p r a c t i c a l l y  n o  e f f e c t  o n  
o t h e r  e l e c t r o n - t r a n s p o r t  r e a c t i o n s  o f  p h o t o s y s t e m  2 ,  
s u c h  a s  t h e  p h o t o c h e m i c a l  s e p a r a t i o n  o f  e l e c t r i c  c h a r g e  
a n d  t h e  r e d u c t i o n  o f  p l a s t o q u i n o n e .  

T a b l e  l l I  p r e s e n t s  t h e  e f f e c t s  o f  b e t a i n e  o n  t h e  c a p a -  
c i t y  f o r  a n d  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  s y n t h e s i s  o f  A T P ,  w h i c h  
i s  c o u p l e d  w i t h  t h e  t r a n s p o r t  o f  e l e c t r o n s  f r o m  H 2 0  t o  

T a b l e  i l l  
Effects o f  be ta ine  o n  the  capac i ty  for  a n d  stabi l i ty  o f  non-cycl ic  a n d  

cyclic p h o s p h o r y l a t i o n  by  thy lako id  m e m b r a n e s  

D u r a t i o n  o f  Synthesis  o f  ATIP 
incuba t ion  Qxmols A T P  fo rmed  ( m s  C h l ) - ' - h  - t )  
(h)  

Non-cycl ic  (H20--~Fe Cyclic ( P M S )  
( C N k )  

- 18elaine + Beta ine  - ~e t a ine  + Betaine 

0 243 + 65 (3) 4 5 3 - -  5 0 ( 4 )  357 ± 15 (4) 416 ± 63 (4) 
6 93 ± 42 (4)  404__ 73 (4 )  249 ± 21 (3)  400___ 37 (2) 

Thy lako id  m e m b r a n e s  were p r c p a r ~  in the  ~ o f  ! .0 M 
a t  all s teps o f  p r e p a r a t i o n  a n d  s torage.  T he  incuba t ion  tned ium con* 
ra ined  50 m M  t r i ~ - N a O H  ( p H  7.5), 6~0 m M  sucrose° 10 m M  NaCl ,  
4 m M  K2HPO; .  5 t n M  htgC!2, 2 t t M  A D P ,  a n d  thy~akoid ~ b r a n ~  
correslpondin 8 t.~ ~ ug  Chl -ml- ' .  t~lcctron carr iers  wet~ a d d e d  as  fol- 
lows: ! .0 mlVl f ~ i c y a n i d l e  (F-(~'Z'lq),:, f o r  non-cycl ic  p h o s p h ( n y l a t i o n ;  
a n d  25 a M  P M S  a n d  ! 0 a M  D C M  U, for  c y c l k  phosphory l a t i on .  Th¢  

n m l s  in pa ren theses  indica te  the  n u m b e r s  o f  ex l~r imunts .  

4 .  D I S C U S S I O N  

I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  w e  d i s c o v e r e d  t h a t  b e t a i n e  h a s  
d u a l  e f f e c t s  o n  t h e  e v o l u t i o n  o f  o x y g e n  a n d  s y n t h e s i s  o f  
A T P  b y  t h y l a k o i d  ~ t e m b r a n e s  p r e p a r e d  f r o m  Synecho- 
cystis P C C 6 8 0 3 .  ( i )  B e t a i n e  s t a b i l i z e s  t h e s e  p h o t o s y n -  
t h e t i c  r e a c t i o n s  w h e n  i t  i s  p r e s e n t  d u r i n g  t h e  p r e p a r a -  
t i o n  a n d  i n c u b a t i o n  o f  m e m b r a n e s .  ( i i )  B e t a i n e  s t i m u -  
l a t e s  t h e  o x y g e n - e v o l v i n g  m a c h i n e r y  a n d  t h e  s y n t h e s i s  
o f  A T P .  T h u s ,  t h e  e v o l u t i o n  o f  o x y g e n  a n d  t h e  s y n t h e s i s  
o f  A T P  o c c u r r e d  a t  h i g h  r a t e s  w h e n  b e t a i n e  w a s  p r e s e n t  
i n  t h e  m e d i a  u s e d  f o r  p r e F a r a t i o n  a n d  a s s a y  o f  t h e  
m e m b r a n e s .  T h e  o x y g e n - e v o l v i n g  a c t i v i t y  o f  t h e  m e m ~  
b r a n e s  w a s  a b o u t  t h e  s a m e  a s  tha*. o f  i n t a c t  c e l l s  ( T a b l e  
I ) .  

T h e  m e c h a n i s m  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  e f f e c t s  o f  b e L a i n e  
i n  s t i m u l a t i n g  a n d  s t a b i l i z i n g  t h e  p h o t o s y n t h e t i c  r e a c -  
t i o n s  o f  t h e  c y a n o b a c t e r i a l  t h y l a k o i d  m e m b r a n e s  is  n o t  
w e l l  u n d e r s t o o d .  H o w e v e r ,  i n  p r e v i o u s  s t u d i e s  [ 9 . 1 0 ] ,  w e  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  b e t a i n e  p r o t e c t s  t h e  p h o t o s y s t e m  2 
c o m p l e x  o f  s p i n a c h  a g a i n s t  t h e  s a l t - i n d u c e d  d i s s o c i a t i o r t  
o f  t h e  e x t r i n s i c  p r o t e i n s  f r o m  t h e  c o m p l e x ,  w i t h  t h e  
r e s u l t a n t  s t a b i l i z a t . ; o n  o f  t h e  c a p a c i t y  f o r  t h e  e v o l u t i o n  
o f  o x y g e n .  T h e r e f o r a ,  i t  i s  l i k e l y  t h a t  b e t a i n e  a l s o  p r o -  
t e c t s  t h e  c y a n o b a c t e r i a l  o x y g e n - e v o l v i n g  c o m p l e x  f r o m  
d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  3 3 - k D a  p r o t e i n  a n d / o r  9 - k D a  p r o -  
t e i n  [ 1 6 - 1 8 ] .  W e  c a n  p r e d i c t  t h a t  t h e  t h y l a k o i d  m e m -  
b r a n e s  p r e p a r e d  f r o m  Synechocystas P C ~ ' 6 8 0 3  i n  t h e  
p r e s e n t  s t u d y  w e r e  r i g h t - s i d e - o u t  c l o s e d  v e s i c l e s  s i n c e  
t h e y  w e r e  p r e p a r e d  w i t h o u t  d e t e r g e n t s .  I t  s e e m s  l i k e l y  
t h a t  b e t a i n e  p e n e t r a t e s  t i m  t h y l a k o i d  m e m b r a n e ,  e n t e r -  
i n s  t h e  i n t r a - t h y l a k o i d  s p a c e  a n d  h a v i n g  a c c e s s  t o  t h e  
o x y g e n - e v o l v i n g  s i t e  o f  t h e  p h o t o s y s t e m  2 c o m p l e x .  I t  
i s  a l s o  p o s s i b l e  t h a t  b e t a i n e  d i f f u s e s  i n t o  t h e  i n t r a - t h y l a -  
k o i d  s p a c e  a s  a r e s u l t  o f  t h e  m e c h a n i c a l  t r e a t m e n t  d u r -  
i n g  t h e  d i s r u p t i o n  o f  t h e  c e l l s  b y  t h e  F r e n c h - p r e s s u r e  
t r e a t m e n t .  

273 
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T h e  m o s t  p l a u s i b l e  e x p l a n a t i o n  fo r  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  
t he  s y n t h e s i s  o f  :%TP b y  b e t a i n e  is t h a t  b e t a i n e  s t a b i l i z e s  
A T P  s y n t h a s e ,  a c o m p l e x  m e m b r a n e  p r o t e i n  c o m p o s e d  
o f  m o r e  t h a n  l 0  p o l y p e p t i d e s  [ t9] .  A n o t h e r  p o s s i b i l i t y  
is t h a t  t h e  n o n - c y c l i c  t r a n s p o r t  o f  e l e c t r o n s ,  m e d i a t e d  
by  P M S .  is s t i m u l a t e d  b y  b e t a i n e .  F u r t h e r  s t u d i e s  a re  
n e c e s s a r y  t o  e l u c i d a t e  the  m o l e c u l a r  m e c h a n i s m  o f  the  
e f fec t s  o f  b e t a i n e  in  s t a b i l i z i n g  a n d  s t i m u l a t i n g  the  
o x 3 g e n - e v o l v i n g  c o m p l e x  a n d  t h e  A T P  s y n t h a s e .  

Aclcnowledgernents_ Thi s  work  was  s u p p o r t e d ,  in par t .  by  a g r a n t  o f  
the i o n b u s h o  In t e rna t i ona l  Scientific Resea rch  P r o g r a m  - Jo in t  Re- 
search  (no. 633044148) f r o m  the  Min i s t ry  o f  Exhacation. Science and  
Cul tu re .  J a p a n .  and  by  the  N I B B  P r o g r a m  f o r  B i o m e m b r a n e  Re- 
search.  
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