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MEME);

La Porfobilinogenasa (PBG-asa) es un complejo enzimáti
co que cataliza la ciclotetramerización del monopirrol Porfobi
linógeno (PBG) en el Uroporfirinógeno III (UrOgen III), intermg
diario fisiológico en la sintesis de hemos,clorofilas y corri
nas.

Está constituido por dos enzimas, la Deaminasa o Urogen
I Sintetasa y la Isomerasa o Urogen III Cosintetasa. En ausencia
o deficiencia de la segunda. la Deaminasa forma el Urogen I, que
sólo se detecta naturalmente en condiciones anormales.

Por fallas en el camino metabólico de las porfirinas, se
producen una familia de enfermedades conocidas como Porfirias.
En ellas, una deficiencia enzimática especifica y primaria, acom
pañada generalmente de un aumento secundario en la actividad de
la enzima limitante ALA-Sintetasa, conduce a una sintesis anor
mal de precursores y/o porfirinas, responsables de los cuadros
clinicos que caracterizan a las distintas porfirias.

En algunas de estas porfirias, la falla metabólica se lg
caliza precisamente a nivel de la conversión del PBGen Uroporfi
rinógenos, comoen la Porfiria Aguda Intermitente (PAI), Porfi
ria Congénita Eritropoyética (PCE) y en algunos casos de intoxi
cación por plomo.

Este sistema enzimático se ha venido estudiando en nues
tro laboratorio durante más de 20 años, desde múltiples puntos
de vista y en los más variados sistemas. Entre ellos, uno de los
más fascinantes ha sido el alga protozoo FuflÜHmflmuifió que
en virtud de sus peculiares caracteristicas ha constituido uno
de los modelos experimentales más atractivos para la investiga
ción de ciertos aspectos del metabolismo de los tetrapirroles.

Empleando justamente ügfengnacUHÁ, hemos logrado
pruebas acerca de la existencia de un factor regulador de la big
sintesis de porfirinas en este organismo, y el estudio de algu
nas de sus propiedades nos ha permitido identificarlo con un com
puesto de naturaleza pteridinica, al tiempo que desarrollar una
nueva terapia de la PAI, administrando ácido fólico a pacientes
en fase aguda, luego de lo cual se ha logrado una positiva recg
peración clinica y bioquimica.



En COnSGCUEHCia,resultó importante continuar nuestros
estudios acerca de este factor regu]ador_ De manera que, entre
ios objetivos de] presente trabajo nos habíamos propuesto:

Empïear C0m0 fuentes, además de Eugtena gnac¿€¿¿ Por
ias razones conocidas, una bacteria fotosíntética, que aparte
de poder compartir aigunas de 1as propiedades de 1a Euggena
nos permitiera ampliar nuestros conocimientos acerca de 1a
PBG-asaa POCOinvestigada E" estos organismos. Entre eiios,
105 datos existentes sobre ias enzimas invoïucradas en 1a sin
tesis de porfirinas en Rhodopseudomonaópagu¿¡n¿¿ se refiEren
5610 a] ALA-SintEtaSa Y también provienen de nuestro 1aboratg
rio; de manera que 1a EÏECCÍÓHde 1a segunda fuente fue simpie
Y Ïógica- Este trabajo comprendía asi, e] uso de dos organismos
diferentes para e] iogro de una serie de objetivo5_

Comoetapa previa se PÏanteó entonces un estudio de ias
condiciones necesarias para 1a medición de ia actividad de pBG_
asa e" RP. Païueïñ¿ó ES dECÏra curvas de crecimiento y activi
dad e" funCiÓn de 105 días de desarroïio de ias céiuias, asi cg
mo condiciones óptimas de extracción y medición de 1a enzima,
en cuanto a atmósfera, tiempo, temperatura y pH de incubación.

Se desarrOÏïarïa 1“990 un método para 1a obtención de
preparaciones aïtamente purificadas sobre ias cuaies se pianea_
ban EStUdiar aïgunas Propiedades generaies como peso molecuiar,
Cinétíca de Ïa reaCCÍÓny Efecto de ciertos cationes y aniones.

Pero EÑtre 105 fines de este trabajo se encontraba ade
más, tratar de identificar y determinar en otros tejidos, 1a
presencia de un factor reguïador, ¿[151090a] ,encontrado en Eu
9¿e"a 94a°¿¿¿5 de manera, que se pianearon una serie de expe
riencias en RP. paZUÓIÍIÁA tendientes a] 'Iogro de este propósi
to.

Los estudios que se enfocarïan en Eugzcna gaac¿i¿ó está
ban principaimente reiacionados con 1a obtención de mayores da
tos experimentaies acerca de] factor reguiador_ Se trataba de
conocer sus efectos sobre 1a Cinética de 1a reacción de diferen
tes preparaciones de 1a enzima.

De datOS PreVÏOS, nos interesó estab1ecer su re1ación
con ciertos compuestos comosulfas y derivados su1furados,

Y dado 91 COHOCÏÓOefecto activante de] factor de Eugig
"a SObre 13 enZÏWa de 1'QUaÏ fUente y de] ácido fóiico en pacien



tes con P'AI, se pretendía determinar e] comportamiento de ambos
compuestos frente a distintas preparaciones dle 1a enzima prove
niente de 105 origenes más diversos, con e] objeto de aciarar
e] posibie mecanismo de acción de este factor' reguiador.
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PARTE 1: INTRODUCCION

I. ECOLOGIA

Las bacterias fotosintéticas constituyen uno de ios gru
pos más diversos de microorganismos y resuitan interesantes por
una gran variedad de motivos.

Son sumamente ütiies para e] estudio de ios aspectos fun
damentaies de] proceso fotosintético y tienen una gran importan
cia evoiutiva además de ser de considerabie interés, sus activi
dades ecoiógicas.

Las bacterias fotosintéticas se encuentran comúnmenteen
_Ios manantiaies suifurosos, donde aparecen comofloraciones ma

sivas a pocos centimetros por debajo de 1a superficie de] agua.
También, se puede observar su presencia a lo 1argo de ias cos
tas marinas y en charcos poco profundos que no están en comuni
cación con e] océano. En elios, estas bacterias sulfato-reducto

‘ras inducen 1a producción de grandes cantidades de HZS.

Sin embargo, e] mayor número de estos microorganismos se
encuentra en ias profundidades de ciertos lagos, donde existen
condiciones apropiadas para su crecimiento. Si hay un suminis
tro adecuado de HZSy e] agua de] iago es suficientemente ciara
como para que 1a 1uz penetre hasta 1a zona anaeróbica, puede de
sarroiïarse una gruesa capa de bacterias fotosintéticas.

Los 1agos que son más favorabies para e] crecimiento de
estos mieroorganismos, son 10s llamados mgrgmicticos, ios cua
1es están permanentemente estratificados debido a 1a presencia
de una mayor concentración de saies en e] fondo de ios mismos.
En este tipo de iagos, existen fioraciones durante todo el año.
A menudoes ta] 1a actividad fotosintética que desarroiian, que
constituyen 1a fuente principa] de materia orgánica para e] ecg
sistema de] mismo.

En genera], e] crecimiento de estas bacterias es más co
mún en ios 1agos pequeños y en ios charcos, que en las grandes
masas de agua, debido principaimente a que 1a estratificación
estable de estas üitimas, se ve afectada por Ios vientos;

Los microorganismos fotosintéticos abundan no soiamente
en los ambientes acuáticos donde hay buena penetración de 1a



luz, sino también en las superficies de suelos y rocas.

En un lago u océano, la profundidad a la que penetra la
luz en cantidad suficiente comopara permitir el desarrollo de
estos organismos, varia con la turbidez del agua. La intensidad
luminosa para la cual la fotosíntesis tiene lugar a una veloci
dad suficiente comopara equilibrar la respiración (en luz y oí
curidad) recibe el nombre de pgntg_dg_compensgcióg.

Numerososorganismos fotosintéticos se dirigen hacia la
luz, fenómeno llamado fotgtaxis. La ventaja de este proceso es
que hace orientar al microorganismo para conseguir una fotosín
tesis más eficaz.

La calidad espectral de la luz cambia con la profundi
dad, ya que el agua absorbe la luz roja más efectivamente que
la azul. Esta absorción selectiva impone una limitación espe
cial a las bacterias fotosintéticas, ya que los máximosde ab
sorción de las clorofilas están en la región del rojo lejano.

Todas las especies de distintos organismos fotosintéti
cos absorben luz selectivamente a ciertas longitudes de onda.

La Figura l.l. muestra los espectros de absorción de di
versos microorganismos, obtenidos ¿n u¿uo, sin extraer los pig
mentos. Podemos observar que algunos absorben mejor la luz en
regiones donde otros lo hacen pobremente y que esas diferencias
tienen significado ecológico. Por ejemplo, las algas que son ag
robias, crecen en la superficie del agua y absorben luz de las
regiones azul y roja.

Las bacterias fotosintéticas son preferentemente anaero
bias y pueden crecer en aguas profundas o sobre la superficie
del fango, donde prevalecen dichas condiciones. Para sobrevivir
deben absorber longitudes de onda más largas que las correspon
dientes para las algas, siendo por lo tanto, capaces de utili
zar la luz que éstas no pueden absorber, principalmente de las
regiones del rojo lejano y del infrarrojo.

Los diferentes espectros de absorción de los diversos
grupos de microorganismos fotosintéticos tienen, por lo tanto,
una base ecológica.



(a)

(b)

¿mas

m
>

13 (c)
E
S
C0

"E
8 !d)
.0
<

bacterias
(e)

_l

¿OO 600 &D KID

longitud de ondamm)

FIGURA1.];z Espectros de absorción de c10
rofiias y de pigmentos accesorios.
Z222 ciorofiia; EEES ÜBEM|EEE;pigmentos accesorios.
(a)ChZaücfEa; (b)P0hphgnid¿um;
(c)SqnechucoccuA ;'(d)Chtono
b¿um; (e)2hodopócudomonaó.



CAPITULO II

TAXONOMIA‘ PROPIEDADES FISIOLOGICAS GENERALES

11.1. Orden: Rhodospiríïlaïes
11.1.1. Suborden: Rhodospírillineae
II.1.1.1. Famí1ia: Rhodospírilïaceae
II.1.1.2. Famíïia: Chromatíaceae
11.1.2. Suborden: Chlorobineae
II.1.2.1. Famiïia: Chïorobiaceae
II.1.2.2. Famiïia: Ch10r0f1exaceae

II.2. Uïtimas especies descriptas



II. TAXONOMIA. PROPIEDADES FISIOLOGICAS GENERALES

11.1. Orden: Rhodospiriiiaies

Este orden comprende Ios organismos que c0ntienen bacte
rioclorofiïas (BcZ'A) y que 11evan a cabo_una fotosíntesis ano
xigénica (Pfennig y Trüper, 1971 c, 1974; Trüper, 1976).

Los dos subórdenes correspondientes son e] Bbgdgspiri
liineae y e] Chïorobiineae.

Las bacterias que poseen Bei a ó b pertenecen a] primer
suborden antes mencionado. Estos pigmentos están siempre Ioca
lizados en sistemas membranososintracitoplasmáticos de diferen
tes tipos, que constituyen en rea1idaduna continuidad de 1a mem
brana citopiasmática.

E1 suborden Chïorobiineae comprende aquelios microorga
nismos fotótrofos que contienen Bci'b c, d 6 e. Dichos pigmen
tos están ubicados en organeias llamadas "chlorobium vesicies".
Estas bacterias poseen también pequeñas cantidades de Bei a.

11.1.1. Suborden: Rhodospiriliineae

11.1.].1. Famiiia: Rhodospiriiiaceae

Estos microorganismos han sido denominados bacterias pur
püreas no suifüreas ya que en un principio, se pensó que no po
dian utiiizar e] sulfuro. Sin embargo, investigaciones recien
tes han demostrado que si pueden hacerio, siempre y cuando 1a
concentración de] mismo se mantenga a un nive] bajo. Aparente
mente, 1as cantidades de suifuro que son bien toieradas por las
Chlorobiaceae y ias gbromatiaceag son en cambio, tóxicas para
las Rhodospiriliaceae . Sin embargo, éstas difieren de los demás
grupos de bacterias fotosintéticas en dos aspectos fundamenta
les:

a) son incapaces de oxidar e] azufre eiemental a suifato, aunque
pueden oxidar e] suifuro a suifato, sin 1a acumuiación inter
mediaria de] 8°;

b) son fotótrofos facuitativos, que pueden crecer en 1a oscuri
dad en forma aeróbica o a 1a luz, anaeróbicamente.



Aïgunas especies se desarroiian también en la oscuridad,
de manera anaeróbica haciendo uso de] metaboiiSmo fermentativo.

En genera], 10s organismos de esta famiïia son cuitiva
dos en condiciones preferentemente fotoorganoheterótrofas. 5610
existen dos especies que crecen en forma fotoiitoautótrofa, en
presencia de altas concentraciones de suifuro: RhodOpseudomonaó
¿utáidoph¿¿a (Hansen y Ve1dkamp, 1973) y Rp. ¿utáou¿n¿d¿5
(Keppen y Gorienko, 1975).

Aigunas cepas de otras especies también utiïizan e] su]
furo como dador de e1ectrones, pero soiamente en bajas concentra
ciones y preferentemente en cuïtivos continuos. Comoproductos
de 1a oxidación de] suifuro, se pueden originar a2ufre elemen
ta], suifato o tetrationato. Todas las especies, excepto
Rhodopóeudomonaó giobifionmió y Rp. ¿uláovinidió pueden usar e]
suifato comofuente de azufre.

Ninguna de las Bhgdospijillaggag estudiadas contenía
adenilil suïfato reductasa (APSreductasa, EC1.8.99.2).

La mayoria de ios miembros de esta familia requieren ade
más factores de crecimiento para su desarroiïo, de manera que
sue1e añadirse extracto de ïevadura o aïguna otra fuente de vi
taminas a] medio de cultivo.

Cuando estos microorganismos se cu1tivan en forma aeróbi
ca, no se forman, ni bacteriocïorofiia ni carotenoides, ya que
su sintesis es inhibida por 1a presencia de] 02. Por esta cau
sa, 105 cultivos crecidos en oscuridad y en aerobiosis, son in
coïoros. Bajo estas condiciones, las membranasfotosintéticas
se reducen en forma considerab1e, siendo prácticamente no visi
bles.

En cuanto a 1a división ceiuiar, existen cinco especies
que se reproducen por brotación: Rhodopóeudomonaópafiuótnáó,
Rp. u¿n¿d¿ó, Rp. acidoóiia, Rp. ¿u250v¿n¿d¿¿ y Rhudomicnob¿um
uann¿e€¿¿; todas ias demás se dividen por fisión binaria. En
las primeras tres especies antes nombradas, 1a céluia hija se
desarroiïa en un extremo del tubo de división, e] cua] a su vez
se origina en 1a cé1u1a madre, en e] p010 opuesto a1 que contig
ne e] flagelo. En cambio, en Rp. suZÉOV4n1dás no se observa
1a formación de ningún tubo de división, apareciendo las céïu
ias hijas directamente a partir de 1a madre.



En Rhadomic10b¿dm uannieiiá, los tubos de división
se originan en ambos poios de 1a céluia materna, siendo aque
iios ramificados y más largos que en otras especies. Comoconsg
cuencia de ésto, dichos tubos se conectan formando ma11as exten
sas.

En 1a Tabia 2.1. se encuentran descriptas aïgunas carac
teristicas de 16 especies de Rhodospiriliaceae.

A continuación se detalian ciertas propiedades importan
tes de aigunos miembros de esta familia:

a) Rhodopóeudomonabu¿n¿d¿¿ y Rp. ¿uiáovinidia son ias únicas
que contienen Bei b en 1ugar de Bet a;

b) Rp. getatinoaa licüa 1a gelatina;

n
V Rhodocyclua punpuneua es la única especie no móvil (Pfennig,

1978);

d) Rhodom¿cnob¿umuann¿eit¿ produce exoesporas, siendo ios
quistes muyresiíentes a1 caior;

e) El espectro correspondiente a las céiuias de Rhodoapinitlum
nubnumes ünico en 10 que se refiere a los siguientes aspec
tos}

i) Una banda caracteristica de absorción a 550 nm debida a
1a presencia de spirilioxantina,

ii) una banda de absorción única y simétrica, de Bai a, a
885 nm.

Todas 1as otras especies que contienen BcL a, muestran
dos o más bandas de absorción, en 1a región entre 800 y 890 nm.

II:1.1.2. Famiiia: Chromatiaceae

Estas bacterias fotosintéticas purpüreas (Pfennig y Tru
per, 197] b) 11evan a cabo una fotosíntesis anoxigénica en 1a
cua] e] suifuro se oxida a suifato, acumuiándose azufre en va
cuolas, dentro o fuera de 1a céiuia.

En genera], 1as Enigmatiageag crecen a pH's algo más e
1evados que ias bacterias fotosintéticas verdes y pueden ser
enriquecidas a partir de muestras mixtas utilizando medios con
un pH de 7.5.



TABLA2.1.:PropiedadesdelasRhodospirillaceae

FORMACELULARsMlCOLORFACTORESDECRE

ESPECIES

ANCHO/LARGOlu)CULTIVOANAEROBICOCIMIENTOREOUERlDOS

:Rhodncuc¿u5CircularTubularPúrpura-violetaVit.B¡¡+PABA+ l punpüneus0,6-0.7/2.7-5+Biotina 'Rhodoméc1obéumOvoideaLamelarAnaranjado-marrónINinguno'

vunuicfïil.0-l.2/2-2,8

Rhodopócudomonaa

acídaphiïa

LamelarRojo-púrpuraoNinguno

anaranjado-marrón

/EsferaVesicularAmarilloamarrónTiamina2Biotina1 -2.5°3Niacina

TubularAmarillo-marróna‘Biotina+Tiamina

rosadol Púrpura-rojoB Rojo-marrónlP

¡.n
I

capsutata QCCGELHCSfl

iotinabPABA' ABA1üiotina

.—-\.—\._\

.—n-—N.—-m.—.
,_

I
un

0

Cl:
gNr

I

VesiCular Lamelar

gfvbiáflimidEsfera;A puiustiisDevarill;

0.6-0.9/l.2-2E

SphdcioidcsEsfera/avoideaE ¡Verde-marrónama-BiotinaaTiamina

0.7/2-2,5¡5rron+Niacina

sufáidvphifaDevarilla/Esfera.VesiculariAmarilloumarro-Biotina4liamina+

|

GNGNUF-QÍB

Vesicular

0.6-0.9/0.9-2.0nadoarojo+Hiacina4PABA

suCfiJviaidiaDevarillaLamelarVerdeolivaBiotina+Piridoxina

0.5-0.9/l.2-2+PABA

1viiidisDevarillaLamelarVerdePABAaBiolina í0.6-0.9/l,2-2
lRhcdusgjiiffum

¿ufuumEspiralada

0,5-0,7/3.5

Espiralada

0’7'1’0/5'8

SacosapilgMarrónPABA dosSacosavilaMarrónAminoácidos dos

mvi'lich(.l¡uuu

Rhcdaspiniltum.

phot0metnicumSacosapilaMarrónExtractodelevadura

dos VesicularRojoBiotina

Espiralada

1.2-],7/7-10

Esoiralada

0.8-l.0/7-lO

Espiralada

0.3-0.5/3-6

hubïum

TubularPúrpura-VioletaNinguno
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tenue
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LosdatosfueronrecogidosdeHansen&Veldkamp(1973),Keppen&Gorkeg ko(1975),Mandeletal(1971),Marocetal(l968),Pfennig(1974), Pfennig&Trüper(1971d,1974)yvanNiel(1944).S.M.I.sistemamembra
nosointraCitoplasmático



Las especies que forman vacuolas gaseosas crecen mejor a
bajas intensidades de luz.

El género EctothLonhodo¿p¿ña es muy interesante porque
además de depositar el azufre en forma externa, crece a concen
traciones de cloruro de sodio cercanas a la saturación (creci
miento halofilico).

Los miembros de las Chromatiaceae que contienen Bat b,
pueden ser enriquecidos utilizando radiación infrarroja en lugar de
luz,visible,ya que la Bat b tiene un máximode absorción a
l.025 nm.

Todas las especies de esta familia pueden fotoasimilar
compuestos orgánicos simples, siendo el acetato y el piruvato
los más ampliamente usados.

La enzima adenilil sulfato reductasa (APS reductasa) se
encuentra presente en estas bacterias.

En Cuanto a la división celular, ocurre por fisión bina
ria . Los organismos móviles poseen células con flagelos pola
res. Algunos miembros forman agregados celulares caracteristi
cos (labla_2.2.). Debido a diversas condiciones ambientales, nu
merosas eSpecies se desarrollan como una única célula o forman
do agregados no móviles o racimos de tamaños y formas variables.
Estas asociaciones no especificas pueden producir confusión en
la identificación, la cual es confiable sólamente en estudios
con cultivos puros.

Las propiedades generales de las 24 especies de Chroma
tiaceae se encuentran descriptas en la labla 2.2.

Th¿o¿p¿n¿¿€um jenenáe, ChnCmatáumohen¿¿, Cha. weLssei,
Cha. wanming¿¿ y Cha. budcni difieren de las otras especies en
tamaño, en su incapacidad de utilizar otros compuestos orgáni
cos que no sean el acetato y el piruvato y en sus requerimien
tos de vitamina 812. Esta última también es necesaria para el
crecimiento de Amaebobacten noseuó y Ectoth¿onhodo¿p¿na mob¿Z¿¿.

Existen algunas caracteristicas especificas para ciertas
especies, las cuales se detallan a continuación:

a) Tháocapba pfienn¿g¿¿ es la única que c0ntiene Bat b; todas
las demás poseen Bel a. Por otro lado, su sistema membranoso
intracitoplasmático tiene la forma de un manojo de tubos. TQ



TABLA2.2.:

Propiedadesde1asChromatíaceae

ESPECIES

FORMACELULAR ANCHO/LONG(u)

MOTILIDAD

AGREGADOS

LIMOCELULARES

VACUOLAS GASEOSAS

COLORDELA SUSPENSION

CELULAR

Amoebobacten

pendena noaeuo

ChnomaLLum

budeni gaacLZE ménuó minutiábimum
ohenii vinasum viviascens waam6ngii wcisbui

EctothLanhodoApina

hataphita mobitia ¿haposhuikavii

Lampnocgátia

noáevpensicina

ThiOCflpád

pfieunigii noseopznsicina

Thiacystis

gchthoaa viofacca

Thiodictucn

baciftraum ctcgaua

Thiapcdia

nosoa

TúioAaiciua

«caca\

Thioópiniltum

jencnóe

Esfera-l.5-2.5 Esfera-Z.0-3.0 Devarilla-3.5-445/

[4.5-9

Devaril]a-1.0-l.3/2-6Devarilla-2.0/2.5-6DevarilIa-1.0-1.2/2.0

variïla-d.S-6.0/8-15 varí]1a-2.0/2.5-6-' varilla-2.0/2,5-6 varilla-3.5»4,0/S-11 varilla-3.5-4.0/5-1100000DDDDD
Espiralada-0.8/5.0 Espiralada-0,7-1/2-2,6 Espiralada-0.8-0.9/

/1.5-Z.5

Esfera-3.0/3.5 Esfera-1.2-1,S Esfera-1.2-3.0

ÏEsrera-3.0 'Esfera-2.5-3.0 r0voidea-1.0-2.0/1.2/2.5 :Esfera-2.0-3.0 ÉEspira1-2.s-4.5/30-4o L

q.

rac1mos

+ *racimos -racimos -maïlas -plaquetas +paquetes

4.

Rosa-rojo Rosa-rojo Púrpura-violeta Marrón-rojo Púrpura-rojo Marrón-rojo Púrpura-rojo Marrón-rojo Púrpura-violeta Púrpura-violeta Púrpura-rojo Rojo
Marrón-rojo Marrón-rojo Púrpura

Anaranjado-marrón
Rosa-rojo Púrpura-rojo Púrpura-vioieta Púrpura-vioïeta Púrpura-violeta Púrpura-vioïeta Rosa-rojo

I

Anaranjado-marrón

LosdatosfueronrecogidosdeMande]

1974).

.(1971a,d;

\

I

et

a1(1971)yPfenning&Trüper



das 1as otras especies,excepto e] género Eciüïhianhodo¿p¿na.
presentan vesicuïas membranosas;

b
V En Ias EctothLonhodOAp44a , las membranas intracitopiasmáti

cas se ha11an en forma déuna pi1a de discos (tiiacoides). SÉ
1amente este género produce depósitos externos de azufre;

c) Ectothionhodoapina haioph¿ta es extremadamente haiofiiica,
mientras que Ectoth¿onhodo¿p¿ha mobiiió, Cha. buden¿ y Cha.
gnac¿¿e requieren concentraciones saiinas moderadas.

11.1.2. Suborden: Chïorobiineae

II.1.2.1. Familia: Chlorobiaceae

Estos microorganismos han sido denominados bacterias fo
tosintéticas verdes. Son generaimente fotótrofos obiigados inca
paces de crecer en 1a oscuridad, independientemente de las con
diciones de nutrición. Son también anaerobios obligados.

Los miembros de varios génenos producen vacuoïas gaseg
sas,estructuras de flotación que capacitan a] organismo para a
justar su profundidad en un iago. En genera], las especies que
forman dichas vacuoias se ubican en ias capas acuosas donde 1a
intensidad de la 1uz y 1a temperatura son más bajas.

E1 género Paiodictyon contiene organismos que se ramifi
can y permanecen unidos por un extremo, formándose asi un reti
culo tridimensiona]. Estos pueden ser aisiados incubando a in
tensidad iuminosa, temperatura y concentración de suifuro bajas,
condiciones que son favorabies, para su crecimiento pero que no
10 son para e] género más comúnde bacterias fotosintéticas ver
des (Chtonobiumfl. En 105 cuitivos de enriquecimiento y debido a
sus vacuoias gaseosas, ias céiuias de Pctodictyon se acumulan
en 1a parte superior de] frasco de crecimiento, donde pueden ser
aisiadas.

Las especies de esta familia poseen céluias de paredes
rígidas, que se dividen por fisión binaria. Sóiamente, en
Petodictgan c2athnat¿6onme ocurre por fisión ternaria.

Muchas cepas requieren vitamina 812 para su crecimiento.
Además,utilizan compuestos reducidos (suifuro, azufre, tiosul
fato) comodadores de electrones. E1 azufre eiemental se forma



extraceiularmente y se oxida a suifato en una etapa posterior
(Trüper y Pfennig. 1971).

La enzima APS reductasa se encuentra presente en estos r
microorganismos.

En 1a labja_2.3. se detaiian aigunas pr0piedades de las
10 especies de Chiorgbiaceae estudiadas.

Ninguna de eiias es móvi].

II.1.2.2. Famiiia: Chiorofiexacgag

Esta famiiia está morfológicamente relacionada con ias
flexibacterias, siendo sus pr0piedades básicas ias correspon
dientes a iasChiorobiineaes.

Uno de Ios miembros más interesantes de este grupo es
Chiorofiexis, organismo reptante fiiamentoso que también es ter
mofiiico.

Se encuentra comúnmenteen ios canaies provenientes de
fuentes termaies, donde forma a menudo, gruesos acümuios en a
sociación con aigas cianoficeas.

Debido a que se desiiza sobre superficies sóiidas, puede
aisiarse recogiéndoio de 10s bordes de coionias impuras obteni
das de una muestra natura].

Chiorofiexis no es un fotótrofo obiigado. Puede crecer
aeróbicamente en 1a oscuridad o anaeróbicamente a 1a 1uz.

Contiene Bcfi'a a y c y e y y carotenos. Su sistema foto
sintético está dispuesto en vesículas, a] igual que ias demás
bacterias de este grupo.

Pierson y Castenhoiz (1974) describieron una única espe
cie: Chionoálexus aunant¿acu4.

Chiorofiexis es de considerabie interés evoiutivo debido
a que, como organismo desiizante, se parece morfológicamente a
ias cianoficeas, pero presenta un aparato fotosintético tipico
de bacterias. Puede, por 10 tanto, representar un eniace entre
ias aigas cianoficeas y las bacterias fotosintéticas.



TABLA2.3.:Propiedadesde1asCh1orobiaceae

AGREGADOSCOLORDELA

FORMACELULARVACUOLASBet

ESPECIESANCHO/LONG(u)ENgghglvoGASCOSASSïñfififij¿f"PREDOMINANTE'

Chtanobium

(¿micotaDevaril vibaioáonmcVibrío-O. phaeobucteaaideaDevaril] phaccríbtioidcaVibrio,0

5CadenasVerde

EspiralesVerde

7Marrén

EspiraïesMarron

U

‘O‘O U U0‘

Pnosrhecuchtonia

aestuaaiiEsfera-0.5-0.7/1.0-1.2CadenasVerdec

Pelodictqou

¿utcoCum0voidea-O.6-0.9/1.2-2.0Racímos.Verdec6

°esferas

ctathïatiáonmeDevarilla-0.7-1.2/1.5-2.5MallasVerde phaaumV1brio-0.6-0.9/1.0-2.0EspiralesMarróne

Clathauchtonia

sulóuïica

Aucatachta1ia

pcaáitieuiiEsfera-0,5-l.0Microcolonias+VerdeN0

IOV
U

Esfera-0.5-l.5Cuerdas(7)VerdeND

LosdatosfueronrecogidosdeG]oeeta1(1975),Gorïenko(1972),Gorleg ko&Lebedeva(1971),Mande]eta1(1971).Pfennig8Truper(1971d) ,y Trüper&Pfennig(1971).(*)(ND)Nodeterminado.



11.2. Uïtimas especies descriptas

Chromatiaceae:

- Ectathionhodo¿p¿na haloehionió (Imhoff y Trüper; (1977) Arch,
Microbio]. 114, 115-121).

phïorobíageae:
- Chionobium chionovibn¿o¿deó (Gor1enko et a]; (1974) Mikrobio

Iogíya 5;, 908-914).
Pucóthecochionió phaeoa¿teno¿de¿ (Puchkova y Gorlenko; (1976)
Mikrobiologiya gg, 655-659).

Chïorofïexaceae:

- Chtonoóiexuó aunantLacuó 6. mebOph¿Kuó(Pivovarova y Gorïenko;
(1977) Míkrobioïogiya 3g, 329-333).

- Chiononema giganteum (Dubinina y Gorïenko; (1975) Mikrobio'ïo
giya ii, 511-517).

- Chiononema ¿pinoideum (Dubinina y Gorlenko; (1975) Mikrobio]o—
giya gg, 511-517).

- Oóciikochtonió chnyóea (Gorïenko y Pivovarova; (1977) Izv. Akad.
Nauk SSSR, Ser. Bio]. g, 3964409).

Rhodospiriïïaceae:

- Rhodocyciuó punpuneuó (Pfennig, N.; (1978) Int. J. Syst. Bac
terio]. gg, 283-288).
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PARTE 2: ESTRUCTURA

III. SISTEMAS MEMBRANOSOSINTRACITOPLASMATICOS

111.1. GeneraTidades

E1 aisTamiento y Ta caracterización de 1as membranas de
Tas bacterias fotosintéticas, comenzaroncon e] trabajo de
French (1938) quien c0mparó e] espectro de absorción de Tas cé
TuTas enteras de Rhodo¿p¿nitium nubnum con Tos extractos metanó
Ticos de las mismas. French observó que estos üTtimos no conte
nían spirilloxantina pero si Bei. De sus estudios concTuyó que,
en 1as céluTas enteras 1a Baz estaba unida a aTguna proteina,
extrayéndose aqueTTa en metano]. Posteriormente, French (1940)
informó 1a obtención de] compTejo Bet-proteína, en extractos
acuosos de dichas céTuTas.

Schachman et a] (1952) trataron Tas céTuTas de R4.nubnum
con alümina, aisTando por uTtracentrifugación Ta fracción parti
culada que contenía todos Tos pigmentos de 1as mismas. E1 coefi
ciente de sedimentación fue de T90 S y e] tamaño de Tas partícu
las se estimó en 110 nm para Tos discos pTanos y 60 nm para las
vesículas. ET espectro de absorción de las céTuTas era idéntico
a] de estas particuTas, que fueron TTamadascrgmgtójggos (Cnm'ó).

Frenke] (1954) demostró que, en presencia de ADP; fosfa
to inorgánico y Tuz, Tos Cnm'a TTevaban a cabo Ta fotofosforiïa
ción.

Asï, se aisTaron de bacterias fotosintéticas Tas organe
Tas que contenían Ta Bcl y Tos carotenoides de Ta céTuTa tota],
las cuaTes eran fotoquimicamente-activas.

Posteriormente, se realizaron experiencias con 1a finaTi
dad de caracterizar 1a estructura y 1a función de estos Cnm'a.

ET método de ruptura ceTuïar utiTizado y 1as condiciones
de aisTamiento de estas organeTas infTuyen en 1a composición de
TaS mismas.

Newton y Newton (1957) usaron una variedad de métodos
aisTando dos fracciones por centrifugación diferencia]: Tos crg
matóforos (hasta 100 nm de diámetro) y Tas partícuTas pequeñas



(alrededor de 40 nm de diámetro). Ambas pueden llevar a cabo la
fotofosforilación.

Otros investigadores utilizaron la centrifugación por
gradiente de densidad (Frenkel y Hickman, 1959; Cohen-Bazire y
Kunizawa, l963; Norden y Sistrom, l964), separando dos bandas
importantes muy pigmentadas, denominadas fracciones liviana y
pesada de Cnm'A. Comparando ambas metodologías, se observó que
la fracción Cnm'¿ de Newton y Newton (l957) correspondía a la
banda pesada y las particulas pequeñas a la fracción liviana.

Hallazgos posteriores indicaron que la fracción Cnm'A
de Newton estaba contaminada con material proveniente de la pa
red celular, concluyéndose que los Cnm'a correspondían a las
pequeñas partículas halladas por Newton y Newton (l957) y a la
banda liviana de Cohen -Bazire y Kunisawa (1963).

Los Crm's de todos los miembros estudiados de Bbodospi
rillaceae y Chromatiaceae son estructuras membranosas. Sin em
bargo, las bacterias sulfüreas verdes (ghlgrgbjaceae) poseen
"cromatóforos" distintos por lo cual reciben el nombre de
"chlorobium vesicles" (Cohen-Bazire, 1963; Cohen-Bazire et al,
1964).

Actualmente, en la literatura se puede encontrar una
gran cantidad de micrografias electrónicas de bacterias fotosin
téticas, pudiéndose obtener así una idea general de la estructu
ra de las mismas.

La mayor parte de las membranas fotosintéticas surgen por
invaginación de la membranacitoplasmática (M.C.). En algunas
bacterias, dicha invaginación produce vesículas sueltas y en
otras, éstas quedan unidas a la M.C., en forma tubular o de
múltiples sacos aplanados y apilados. RhodopóeudomOnaa¿phaeno¿dea
(Cohen-Bazire, J963) y Ra. nubnum(Vattery'wolfe, 1958) presen
tan vesículas mientras que otras eSpecies de esta familia
muestran estructuras lamelares.

Dado que el término cromatóforo ha sido utilizado de dis
tintas formas por diferentes autores, en el presente capítulo
se usará la expresión _s_i_s_,t_ema_._m_€r@r6.025.921trasijgm6.515122
(S.M.I.) para describir las estructuras membranosasactivas fo
tosintéticamente.



111.2. Sistemas MembranososIntracitopiasmáticos en 1a Famiiia
Rhodospiriiiaceae

La mayor parte de ias bacterias purpüreas no suifüreas
son microaerófiias. Ha quedado ciaramente demostrado que un au
mento en 1a concentración de 02 produce una disminución de] con
tenido de] fotopigmento y de] sistema membranoso intracitop]as—
mático.

La división ceiuiar de esta famiiia ocurre generaïmente
por fisión binaria, con excepción de] género Rhodomicnob¿umy de
Ias especies Rp. paluóthLá, Rp. u¿n¿d¿¿ y Rp. acidoph¿ta, ias cua
ies se reproducen por brotación como ya fue mencionado en
e] capitulo anterior.

III.2.1. S.M.I. para las especies que se dividen por fisión
binaria

a) Vesiculas

Bajo condiciones aeróbicas, e] desarroiio de 1a membrana
cit0p1asmática es minimo; e] crecimiento se realiza por medio
de] metaboiismo oxidativo y 1a sintesis de 1a Bei está determi
nada por 1a presión parcial de 02.

Cuando 1as céiuias crecen anaeróbicamente, a intensida
des 1uminosas moderadas, se obtiene un buen desarroiio de] S.M.I.
vesicuiar.

Las Rhodospiriiiaceae que presentan este tipo de siste
mas inciuyen ias Rp. capóuZaÏa, Rp. giobiáonm¿¿, Rp. ¿phaeaoideó
y Rhodospiniltum nubnum.

Se demostró bien cïaramente que 1as vesicuias se f0rman
siguiendo una serie de etapas: primero, aparece una simpïe pro
trusión de 1a membrana, 1a cua] 1uego se invagina y se estrecha,
dando origen a una vesicuïa más o menos esférica, 1a que perma
nece unida a 1a membranacitopiasmática (figura_g¿l¿) (Cohen
Bazire y Kunisawa, 1963; Drews y Giesbrecht, 1963; Holt y Marr,
1965 a-c; Boatman, 1964; Peters y Ce11arius, 1972). Finaimente,
estas protuberancias penetran profundamente en e] citopiasma cg
iuiar tomando apariencia tubu1ar y proïiferando en forma de red
(Figura 3.2.)
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b) Invaginaciones

Rp. geiat¿noaa, Rhodoaptniklum tenue y Rhodocyctub
puhpuñeuó muestran invaginaciones pequeñas, únicas e irreguia
res. Se han reaiizado muy pocos estudios con este grupo de bac
terias, siendo Rp. gelatinosa (Neckesser et a1, 1969) 1a que
contribuye con 1a mayor cantidad de datos.

Estos autores conciuyen que existe un escaso desarrollo
de] S.M.I. a pesar de] contenido de Bei (10-25 pg Boi/mg protei
na) sugiriendo que 1a membranacitopïasmática estaria inciuida
en e] sistema de] aparato fotosintético.

c) Sistema membranosoiameiar apiiado

Las bacterias fotosintéticas marrones, estrictamente anag
róbicas, de 1a especie Rhodospiriiium: R4. 6a2vum, R6. mofiióchig
num y Ra. phctcmeinicum (Giesbrecht y Drews, 1962; Gibbs et a1,
1965; Hickmany Frenke], i965) presentan un S.M.I. constituido
por 1ame1as cortas apiiadas, formadas por intrusión tubuiar de
la M.C. Estas estructuras, que tienen forma de discos repiegados
no se encuentran ubicadas paraleiamente a la membranacitopias
mática, sino formando un ánguio con 1a misma.

Hickmany Frenke] (1965) sugirieron que las lameïas fotg
sintéticas de RA. molibch¿anum se originaban como una extensión
de 1a M.C. dentro de] protopiasma ceiuiar.

III.2.2. S.M.I. para ias especies que se reproducen por brota
tión

E1 grupo de bacterias que se muïtipiican por brotación
incïuye e] género Eggdgmigggbiumy tres especies de Rhodopseudg
monas: Rp. ac¿dophLZa, Rp. pakuótnia y Rp. u¿n¿d¿¿. Las eviden
cias sugieren que 1a M.C. de estos microorganismos se extiende
en forma de pares de 1ame1as ordenadas periféricamente en nume
rosas capas paraleias a aqueila. Rhodom¿cnob¿umvannLetli (Con
ti y Hirsch, 1965; Boatman y Douglas, 196]), Rp. paiuótnió
(Cohen-Bazire y Sistrom, 1966) y Rp. v¿n¿d¿¿ (Giesbrecht y
Drews, 1966) presentan 1ame1as que forman un ani110 abierto, su
giriendo ios autores que e] área ocupada por ias mismas se ex
tiende graduaimente hasta formar aniiios concéntricos.



III.3. S.M.I. en 1a Famiïia Chromatiaceae

Esta familia acumula e] azufre eïementaï envacuoias den
tro de 1a céiuia, excepto e1 género Ecrothionhodoap¿na que de
posita e] S° externamente.

Estas bacterias son anaerobias estrictas, con excepción
de Thiacapaa noae0penóic4na, 1a cua] puede crecer en 1a oscuri
dad, bajo condiciones microaerófiias.

Todas ias especies se reproducen por fisión binaria.

Las Enromatigceae pueden agruparse de acuerdo con e] ti
po de S.M.I. presente en sus céiuias.

III.3.1. ELMLJ.vesicular

Todas ias especies de Ios géneros Th¿05p¿n¿tkum, Cknoma
tiam, Th¿ocy¿t¿b, ThiaaaAC¿na, Lampaocyarcó, Thiodiciy¿on,
Thiapedia y Amoebobacten presentan un S.M.I. vesicular. También
Thiocapóa noaeopenaicina muestra un sistema membranoso de este
tipo.

Ademásde] S.M.I. vesicuiar, se pueden encontrar estrug
turas lameiares extendidas y dispersas en 1a cé1u1a o concentra
das en su periferia. La presencia de estas membranas intracito
plasmáticas está reiacionada probabiemente, con 1a exposición
de 1a céiuia a altas intensidades iuminosas o en aigunos casos,
refieja un descenso genera] en las condiciones de cuitivo.

Fulier et a1 (1963) encontraron en Cha. u¿no¿um cepa D,
bajo c0ndiciones de eievada intensidad iuminosa (7000 ft-c de
1uz incidente), pares de membranas que se ubicaban con mayor
frecuencia en 1as áreas ceiuiares periféricas. En cambio, utili
zando bajas intensidades (100 ft-c m 1000 1uxes de qu inciden
te) sóiamente se ha11aron membranasintracitopiasmáticas vesicu
iares.

También se observó 1a presencia de estructuras 1ame1ares
en Chu. budehL (Remsen y TrÜper, 1973), cuando ias céïuias cre
cieron a intensidades de 500-1000 iuxes. Trüper y Schiege] (1964)
mostraron que para Cha. budehi y Chu. ohcnii, estos ques co
rrespondían a intensidades entre óptimas y e1evadas, en contra
posición con 10 afirmado por Fuiler (1963).



III.3.2. S.M.I. tubuiar

En 1967, Eimhjeiien et a] describieron una especie nueva
dentro de 1as bacterias sulfüreas fototróficas. Este organismo
diferia de todas 1as gflrgmatiaceae estudiadas, en su S.M.I. de
tipo tubuiar, recibiendo e] nombre de Thiocapsa p6enn¿g¿¿
(Eimhjeiien, 1970). E1 hecho más iiamativo de estas céiuïas es
1a extensión de su siïema membranoso interno, e] cua] ocupa la
mayor parte de 1a circunferencia externa ce1u1ar.

Existen evidencias c0nc1uyentes que indican que dichos
tubos se originan en 1a membranacitopiasmática (Eimhjeiien et
a], 1967). Estudios posteriores mostraron que estas membranas
tubuiares estaban compuestas por subunidades organizadas en he
xágonos reguïares, con una distancia de 12-13 nm entre los res
pectivos centros.

III.3.3. Sistema membranosolameiar apilado

Dentro de este sistema se encuentran todas 1as especies
de] género Ectoth¿oahedo¿p¿na. Una diferencia significativa en
tre este grupo y ias demás Chromatiaceae es que todas ias es
pecies de Ectathionhado¿p¿na depositan e] azufre fuera de 1a cg
iuia. Esto estaria relacionado con e] tipo de sistema membrano
so presente. En E. mobtiia (Remsen et a], 1968; Holt et a],
1968) y E. hatophLZa (Raymondy Sistrom, 1967) se encontraron
numerosas conexiones entre 1a membrana citopiasmática y 1as 1a
meias.

De acuerdo con Remsen et a] (1968) 1a M.C. se pliega
formando una conformación primaria semejante a un tubo o a un
saco, los cuales posteriormente se estrechan y se diïatan cons
tituyendo estructuras tipo discos (EiguganQLQL).Las invaginacig
nes secundarias pueden ocurrir en cuaiquier punto de 1a confor
mación anterior.

111.4. Familia Chiorobiaceae: "chiorobium vesicleít

Las bacterias verdes suifüreas son estrictamente anaeró
bicas, fotótrofas obligadas y no móviies.
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Esta familia es única en cuanto a la presencia de cier
tas organelas "chlorobium vesicles", las cuales contienen los
pigmentosfotosintéticos.

De todas las bacterias fotosintéticas, éstas son las me
nos estudiadas y las más pobremente descriptas.

Vatter y Wolfe (l958) analizaron una cepa de Chionobéum
Z¿m¿cota. No pudieron detectar vesículas, pero observaron que
el cit0plasma contenía numerosos gránulos de l5-25 nm de diáme
tro, los que fueron considerados como los cromatóforos de dicha
cepa. Unainterpretación posterior llevó.a considerar a estos
gránulos como inclusiones de metafosfato, compuesto que siempre
es abundante en las bacterias verdes crecidas en un medio que
contiene exceso de fosfato inorgánico.

Bergeron y Fuller (l96l) examinaron la cepa Chionobium
Limicola 5.th¿oau¿5atoph¿tum y no distinguieron ni vesículas
ni estructuras lamelares en el citoplasma. Ademásde los gránu
los de metafosfato, estos investigadores observaron en el cito
plasma, numerosas particulas de l5 nm de diámetro. Estos estu
dios iniciales fracasaron en cuanto a la identificación del apa
rato fotosintético, sugiriéndose que éste en bacterias verdes
es diferente y considerablemente más complejo que el de las bag
terias purpüreas.

El primer trabajo detallado acerca de la localización de
los pigmentos fotosintéticos en un sistema libre de células fue
llevado a cabo por Bergeron y Fuller (196l). Estos autores en
contraron que el sistema pigmentario, en un extracto celular,
estaba asociado a particulas de alrededor de l5 nm de diámetro,
las cuales eran dificiles de separar de los ribosomas. Bergeron
y Fuller relacionaron la ubicación de los pigmentos con estos
elementos celulares. Cohen-Bazire (1963) en colaboración con
Norbert Pfennig informó el hallazgo en todas las cepas de
Chicaabium, de una estructura compleja, la que recibió el nom
bre de "chlorobium vesicles". Estas son relativamente grandes,
de l00-l50 nm de longitud y 30-40 nm de ancho. Presentan un sis
tema membranoso, el cual consiste de una o dos unidades de mem
brana. Observaciones posteriores indicaron que el sistema pig
mentario se encontraba asociado a estas vesículas (Cohen-Bazire
et al, l964). Tomina y Federov (l967) y Pfennig y Cohen-Bazire
(l967) confirmaron su presencia en Chfonobium ¿LmLcota á. th¿o



¿utáaIOpházum y Peiodicryan cfaihnatiáunme respectivamente.
Ademásde "chïorobium vesicies" y vacuoïas gaseosas, P. cea
thnatiáonme contiene mesosomasy una organeïa fibriïar de
función desconocida.

Las invaginaciones mesosomaïes dela membrana cit0p1asmí
tica, en miembros de Chflonobtum y Peflod¿ctg0n , son anáiogas a
1as estructuras observadas en numerosas bacterias no fotosinté
ticas. Estas formaciones parecen estar asociadas a 1a división
ce1u1ar (Cohen-Bazire et a], 1964; Pfennig y Cohen-Bazire, 1967).

Las especies de Chionob¿um difieren de P. clathnax¿¿onme
en 1a reproducción. Las primeras se muitiplican por fisión bina
ria mientras que 1asü1timas 10 hacen por fisión ternaria precg
dida por una ramificación ce1u1ar (Pfennig y Cohen-Bazire, 1967).

¡ Gorïenko y Zhilina (1968) estudiaron 1a ultraestructura
de Pnoathecachioniá aeózuan¿¿, confirmando 1a presencia de
"chïorobium vesicïes" y estableciendo que éstas corresponden a1
aparato fotosintético de 1as bacterias verdes.

Finaïmente, e] nuevo género descubierto: Chfionofitcxuó,
presenta también "chïorobium vesicïes", BCEc y vacuoïas exter
nas conteniendo S°. De acuerdo con estas caracteristicas, numerg
sos autores 1a han c1asificado como un miembro de 1as ghlgrgbig
Seas, no obstante su habilidad para crecer aeróbioamente en Ja
oscuridad y su naturaïeza fiiamentosa y deslizante. Según aïgu
nos investigadores, Chkonofifexuaformaría parte de otra familia:
Chlorofïexaceae (Pierson y Castenho]z,1974).

III.5. Otras estructuras

III.5.1. Estructuras internas: vacuolas gaseosas_y_grénulgsde
.MOQMÉAEQ

Una de 1as estructuras más 11amativas encontradas en 1as
bacterias su1füreas fotosintéticas es e] gránuïo que a1macenaS°.
Estos gránuïos están distribuidos, a menudo, en todo e] cito
pïasma y pueden lïegar a tener hasta 1,0 nm de diámetro. En sec
ciones finas, presentan ias características de una vacuoïa va
cia, con una membrana 1imitante.



La micrografia electrónica muestra que existe una asocia
ción estrecha entre las vesículas y las membranasde estos grá
nulos, sugiriendo que la membranalimitante derivaria de la in
tracitoplasmática.

Nicholson y Schmidt (l97l)y Schmidt et al (l97l) descri
bieron a la membrana limitante como una membrana proteica forma
da por componentes globulares de 2,5 nm, los cuales presentaban
un peso molecular de l3 500 daltons para Cha. uinosum cepa D
(Schmidt et al, l97l) y l8.500 daltons para Cha. budcni, indi
cando que se trataba de una estructura posiblemente semejante
a las "chlorobium vesicles" y a las vacuolas gaseosas.

De acuerdo con Pfennig (l967), las células de algunas
cepas de bacterias purpüreas y verdes contienen estructuras de
forma irregular y altamente refringentes: las vacuolas gaseo
sas (V.G), que les confieren la capacidad de flotar.

Las V.G. se resuelven mediante el microsc0pio electróni
co, observándose grupos de vesículas cilindricas, con extremos
cónicos, ubicadas paralelamente.

Las V.G. difieren marcadamente en cuanto a su longitud,
en los distintos organismos, pero su diámetro es de alrededor
de 0,l5 u. Están rodeadas de una membrana que aparece como úni
ca capa, densa electrónicamente,de aproximadamente 2 nm de an
cho. Esta membranaestá compuesta sólo por proteina y consiste
en subunidades repetidas, alineadas para formar una estructura
rígida. Es impermeable al agua y a los solutos pero permeable
a los gases. La rigidez de la membrana de la V.G. es esencial
para que la estructura resistalas presiones ejercidas sobre ella
desde el exterior. Probablemente por este motivo, esté compues
ta sólo por proteina, la que es capaz comoya dijimos de f0rmar
una membrana rígida. '

En las células donde no se detectan V.G. por microscopía,
las vesículas se encuentran colapsadas (Rhodospirillaceae)

111.5.2. Flagelgí

Numerosasbacterias fotosintéticas son móviles. Esta ca
pacidad se debe normalmente, a la presencia de orgánulos especia
les llamados flagelos. Son apéndices largos y delgados, libres



por un extremo y unidos a 1a cé1u1a por e] otro.

Los fïageios se disponen de mododiferente en 1as distin
tas bacterias. En 1os microorganismos fotosintéticos es común
1a presencia de Ios fiageïos poiares, 10s cua1es se encuentran
unidos a un extremo ce1u1ar o a ambos.

Remsenet a] (1968) estudiaron su estructura en Ecio
Ih¿onhodo¿p¿na mob¿l¿¿. En 1a alguna 3LALse encuentra i1ustra
do un fïagelo con su cuerpo basa].

Su descripción está de acuerdo con las conciusiones obte
nidas por Cohen-Bazire y London (1967).

E1 fiageïo de E. mobikió parece originarse en una estrug
tura esférica de aproximadamente 50 nm de diámetro, 1a cua] fo:
maria parte deuna estructura mayor. Cada fïageio crece a par
tir de un cuerpo basa]. Este se encuentra asociado a otro de
mayor tamaño (placa poiar).

Tausche] y Drews (1970) examinaron 1a estructura de]
fïageïo de Rp. paiubïñib. Este está constituido por dos regio
nes importantes: 1a fiïamentosa (4,5-5,5 p de ionqitud) y e]
gancho fïageïar (0,24-0,53 u de iongitud) (figura 3.5.). Ambas
zonas contienen una parte centra] de 12,5 nm de diámetro, que
está compuesta por subunidades de una proteina: 1a fiageïina.

Los fiageios pueden eïiminarse fácilmente de un organis
mo agitando rápidamente una suspensión ceïuïar. La viabi1idad
no se ve afectada a1 desprenderse dichos orgánulos, pero si 1a
motiïidad.
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IV. PARED CELULAR

IV.1. Función y propiedades

Las cé1u1as de las bacterias fotosintéticas pueden tener
distintas formas: esféricas (Th¿ocap¿a), de variiïa o bastón
(RhodapaeudomOnaa), de espiral (RhodoapLhiiZum) u ovoides
(Rhodomicnabium).

Dichas formas las proporciona 1a pared ceïular (P.C.),
1a cua] es responsabïe también de 1a rigidez de 1a célula. Por
otro lado, ésta soporta 1a presión osmótica de] protoplasto y
es esencia] para mantener 1a integridad celular. La mayoria de
los ambientes bacterianos tienen concentraciones de soïutos
considerabiemente inferiores a las correspondientes a] interior
de 1a cé1u1a. Puesto que e] agua pasa por ósmosis, hay una ten
dencia constante a 1a entrada de 1a misma y si no fuera por 1a
rigidez de ia P.C. 1a céiula se hincharia y estaliaria.

Si 1a concentración de soiuto es mayor en e] medio, 1as
céïuias se deshidratan, proceso denominadopïasmolisi .

La P.C. de los procariotas es químicamente bastante di
ferente a 1a de cuaiquier céluia eucariótica, siendo ésta una
de 1as características distintivas entre/ambos tipos de organis
mos.

La P.C. es difici] de observar con e] microscopio óptico
pero puede verse fáciïmente en secciones finas de cé1u1as,con
e] microsc0pio electrónico.

Las células Gram4negativas y Gram-positivas difieren con
siderabiemente en 1a estructura de sus P.C, ta] comose muestra
esquemáticamente en la Figura_fl¿l.

La P.C. de ios organiSmos Gram-negativos es una estructu
ra p1uriestratificada y'muy compïeja mientras que 1a correspon
diente a los Gram-positivos consiste en una única capa, a menu
do mucho más gruesa.

Si bien 1a P.C. puede parecer suficientemente continua
cuando se observa con e] microscopio electrónico, contiene numg
rosos poros a través de ios cuaïes pueden pasar e] agua y diver
sas sustancias químicas. Sóio representa una barrera para molé
cu1as muy grandes como ias proteinas y los ácidos nucleicos.
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Una consecuencia de la impermeabilidad de la P.C. para
las proteínas es que ciertas enzimas liberadas a través de la
membrana plasmática pueden acumularse entre ésta y la P.C. en
una región llamada espacio periplasmático (Figura 4.2). Estas
enzimas desempeñan papeles importantes en la nutrición celular.

La pared posee también áreas específicas de estructura
quimica y carga determinadas, mediante las cuales se comunica
con el exterior (receptOres, O-antigenos, etc.).

IV.2. _structura

Las bacterias fotosintéticas son Gram-negativas. Unatí
pica P.C. correSpondiente a un microorganismo Gram-negativo con
tiene una capa básica, densa electrónicamente (3-8 nm de ancho)
y una membrana externa (M E.) (7,5 nm de ancho) (Glauert y
Thornley, l969; Costerton et al, l974).

La capa densa básica (capa de mureína) puede resolverse
pero con cierta dificultad.En numerosas oportunidades se encuen
tra asociada a la M.E., tal que se la puede observar como un en
grosamiento de la superficie interna de esta última. A veces,
se nota sólamente como una capa adicional, la cual se encuen
tra bordeando el contorno interno de la M.E.

En general, todas las bacterias fotosintéticas tienen
una M.E. en la P.C., que aparece como una unidad de membrana,
con un ancho de 7-8 nm.

En algunos organismos Gram-negativos existe una envolt!
ra adicional externa a la M.E. (Glauert y Thornley, l969), la
cualcubre c0mo conseCUencia, los 0-antígenos. Ectothionhodoapi
na mobtlts y Chhomatiumgnacifie presentan una capa externa for_
mada por particulas esféricas de 5 nm de diámetro y con una
distancia de 8 nmentre centros (Remsenet al, l968; l970).

Algunas bacterias fotosintéticas, comoThiocapaa, produ
cen grandes cantidades de una especie de limo, en donde se alo
jan en forma unitaria o c0nstituyendo agregados celulares. Este
limo posee una estructura fibrilar y esponjosa.



IV.3. Composición Quimica

La composición quimica de la P.C. solamente puede deter
minarse con paredes purificadas, de las Cuales se ha eliminado
cualquier otro constituyente celular. El primer paso en esta pu
rificación consiste normalmente en romper las células mecánica
mente. Al desintegrarse la P.C. salen al exterior los componen
tes internos (proteinas, ácidos nucleicos, compuestossolubles,
etc.) y quedan sólo las envolturas vacías. Mediante diversos
tratamientos quimicos se eliminan todos los materiales adheri
dos a la P.C.

IV.3.l. Glicopéptidos (Mureina)

Las paredes celulares de las bacterias Gram-negativas
contienen aparentemente un sólo tipo de glicopéptido:1g_mgfgjflg,
que está compuesta por ácido N-acetilmurámico, N-acetilglucosa
mina, L-alanina, ácido D-glutámico, ácido m-diaminopimélico y
D-alanina en relación molar l:l:l:l:l:l (Schleifer y Kandler,
l972). El ácido N-acetilmurámico está unido a la N-acetilglucg
samina a través de un enlace B l+4 glicosidico. La cadena pep
tidica se une algrupo carboxilo del ácido murámico a través del
amino de laL-alanina (Martin, 1966).

Las Figuras 4.3 y QLAilustran la estructura del glico
péptido mureina.

Esta estruCtura general ha sido discutida por numerosos
autores, entre ellos Martin (l966), Ghuysenet al (l968),
Schleifer y Kandler (l972).

Comopodemos observar, la c0nexión transversal tiene lu
gar normalmente. mediante un enlace peptidico directo del gru
po amino del ácido m-diaminopimélico con el carboxilo de la ala
nina terminal.

Newton(l968) encontró este modelo característico de a
minoácidos en el glicopéptido de R5. hubñum.
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IV.3.2. Lipopoiisacáridos

IV.3.2.1. Prooiedades generaies

La presencia de 11p0poïisacáríd08 (LPS) en ias paredes
ceïuïares de ias bacterias fotosintéticas fue propuesta por Sa]
ton (1960) y Newton (1967). Estos autores encontraron giucosa,
fucosa, ramnosa y un azúcar de estructuradesconocida en 1a frag
ción LPS de Ra. nubnum. Neckesser et a1 (1972 a) aisiaron LPS
de Rp. capaukata, encontrándoios simiïares a ios 0-antigenos
(antígenos de 1a pared celuiar) hailados en Enterobacteriales.

Los LPS constituyen uno de Ios principaïes componentes
de 1a membranaexterna dela pared ceiular de las bacterias
Gram-negativas (figura 4:2). Estos heterOpolimeros muestran 1a
misma composición quimica genera], que los ya bien investiga
dos LPSde ios Enterobacteriaïes. En diversas situaciones Ios
LPS pueden ser tóxicos, por 10 cua] también se ios denomina
endotoxinas (Lüderitz et a1, 1968; 1971).

Los LPS parecen estar unidos a 1a pared ceiuiar, mediag
te enlaces no covaientes (interacciones iónicas o hidrofóbicas)
(Lüderitz et a1, 1968; Shands, 1971). Se ha sugerido que los
fosfolipidos y 105 LPS forman una membrana biestratificada;
1as proteinas principales se asocian y quedan embebidas en di
cha matriz fosfolipidica (Eigu¿a_í;g) (Forge y Costerton, 1973;
Forge et a], 1973; Shands,1971).

La investigación quimica acerca de los LPS comenzó en
cepas de Enterobacteriaies. Debido a una c1asificación serológi
ca previa, de Satmonetta y otros miembros de 1a familia
Enterobacteraceae (Kauffmann, 1966) se faciiitaron enormemente
dichos estudios. Por lo tanto, no es sorprendente que ios cono
cimientos deta11ados y acumuiados durante los üïtimos años, a
cerca de 1a actividad sero]ógica,composici6n quimica y su mu
tua reiación, asi como de 1a biosintesis de LPSy su determina
ción genética, se utiiicen generaimente comobase para estudios
de O-antigenos de bacterias pertenecientes a otros grupos taxg
nómicos.

La estructura genera] del LPS de Satmoneffa se encuen
tra en 1a Eigu¿a_4.7, donde se observa 1a existencia de tres sub
regiones distintas, sintetizadas independientemente, ias cuaies
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se hallan bajo un control genético diferente (Stocker y
Makela, l97l). La mezcla lipidica (ljpidg_fi) está compuesta
por un esqueleto de glucosamina-disacárido, al que se encuen
tran unidos largas cadenas de ácidos grasos, además de fósforo.
Los ácidos grasos forman uniones tipo amida o éster, con el ami
noazücar. La L-glicero-D-manoheptosa y el 2-ceto-3-deoxioctona
to (CDO)son los constituyentes característicos del oligosacári
do de la Región II. El CDOforma la unión ácida lábil entre el
lipido A y la mezcla de polisacáridos. En contraste, las unida
des repetitivas de las cadenas especificas 0, se distinguen por
su alta diversidad en la composición de sus constituyentes azg
cares.

En la siguiente discusión se utilizará esta terminología
establecida para los LPSde Enterobacteriales, rec0rdando que
hasta el presente, el conocimiento de la estructura de los LPS
en bacterias fotosintéticas es parcial.

IV.3.2.2. Procedimientos de extraccion

De los numerosos procedimientos desarrollados para la
extracción de los LPS, en bacterias Gram-negativas (Lüderitz et
al, l968) se mencionarán aqui solamente tres, ya que estos han
sido utilizados en bacterias fotosintéticas.

El método más común emplea una mezcla de fenol/HZO en
caliente (Nestphal et al, l952). Se ha observado que los LPS de
Rp. paluótnió (Neckesser et al, 1973) se extraen parcial o to
talmente en la fase fenólica.

Galanos et al (1969) describieron un método especialmen
te ütil para extraer glicolipidos lipofilicos de Enterobacteria
les R-mutantes, que involucra una extracción con una mezcla de
fenol/cloroformo/éter de petróleo. Este procedimiento de extrag
ción dio buenos resultados con cepas del tipo salvaje de Rp.
getatinoba y R5. tenue.

El tratamiento de Suspensiones celulares acuosas con a
gentes quelantes tales como el EDTAo con soluciones salinas en
caliente, también produce la liberación de LPSy proteinas
(Heckesser et al, 1972 b).



Asi, e] c0mportamiento de ios LPS frente a Ios distintos
procedimientos de extracción,nos provee una primera información
acerca deias propiedades fisicas y químicas de 1as macromoiécu
ias extraídas.

IV.3.2.3. Estado físico

Los LPS forman dispersiones turbias en H20. E1 tamaño y
1a forma de ios agregados parece depender de las interacciones
hidrofóbicas y de] contenido de cationes polivaientes (Ca++,
Mg++, putrescina, espermidina, etc) 105 cuaïes son capaces de
producir un cross-linking entre cadenas compuestas por macromg
ïécuias que contienen poïianiones (Gaianos y Lüderitz, 1975).

Se propuso que los LPS en soïución acuosa, existen en
forma de una bicapa formada por poiisacáridos y lípidos, con 1a
parte no poiar ocupando e] interior de 1a misma (Surge y Dra
per, 1967; de Petris, 1967; Shands et a], 1967).

IV.3.2.4. ponstituxentes

a) Hidratos de Carbono

Se han efectuado numerosos estudios con e] pr0pósito de
conocer 1a composición de los LPS presentes. Para tai efecto,
se empïearon alrededOr de 10 cepas de cada una de las siguientes
especies: Rp.paluatn¿a, Rp. u¿n¿d¿a, Rp. getatinoaa y Ra. tenue.
Además, se estudiaron también aigunas cepas de Ra. nubnum, Ra.
motiachianum, Rp. aphaeno¿dea, Rp. capAuEata, Rhodom¿6ñúb¿um
uann¿ell¿¿ y Cha. v¿noaum (Huribert et a], 1976; Hurlbert y
Hurlbert, 1977).

Además de 105 constituyentes comunes que forman ios
LPSde Ias bacterias Gram-negativas, se encontraron y caracte
rizaron un número eievado de hidratos de carbono inusuales.

La hidróiisis en ácido acético 1%, de 1a fracción LPS
de Rp. capaufata dio origen a 1a formación de dos fases: un ma
teria] lipidico insoiubïe en H20 (lípido A) y una mezcïa de pg
1isacáridos solubïes en H20. E1 análisis quimico de esta ülti
ma fracción reveló 1a presencia de los siguientes componentes:
D-glucosa, D-gaiactosa, L-ramnosa, 3-0-meti1-L-ramnosa (aco



friosa), 2-ceto-3-deoxioctonato (CDO)y ácido neuraminico
(Weckesser et a1, 1972 b).

En 1a Igbjgmfl¿l¿ se enCUentran 10s constituyentes aisia
dos de ios LPS de bacterias fotosintéticas. Es notabie, 1a apa
rición en casi todas 1as especies de 105 O-metii-éter-azücares
formados por varias ciases de hidratos (Iab13_í;g.). Esto puede
c0nsiderarse comouna caracteristica de ios LPS de ios organis
mos fotosintéticos, a pesar deque también aparecen en algunos
LPS de otros grupos de bacterias (Lüderitz et a1,_1971; Mayer
et a], 1973; 1974).

b) ¿9125.91 €1.52

Los ácidos grasos que componen 10s LPS de 1a mayoria de
ias bacterias Gram-negativas difierende los fosfolipidos de 1a
pared ceiular o de 1a membrana citoplasmática en una forma ca
racteristica (Lüderitz et a], 1973; Schróder et al, 1969).

Por ejemplo, e] lipido Ade ias Enterobacteriaceae está
formado por D-giucosamina (20%), P (20%) y ácidos grasos (60%)
tales comoIáurico (C12), miristico (C a), paimitico (C16),
D-e-hidroximiristico y otros, que están unidos a los grupos
-0H y amino deïa giucosamina.

E1 modeio de ácidos grasos encontrados en ios LPS de
Rhodospiriïlaceae (Igbla_fl¿g) es similar al de iaS'Enterobac
teriaceae en muchosaspectos. Sin embargo, existen caracteris
ticas diferenciales taies comoeireemplazo de] ácido B-hidroxi
miristico por e] B-hidroxicáprico en cepas de Rp.gefat¿nosa y
Ra. tenue y una carencia de cantidades significativas de áci
dos grasos unidos a ésteres en Rp. uinidtó. Esta falta se ex
plicaría por e] hecho de que Ios LPS de esta especie no con
tienen D-giucosamina en su mezcïa iipidica (lípido A) pero si
2,3-diamino-2,3—dideoxi-D-glucosa (Roppel et a1, 1975;
Keiïich et a], 1976).

IV-3- 3- 91.0. ¿5911293.032

Otros constituyentes de 1a pared ceiular de 10s organis
mos Gram-negativos son ias proteinas (Costerton et a1, 1974).
Aigunas son enzimas que se encuentran iocalizadas en e] espa
cio periplasmático (Machtiger y Fox, 1973; Costerton et a],
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TABLA4.3.:ConstituyentescaracterísticosdeIipopoïisacáridos

deRhodospiriïïaceae
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1974).

En la actuaïidad, se conoce 1a estructura y 1a función
de muy pocas de/estas proteínas (Hantke y Braun, 1973; Braun y
Hantke, 1974).

La eïectroforesis en ge] de poïiacriïamida, en presencia
de SDS,de fracciones de pared ce1u1ar reve1aron 1a existencia
de distintas bandas proteicas. En R4. nubnumpredominan proteí
nas de 43.000 y 14.000 daïtons (Oeïze et a1, 1975); en Cha.
vánoaum se observó una banda mayor correspondiente a 45.500
daltons (Huribert et a], 1974) y en Rp. capóutara apareció una
única proteina de 60.000 daïtons (Drews, 1974). E1 modelo de
ácidos grasos de 1a pared ce1u1ar es diferente de] de 1a membra
na citopïasmática (Drews, 1974; Hurïbert et a], 1974; Schroder
et a]. 1969). Esto se deberia a que 1a membrana externa se en
cuentra enriquecida por LPSmientras que 105 fosfoiipidos coní
tituyen e] mayor componente 1ipidico de 1a membrana citopiasmá
tica.
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PARTE 3: PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LAS MEMBRANAS

FOTOSINTETICAS

V. MEMBRANAS FOTOSINTETICAS EN BACTERIAS PURPUREAS

V.1. Aspectos generales

V.1.1. Asociación de iosgpigmentos fotosintéticos a proteinas
solubïes

En base a estudios fisicoquimicos realizados durante los
últimos 25 años en bacterias fotosintéticas purpüreas,ha queda
do firmemente estabiecido que 10s pigmentos fotosintéticos de
estos organismos, 1a bacteriocïorofiïa (Bei) y los carotenoides,
se encuentran localizados en e] sistema membranosointracitopias
mático (S.M.I.).

Sin embargo, estudios anteriores habían asegurado que es
tos pigmentos se encontraban Iocaïizados en e] cit0p1asma, aso
ciados a componentes soïubies. Estas conc1usiones se basaban en
observaciones deios espectros de absorción de los pigmentos ex
traídos en soiventes orgánicos. Además, 1a observación a] mi
croscopio sugería que dichos pigmentos estarian uniformemente
distribuidos en todo e] citopïasma.

La ruptura mecánica denumerosas bacterias purpüreas libg
r6 carotenoides (French, 1940 a) y Bel (French, 1940 b, c; Katz
y Nassink, 1939; Wassink et a], 1939) con bandas de absorción
practicamente idénticas a aqueïias correspondientes a 1a céiula
entera, de 1a cua] derivaban.

Esto 11evó a 1a concïusión de que ¿n vivo, Ios pigmentos
existirian formando compiejos con proteínas solub1es.

A pesar de que en los üïtimos años se han aisïado nume
rosos compïejos carotenoides-proteina y BcZ-proteina debe que
dar c1aro que ios mismos existirian normaimente como componen
tes integraïes de 1as membranasfotosintéticas.



V.l.2. Aparato fotosintético particulado

Aproximadamente unos lO años después de la aparición de
los trabajos de French, Pardee et al (l952) reportaron que Tos
pigmentos fotosintéticos de Rhodoapiniilum nubnumse encontra
ban asociados a una fracción particulada. Estos pigmentos parti
culados llamados cromatófqrgs (Crm's) sedimentaban más rápida
mente que otros componentes subcelulares.

Las bandas de absorción en el IR cercano y en la región
visible, c0rrespondientes a la fracción de Crm's aislados, fue
ron idénticas a aquellas obtenidas con preparaciones de células
enteras. Estas bandas no aparecieron cuando se prepararon los
extractos a partir de células blanqueadas, crecidas en aerobio
sis y en la oscuridad.

Frenkel (l954) demostró que la fracción de Crm's aisla
dos participa directamente en las reacciones fotoquimicas. Enton
ces, estos Crm's representarian elaparato fotosintético bacte
riano.

El concepto de que los pigmentos de las bacterias fotosin
téticas se encuentran localizados en particulas discretas, se
corroboró mediante estudios de microscopía electrónica (Vatter
y Wolfe, l958). En secciones ultrafinas de RA.nubnum, Rhodop
¿cudomonaó ¿phcnoidea y Chn0matium v¿n0¿um cepa D, se observó
que el citoplasma contenía numerosas vesículas discretas. Estas
estructuras organizadas no se detectaron en R4. nubnumcrecida
aeróbicamente (Schachman et al, 1952).

Las evidencias bioquímicas y ultraestructurales sugieren
entonces, que los Crm's derivarian de la membranacitoplasmáti
ca, encontrándose muchas veces unidos a la misma y aún, en alg!
nos casos, comoestructuras independientes en la célula.

V.l.3. Aislamiento de Cromatóforos

Schachman et al (l952) purificaron los Crm's de Rb.nubham
por centrifugación diferencial.Newton y Newton(1957) también
lo hicieron, utilizando procedimiEntos similares, a partir de
Cha. vinoaum.



Bull y Lascelles (l963) y Norden y Sistrom (l964) apli
caron la ultracentrifugación por gradiente de sacarosa para
aislar Crm’s de Rp. ¿phaenoidc¿.

En general, se observó la aparición de dos bandas que con
tenían pigmentos, las cuales se designaron comofracción livia
na y fracción pesada de Crm's. De acuerdo con estos resultados
se concluyó que el aparato fotosintético existiría en dos for
mas distintas, dentro de la célula.

La fracción pesada es más heterogénea que la liviana y
está formada por material proveniente de las membranas de los
Crm's y de la pared celular. La existencia de este material o
frece una prueba directa que apoya la hipótesis acerca de que
los Crm's se originan por invaginaciones dela membranacito
plasmática (Cohen-Bazire, l963; Cohen-Bazire y Kunisawa, l963;
Stanier, l963) y existen ¿n uLuo como una red tubular contínua,
unida a la periferia celular interna (Holt y Marr, l965 a). Se
sugirió entonces, que la fracción pesada derivaría de las mem
branas citoplasmáticas y representaría una estructura interme
dia parcialmente diferenciada, la cual posteriormente origina
ría la membrana de los Crm's (Lascelles, l968). Los pigmentos
que aparecen en la fracción pesada resultan de la aplicación
de gradientes con altas fuerzas iónicas; bajo condiciones cuida
dosamente controladas, se pueden aislar toda la Bei y los caro
tenoides, sólo a partir de la fracción liviana.

V.2. Caracterización de la membrana

V.2.l. Generalidades

La composiciónquímica general de distintas preparaciones
de Crm's en diversas Rhodospirillaceae se encuentra detallada
en la [abla 2¿l¿ Los lípidos y las proteínas se hallan en
mayor proporción. Con la excepción de un 8% que corresponde a
los pigmentos fotosintéticos, la composición química de estas
membranas ya fue observada en una variedad de bacterias no foto
sintéticas (Salton, l967; Miura y Mizushima, l968; Osborn et al,
1972). La variación que se advierteen el contenido de los foto
pigmentos en las diversas preparaciones de Crm's se debe a los
efectos producidos por diferentes condiciOnes de crecimiento



TABLA5.1.:Composiciónquímica(%pesoseco)deCromatóforosais1adosdeRhodospiri11aceae

LIPIDOSFOSFOLIFOSFOROCAROTECARBOHI-ACIDOSREFERENCIAS

ORGANISMOPROTEINATOTALES*PIDOS_TOTALBCL NOIDESDRATOSNUCLEICOS

Rp.¿phaeno¿deó58,424,60,682,71,04,20,90Bu11&Lasce11es

(1963)

53,036,51,447,3-3,5-Schmitz(1967) 62,026,71,034,02,04,00,10Gorcheineta1.

(1968)

64,025,04,60,150,38Fraker&Kap1an

(1971)

63,030,00,935,91,92,30,64Niederman0974)

Rp.v¿n¿d¿ó56,530,00,523,5Drews(1968) R¿.nubaum46,532,00,834,714,0Drews(1968);

Schrüder& Drews(1968)

55,215,60,623,25,60,36C011ins&Nie

derman(197661_J

,

(*)In01uyepigmentosfotosíntéticos.



(intensidad luminosa, etapa de crecimiento, "selfshading",etc.).
Las disparidades encontradas en los valores de BcZ reflejan las
diferencias en los coeficientes de extinción empleados. El ba
jo contenido en ácidos nucleicos indica que los Crm's aislados
no se hallan contaminados ni con DNAni con ribosomas.

La composición quimica de los Crm's aislados de Chroma
tiaceae (Tabla 5.2.) señala que estas preparaciones difieren
de aquellas de Rhodospirillaceae en su alto contenido en lipi
dos.

Lascelles (l968) y Oelze y Drews (1972) sugirieron que
los carbohidratos presentes en Crm's aislados provenian de una
contaminación con componentes de la pared celular. Drews (l968)
efectuó un análisis extenso de los azúcares hallados en Crm's
purificados de preparaciones de Rs. nubnumy Rp. u¿n¿d¿a. En
la primera de ellas, el 90% corresponde a glucosa y-el l0% res
tante a ramnosa y fucosa. En Rp. uinidia, existe un 5 % de gl!
cosa atribuyéndose el resto a cantidades equivalentes de galas
tosa, manosa y ramnosa.

Los Crm's del grupo de las bacterias purpüreas no contig
nen monogalactosil-diglicérido, el cual fue encontrado en las
membranasfotosintéticas de las Chlorobiaceae(Cruden y Sta
nier, 1970). En T. noseOpen4¿c¿na se hallan presentes los glu
cosil y ramnosil diglicéridos (Takacs y Holt, 1971 b). Schwen
ker y Gringas(1973) purificaron una preparación de carotenoi
des-proteina de Ra. nubnum. Aproximadamente el l4% del peso se
co del material purificado corresponde a carbohidratos (Schwen
ker et al, l974).

La presencia de cantidades significativas de citocromos
asociados a hemo, de hierro no hémico y de ubiquinona, junto a
ATP-asa, en Crm's aislados, sugiere que en estas estructuras
ocurririan la fotofosforilación y las reacciones asociadas a
transferencia de electrones (Reed y Raveed, l972).

V-2-2- ÉLQ'ÉSÍJELLEJHEai

Empleandolas técnicas de electroforesis en gel de polia
crilamida, en presencia de SDS, se lograron caracterizar las si
guientes proteinas pertenecientes a los Crm's: tres polipépti
dos asociados con los centros de reacción fotoquimicos en Rp.
¿phaenoidea (Feher, 197l; Okamuraet al, l974; Clayton y



LIPIDOS

ORGANISMOPROTEINATOTALE5*CAROTENOIDESCARBOHIDRATOSREFERENCIAS

m
C_J

67,08,31,30,3Cusanovich&Kamen

Chnomatiumvánaóum27,0

(1968a)

Th¿ocap4a¿Zon¿dana49,047,03,01,8Takacs&Holt(1971

(ahoraT.no¿eopen4¿c¿na)

(*)Incïuyepigmentosfotosíntéticos



Haselkorn, 1972; Takemoto y Lasceïies, 1974); un polipéptido a]
cua] se encuentra unida 1a Bcl correspondiente a 1a fracción 11
viana (LH Bel) en Rp. ¿phaeno¿de4 (Fraker y Kaplan, 1972; Ciay
ton y C1ayton,1972) y un compïejo carotenoide-proteína de Ra.
nubnum (Schwenker et a], 1974).

o
Richard et a1 (1975) encontraron una proteína con un pe

so moïecuiar de 9000, 1a cua] se excretaba asociada a precurso
res de 1a Bai, en mutantes de Rp. ¿phaenoidea deficientes en la
sintesis de dicho pigmento. La Bei iibre despïazó a] precursor
tetrapirróïico presente en e] compuesto excretado por una de
las mutantes, convirtiéndose en Bacteriofeofitína y uniéndose
a 1a proteína. E1 máximode absorción para 1a Bacteriofeofitina
se encuentra en 1a región de 840-865 nm. Se sugirió que este com
piejo pigmento-proteína contendria 10s mismos componentes pro
teicos que ios asociados con 1a LH Bet de 1a membrana de Ios
Crm's de 1a cepa saïvaje y que estos polipéptidos normaïmente
se combinarian con 1a Bcl a] incorporarse a ias membranas foto
sintéticas en desarroiïo. Shaw(1974) identificó aun agregado de
este polipéptido como 1a mayor proteína delos Crm's de 1a cepa
saïvaje de Rp. ópthhOÁdQó: Bajo determinadas condiciones de a
daptación, 1as cuaies resuitaron en una sintesis de BcKmás IeQ
ta, las céiuias de ias cepas saïvajes excretaban también un com
piejo pigmento-proteína simiiar a1 de las mutantes.

E1 complejo pigmento-proteína aisiado de Ra. nubnum por
Schwenker y Gringas (1973) contenía una cierta cantidad de spi
rilioxantina de ios Crm's. Dicho complejo aislado poseia 78%
de proteina, 5,2% de spiriiioxantina, 3,4% de fosfolipidos y
13,5% de carbohidratos. E1 compïejo purificado migraba como
una banda única en e1ectroforesis en ge] de poiiacriiamida en
presencia de SDS. Mediante inmunodifusión se demostró que 1a prg
paración se encontraba altamente purificada. La spirilioxantina
se haïiaba asociada a1 poiipéptido enreïación 1:1. E1 espectro
de absorción visibie de] compiejo aisïado mostraba una única
banda a 373 nm 1a cua] no correspondía a 1a spirilioxantina. 0
tros autores reiacionaron esta iongitud de onda con compïejos
de carotenoides aisïados de R4. hubhum (Vernon y Garcia, 1967;
Fujimori, 1969; Hai] et a], 1973). Comoe] pigmento se encontra
ba asociado a un c0mponente proteico específico de] Crm y como
se aisïó un compiejo con 1as mismas propiedades espectraies, por
una variedad de métodos, se c0nc1uyó que e] materia] purificado
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correspondéria alcomplejo carotenoide-proteina proveniente.
de la membrana de los Crm's.

La estimación de los niveles de varios componentes pro
teicos de Crm's de Rp. ¿phaenoidea indicó que los tres polipép
tidos asociados con los centros de reacción estaban presentes .
en cantidades equimolares (Clayton y Haselkorn, l972; Okamura
et al, l974), representando el 25%de las proteinas totales
presentes en los Crm's. La proteina asociada a la LH-Bct com
prendia aproximadamente un 40-50% (Fraker y Kaplan, l972). Evi
dencias inmunológicas (Fraker y Kaplan, l972; Huang y Kaplan,
1973) y la ausencia de estos componentes proteicos en mutantes
incompetentes fotosintéticamente (Takemotoy Lascelles, l973,
l974) indicaron que los mismos se hallaban especificamente asg
ciados con los Crm's y no aparecían en otras fracciones celula
res.

En preparaciones purificadas de Crm's se han encontrado
numerosas actividades enzimáticas. Estas incluyen succinico
deshidrogenasa, NADHoxidasa y las enzimas que catalizan la
fosforilación por ADP,además del factor acoplante de ATP-asa.
También se observaron los citocromos tipo b y c.

Por sedimentación de las particulas subcelulares de Rp.
5phaeno¿dea Crecida fototróficamente, se observó que la acti
vidad de la succinico deshidr0genasa se encontraba distribuida
en dos fracciones: en los Crm"s y en la pared celular (Nieder
man, l974). La actividad especifica de la succinico deshidrogg
nasa de la fracción enriquecida en membranacitoplasmática de
células fototróficas fue 5 veces mayor que la de los Crm's (Nig
derman et al, l972). En células crecidas aeróbicamente, la ma
yor actividad de esta enzima se encontró localizada en la frag
ción enriquecida con membrana cit0plasmática. Comoc0nsecuencia,
esta proteina se usa como marcador especifico de membrana en
Rp. Aphaenoides, siendo útil para detectar fracciones de mem
branas durante el proceso de aislamiento.

Un cuadro completamente diferente surgió cuando se estu
dió la distribución de esta enzima en Rs. aubnum. A pesar de
que toda la actividad en células Crecidas aeróbicamente, se lg
calizó en la membranacitoplasmática (Oelze et al, 1975;
Collins y Niederman, 1976 a), en extractos de células crecidas
fototróficamente, la distribución de la enzima coincidió exacta
mente con una absorbancia a 880 nm, la cual está asociada con



los cromatóforos. En recientes experiencias efectuadas por
Collins y Niederman (1976, no publicado) no se obtuvo activi
dad de succinico deshidrogenasa en extractos que contenían frag
mentos de membrana citoplasmática de Ra. nubnum crecida foto
tróficamente, utilizando Sepharosa 2 B. Se concluyó entonces,
que la succinico deshidrogenasa proveniente de Ra. nubnumcre
cida en condiciones fototróficas, es una proteina especifica
del Crm, la cual no está asociada a la membrana interna de la
pared celular, comoen otras bacterias Gram-negativas
(Schnaitman,l970 a). Simon y Siekevitz (l973) encontraron que
en la fracción de Crm's aislados de R5. nubnum, la actividad
de la succinico deshidrogenasa es similar a la hallada en frag
ciones de membranascitoplasmáticas de células crecidas aeróbi
camente, pero mayor que la correspondiente a la misma fracción
proveniente de células crecidas fototróficamente. Se sugirió en
tonces, que durante la adaptación al fotometabolismo ocurririan
cambios en la composición dela membranacitoplasmática.

En base a la actividad especifica constante hallada para
la succinico deshidrogenasa en Crm's purificados de R4. nubnum
se concluyó que esta enzima formaría parte integral de la es
tructura membranosa de los mismos.

De todas las enzimas que catalizan la transferencia de
electrones, sólo se detectó la actividad de la succinico deshi
drogenasa luego de los extensos lavados y de los procedimientos
de purificación aplicados para aislar los Crm's de Cha. ULflOóum
(Cusanovich y Kamen, l968 a). Tampoco se midió actividad de
NADHoxidasa debido a los métodos de purificación empleados.
Drews, Oelze y colaboradores investigaron la distribución de la
NADHoxidasa en Ra. nubnum (Throm et al, 1970; Oelze y Drews,
1970 b; Irschik y Oelze, l973) y en Rp. capóuZata (Lampe y
Drews, l972). En base a estos estudios, se empleó la NADHoxida
sa comomarcador de componentes que transfieren electrones. Es
ta enzima provee una de las bases para un modelo de biogénesis
de membranasde Crm's (Oelze y Drews, l972), en el cual la acti
vidad de tales componentes de la membranacitoplasmática alcan
za gradualmente un nivel más bajo en el aparato fotosintético
en desarrollo.

A pesar de que no ha sido posible encontrar velocidades
de fotofosforilación significativas en Crm's de Rp. ¿phaenoádeó



(Gibson, 1965), se han aislado Crm's fotoquimicamente activos
de extractos de RA. nubnum (Frenkeï y Hickman, 1959; Cohen-Ba
zire y Kunisawa, 1960). Tales particuias purificadas son capa
ces de cataiizar 1a fosforiiación de] ADP,proceso ïuz depen
diente, y de reducir e] NADen presencia de succinato a veioci
dades equivaientes a aquelias obtenidas con preparaciones cru
das de Crm's (Frenkei y Hickman, 1959).

Estos ha11azgos, sumados a 1a estimuiación de 1a foto
fosforiiación por fenazina metasulfato y por succinato, en Ra.
nubnum (Geiier y Lipmann, 1960) estabïecieron que e] Crm es 1a
estructura donde se efectúan ias reacciones fotoquimicas.

Sin embargo, se encontraron veïocidades de fotofosforiia
ción significativas en preparaciones de Crm‘s aitamente purifi
cadas de R4. malischáanum (Hickman et a], 1963) y Rp. capóufata
(Lampe y Drews, 1972).

En estudios realizados con Crm's de Chromatiaceae , se
halió una reiativa alta actividad de fotofosforilación en Cha.
uLnaAum (cusanovich y Kamen, 1968 b).

Tabaks y Hoit (1971 b) encontraron también actividad de
fotofosforiiación en preparaciones de Crm's purificadas de T.
noaeopenALcina.

V.2.3. Ljpidos

La mayoria de Ios lipidos presentes en las membranas de
Ios Crm's de Rp. ¿phaenoidea son fosfoiipidos (Gorchein, 1968 b).
Los componentes que se encuentran en mayor porcentaje son: fos
fatidiietanoiamina, fosfatidiigïicerol y fosfatidiïcoiina, ios
cuales representan 35%, 34%y 23% respectivamente, de] tota] de
fosfoiipidos. E1 remanente está compuesto por 3,3% de ácido fos
fatídico y 3,9%de cardioïipina.

Gorchein (1964) detectó también un complejo iipido-orni
tina en ios Crm's. En estudios posteriores, se identificó este
compuesto como ornitina esterificada con un derivado de un a]
coho] graso y N-acetiiada con ácidos grasos de 16 y 18 carbonos
(Gorchein, 1968 c).

De Ra. nubnumse aisló también, un complejo iipido-orni
tina (De Pinto, 1967).



En Cha. uinoaum se encontraron aproximadamente iguaies
cantidades de fosfatidiietanoiamina y fosfatidiiglicerol en
ios fosfoiipidos de Ios Crm's (Haverkate et a], 1965) mientras
que en T. noaeopenaicina ios mayores componentes iipidicos fue
ron 1isofostatidiIetanoiamina, fosfatidiietanoiamina, fosfati
diiglicerol (cardioiipina) y giicoiípidos (Tabacs y Holt, 1971
b).

En 1a labla_á;g¿ se encuentra 1a composición de 10s áci
dos grasos presentesen preparaciones de membranas de Crm's. Se
observa que en las Rhadoapinitiaceae , e] ácido vaccénico (18
carbonos) es e] de mayor porcentaje mientras que en preparacio
nes de Cha. ULHOóumse encuentran cantidades aproximadamente i
guaies de los ácidos palmitico, palmitoieico y vaccénico.

V.3. Microscopía eïectrónica

Se efectuaron estudios de microscopía eiectrónica en bag
terias fotosintéticas con 1a finaiidad de anaiizar 1a morfolo
gía de] sistema membranosointracitopiasmático (S.M.I.), identi
ficar fragmentos de membranasaisiadas e investigar distintos
aspectos de ias mismas.

Dentro de Ios trabajos más importantes se encuentran las
investigaciones realizadas con céluïas enteras crecidas bajo
distintas condiciones (Cohen-Bazire, 1963; Cohen-Bazire y Kuni
sawa, 1963; Holt y Marr, 1965 b; Peters y Ceiiarius, 1972).

Estos estudios no sólo sirvieron para identificar 1a na
turaieza de] aparato fotosintético ¿n v¿uo, sino también para
informar acerca de cómo actúan ias membranas fotosintéticas en
1a céiuia.

La utiiidad de 10s trabajos de microscopía eïectrónica
con céluias enteras fue demostrada por Cohen-Bazire y sus coia
boradores (Cohen-Bazire, 1963; Cohen-Bazire y Kunisawa, 1963;
Cohen-Bazire y Sistrom, 1966). Estos investigadores examinaron
secciones finasde Ra. nubnumy Rp. ¿phaenoidca crecidas bajo
una variedad de condiciones, desde oscuridad y aerobiosis hasta
anaerobiosis bajo diferentes intensidades de iiuminación. Se ob
servó que ias céiuas crecidas anaeróbicamente, a intensidades
entre bajas y moderadas, contenían en e] citoplasma numerosas
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vesículas circulares. En cultivos crecidos a diferentes inten
sidades luminosas, aparecía una buena relación entre el número
promedio de estas vesículas por célula y la concentración de
Bel en el tejido cosechado. En cambio, existían muy pocas vesí
culas en el citoplasma celular, en cultivos Crecidos aeróbica o
anaeróbicamente a elevadas intensidades luminosas.

Estos investigadores concluyeron que estas vesículas co
rrespondían al aparato fotosíntético celular.

Trabajos posteriores confirmaron estas conclusiones ob
servándose vesículas similares morfológicamente en Rp. capsufg
ta (Drews et al, 1969 b), en algunas especies de Chnomatium
(Cohen-Bazire, l963; Kran et al, 1963; Fuller et al, l963), en
Th¿o¿p¿n¿ftum jencnse (Cohen-Bazire, l963) y T. noacopen¿1c¿na
(Cohen-Bazire, l963; Takacs y Holt, l97l a).

Los diámetros de estas vesículas eran generalmente bas
tante uniformes dentro de los organismos de una misma cepa, pe
ro variaban en un rango de 30-80 nm en diversas especies. A pe
sar de que la mayoría de las vesículas aparecían c0moentidades
independientes,también se observó la presencia de vesículas pa:
cialmente unidas a la membranacitoplasmática, siendo aparente
mente una continuación o invaginación de la misma.

Estudios posteriores mostraron que existía una diversi
dad remarcable en la morfología del aparato fotosíntético de
las bacterias purpüreas. El sistema membranosovesicular casi
esférico característico de Rp. ¿pha2404de4 y Ra. nubhumse reem
plaza por un sistema de membranas tubulares en Thiocapóa
páennigii (Eimhjellen et al, 1967), por una invaginación membra
nosa irregular en Rp. gefathoaa y R5. tenue (Neckesser et al,
l969; de Boer, 1969) o por varios tipos de sistemas membranosos
lamelares apilados en RA. moflióchianum, otras especies de Rho
doapiniflkum, Rp. pafuótnía, Rp. ac¿doph¿8a, Rhodomjcnobium
uann¿etL¿yEctothionhodospLAa.

V.4. Efectos de la intensidadnluminosagv_delmgítadqudewdesarro
llo del cromatóforo

Un tema de extensa investigación es el efecto de la inten
sidad luminosa sobre la composición del aparato fotosíntético



bacteriano (Cohen-Bazire y Sistrom, l966; Lascelles, l968).

Ketchumy Holt (l970) observaron un contenido especifi
co constante de Bcf en Crm's purificados de cultivos en estado
estacionario de RA. nubhum, en los cuales la velocidad de creci
miento varió de 0,038 a 0,l85 hrs-1. Esto representaba un rango
de intensidades luminosas de lOO a 3.l00 ftc. Sin embargo, se
obtuvo un aumento de 2 veces en el contenido de Bet, en Crm‘s
aislados de células en fase estacionaria, las cuales presenta
ban un "self-shading" significativo. En consecuencia, el factor
Critico que determina el contenido de Bei seria el estado fisig
lógico de tales cultivos en lugar de la intensidad de la luz in
cidente a la cual se encuentran expuestos. Estos hallazgos sugi
rieron que la relación indirecta existente entre la intensidad
luminosa y el contenido especifico de Bet, observada en células
de R4. hubnum en estado estacionario (Holt y Marr, l965 b; Ket
chum y Holt, l970) daria cuenta de cambios en la cantidad total
de membrana presente en los Crm's en los cuales el contenido re
lativo de Bcfi y proteina permanecen constantes. Esta posibili
dad se encuentra confirmada por las observaciones realizadas en
cortes finos de la célula entera (Cohen-Bazire y Kunisawa, 1963;
Cohen-Bazire, l963; Holt y Marr, l965 b).

Ketchum y Holt (l970) observaron que en Crm's purifica
dos, el contenido de fosfolipidos era directamente proporcional
a la velocidad de crecimiento especifico de los cultivos. Steiner
et al (l970) encontraron que el contenido de Bet por unidad de
fosfolipido permanecía constante en Rp. capóulata crecida a di
ferentes intensidades luminosas. Lascelles y Szilágyi(l965) ob
servaron que existia un aumento paralelo de la Bet y de los fos
folipidos, en suspensiones de Rp. ¿phaenoidea con baja aireación,
en las cuales se indujo la formación de Crm's.

Resultados similares se produjeron en Rs. nubnumy Rp.
capsulata, durante la inducción de la formación de Crm's
(Schroder y Drews, 1968).

En base a los estudios efectuados sobre la regulación en
la sintesis de Bel, Aagaard y Sistrom (l972) trataron de atri
buir las diferencias existentes en las respuestas de R5. hubhum
y Rp. ¿phaenoideó a alteraciones en la intensidad luminosa.

A pesar de que la velocidad de crecimiento afectó el con
tenido de Bcl en forma similar en ambos organismos (Sistrom,



l962 b; Holt y Marr, 1965 b; Cohen-Bazire y Sistrom, l966), se
observó una relación inversa entre el contenido especifico de
la Bei presente en los Crm's de Rp. ¿phaenocdeó y la intensi
dad luminosa a la cual se encontraban expuestos los cultivos
(Norden y Sistrom, 1964; Gorchein, l968 a). Se concluyó que,
en Rp. ¿phaenoideó, tanto la cantidad de membrana del Crm como
el contenido especifico de Bci variaban en funciónde los cam
bios en los niveles celulares específicos de Bet. Asi, se han
encontrado grandes cantidades de membranas de Cnm'a con alto
contenido especifico de Bel, en células crecidas con baja inten
sidad luminosa. Aagaard y Sistrom (1972) sugirieron que las
respuestas distintas de estos dos organismosreflejarian la mane
ra en que se regulan los niveles de los componentes de la
LH BCE.

También se observaron cambios en la composición de prepa
raciones de Crm's aislados de Rhodospirillaceae aeróbicas facul
tativas, en las cuales la formación del aparato fotosintético
se encontraba inducida por una tensión disminuida de 02 0 por
una transición de uncrecimiento aeróbico a uno fototrófico. En
Crm's fotoquimicamente activos, purificados de Ra. nubnum, el
contenido especifico de Bet aumentaba paralelamente al de los
extractos crudos, por transferencia de condiciones de alta a ba
ja aireación, (Cohen-Bazire y Kunisawa, l960).0elze et al (l969)
informaron la aparición de tres distintas fases en la formación
delas membranas de los Crm's, durante la adaptación de RA. nu
bnumal crecimiento fototrófico. No se pudieron aislar Crm's en
la fase inicial (aproximadamente de 3-6 hrs. de duración). Esto
es una consecuencia de la incorporación a la membranacitoplas
mática preexistente, del material específico del Crm, reciente
mente sintetizado. En el segundo estadio, se aislaron Crm's en
los cuales el contenido especifico de Bel aumentaba en pr0por
ción directa a la adaptación celular. En la fase final, no se
observó incrementoen el contenido de Bok en los Crm's, no obstan
te la acumulación continua de pigmento intracelular.

De estimaciones de los niveles de Bel y proteinas en pre
paraciones de Crm's altamente purificados, se determinó que las
membranas fotosintéticas de Rp. sphacnoidcó mantenían su compo
sición constante, luego de las etapas iniciales de adaptación
al crecimiento fototrófico (Huangy Kaplan, l973). Estos autores



concluyeron que ocurria una sintesis coordinada de Sci y de prg
teinas especificas del Crm. Los resultados de los análisis de
la fluorescencia de la Bat, durante la inducción de la f0rmación
de los Crm's en Rp. aphacnoidea se interpretaron en términos de
una unión sincrónica de todos los componentes de los pigmentos
fotosintéticos (Cellarius y Peters, l969). En contraste, estu
dios recientes de Niederman et al (19/6) con suspensiOnes con
centradas de Rp. ¿phaenoidca en las cuales se indujo la forma
ción de los pigmentos fotosintéticos mediante baja aireación,
sugirieron una asociación no coordinada de todos los componentes
accesorios y esenciales funcionalmente para el desarrollo del
aparato fotosintético (figura_í;L;).

Bajo estascondiciones la sintesis de los pigmentos foto
sintéticos se inició sin la aparición de un lag significativo.
Además, en las preparaciones de las células enteras, se observó
un incrementoparalelo de la Bcf y del carotenoide spheroidenona.

El espectro ¿n vivo de Rp. ¿phaenoidea contiene dos com
ponentes LHBct, los cuales corresponden al 95% de la Bck total:
la B 850 con bandas de absorción a 800 y a 850 nm y la B 875 con
una absorción máxima a 875 nm (Sistrom, l964).

Un análisis de los niveles de los complejos LH-BcZpre
sentes en preparaciones altamente purificadas de Crm's indicó
que laincOrporación de estos componentesseguia un curso asincró
nico (figura_á¿l¿ cuadro inferior).

La B 875 penetraria en los Crm's preferencialmente duran
te los estadios tempranos de la inducción, manteniendo su nivel
posteriormente en un estado estacionario. Los citOCromos b y c
también se mantendrïan esencialmente a niveles constantes.

La mayoria de estos compuestos Cumplirian funciones esen
ciales en los eventos fotoquimicos primarios y en el flujo eleg
trónico luz dependiente. El complejo B 875 seria sumamente im
portante ya que se encontró en cantidades fijas y estequiométri
cas con respecto a la Bet relacionada con los centros de reac
ción (Bet-CR) (Aagaard y Sistrom, l972) en células donde varia
ba el contenido de Bel; en cambio, sus niveles se redujeron en
mutantes de Rp. ¿phaenoidca carentes de Bot-CR (Sistrom y Clay
ton, l964; Sistrom,l966).

Los niveles de los componentes LHaccesorios, pheroideng
na y B 850, conjuntamente con el polipéptido asociado al 8850
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aumentaron de una manera coordinada, en los Crm's aislados. El
incremento en el contenido especifico de la Bet se debió a la
concentración elevada del componente B 850. Estos hallazgos es
tarian de acuerdo con la existencia de mecanismos regulatorios
independientes que controlarian los niveles de los componentes
esenciales funcionalmente y accesorios, dentro de la membrana.

Sistrom (l962 a), Bull y Lascelles (l963) y Drews (l965),
demostraron que en Rhodospirillaceae existe un ac0plamiento o
bligado entre la síntesis de BCEy la de proteina. Se propuso
entonces,que esto reflejaria una asociación especifica entre la
sintesis de la Bet y la formación de proteinas involucradas en
la ubicación de los fotopigmentos en la membrana(Lascelles,
l968). Takemoto y Lascelles (l973) demostraron que en Rp. ¿phag
notdeó, la formaciónde la Bcl se encontraba acoplada a la sinte
sis de p0r lo menos, cuatro proteinas especificas del Crm. Es
tas incluían LHBet-proteinas y las asociadas a los centros de
reacción fotoquimicos (Takemoto y Lascelles, l974). En cepas
mutantes que no sintetizaban Bei, estas proteinas estaban au
sentes o en niveles reducidos significativamente.

Se han propuesto numerosos mecanismos para explicar los
efectos de la intensidad luminosa y de la tensión de oxigeno,
sobre la sintesis de la BCEy de las membranas de los Crm‘s.
Marrs y Gest (l973 b) determinaron el mecanismo mediante el
cual, el Oxigenomolecular inhibia reversiblemente la sintesis
de Bei, en mutantes de Rp. capaukaia, con deficiencias respira
torias (Marrs y Gest, 1973 a). En las mutantes que carecían de
actividad de citocromo-oxidasa, la formación de la BCEse encon
traba reprimida por el oxigeno, a niveles equivalentes a aque
llos observados en la cepa parental. Esto no estaria de aCuerdo
con la proposición original de Cohen-Bazire et al (l957), en la
cual el estado redox de un intermediario carrier de electrones,
regularia la sintesis delos pigmentos. Se concluyó entonces, que
el oxigeno molecular inactivaria directamente a algún factor re
querido para la sintesis de la Bel. Se pensó que cuando la ten
sión de oxigeno seencontrabasuficientemente disminuida, el fas
tor se reactivaria por un flujode electrones desviado de la ca
dena respiratoria y proveniente del NADHo del succinato.

Se sugirió una modificación del mecanismo propuesto, pa
ra explicar la relación inversa entre la intensidad luminosa y



el contenido de Bel en la célula entera. Es posible que la ilu
minación provoque una desviación de los electrones fuera del al
cance del factor regulador propuesto, ya que Keister y Yike
(l967) mostraron que la luz estimulaba una reversión del flujo
electrónico. Esto explicaría la inhibición observada en la sin
teis de la Bel, a medida que aumenta la intensidad luminosa in
cidente.

V.5. Esoeculaciones acerca de la naturaleza estructura] de la
membrana de los Crm's ¿n vivo

De acuerdo con los resultados de numerosas investigacio
nes morfológicas y bioquímicas, el término Cromatóforo (Crm)
aplicado inicialmente por Pardee et al (1952) al aparato foto
sintético bacteriano, sufrió considerables modificaciones. Oel
ze y Drews (1972) abandonaron dicha designación y la reemplaza
ron por "sistema membranosointracitoolasmático" (SMI). Este
último nombre resulta sumamente vago y ha sido utilizado también
para designar numerosasestructuras de bacterias no fotosintéti
cas. Frenkel y Nelson (1971) señalaron que el término Crm no
era lo suficientemente específico, debiéndose aclarar que las
particulas derivaban de bacterias fotosintéticas. Considerando
estos puntos, se sugirió que las membranasfotosintéticas ais
ladas y separadas del resto del material celular, se denomina
rian Crm's mientras que la estructura que existe ¿n v¿uo se
designaria como "membranas del Crm".

En cuanto a la cuestión de la continuidad fisica de la
membrana del Crm con la membrana citoplasmática, ésta, aün no ha
sido resuelta.Drews et al (1969 a) desarrollaron dos posibles in
terpretaciones para las invaginaciones provenientes de la membra
na citoplasmática (M.C.). En el primer modelo, tanto el Crm como
la M.C. estarian compuestos por los mismos componentes macromolg
culares, pero en diferentes proporciones relativas. En el modelo
alternativo, la membranadel Crma pesar de hallarse unida a la
M.C., seria una estructura altamente especializada y totalmente
diferente en su composición con respecto a la membranaperiféri
ca. Oelze y Drews (1972) desarrollaron el primer modelo.En base
a sus estudios con RA. hubnum, Sugirieron que durante la induc
ción de la formación del Crm, la M.C. comenzaría a diferenciarse,



debido a] aumento de determinados compuestos asociados a reac
ciones iuz-dependiente. Liegado a1 punto en que 1a veiocidad de
sintesis de ia membranacitopiasmática diferenciada excedia a
1a de 1a pared ceiuiar, 1a M.C. iniciaria su invaginación io
cua] reSuitaria en 1a formación de 1a membrana de ios Crm's. A
medida que ei desarroiio proseguia, 1a diferenciación ocurria
preferentemente en ia membranade ios Crm's, estabieciéndose
un gradiente de actividad enzimática. Se propuso también, que
este proceso de diferenciación seria reversible, cuando ocurre
una transición de] crecimiento fototrófico a] quimiotrófico.

Sin embargo, investigaciones más recientes (Irschik y
Oeize, 1973) Sugirieron que 1a transición de una baja a una a1
ta intensidad luminosa en Ra. hubnumcrecidas fotosintéticamen
te, resultaría en una conservación estructura] y funciona] de
1a membrana de ios Crm's. Estos resuitados indicarian que no
existe una intraconversión, formándose ias membranascitopiasma
ticas y dei Crmen forma independiente.

E1 modelo aiternativo estaria representado por ios resul
tados obtenidos recientemente con Rp. ¿phaencideó (Huang y Ka
pian, 1973; Kosakowski y Kapian, 1974). Estos autores observa
ron que durante 1a adaptación a] crecimiento fototrófico, exis
tia una sintesis preferencia] de proteinas soiubies en 2-c10
roetano], especificas de] Crm. Esta fracción daria cuenta de]
95%de 1a proteina tota] de] Crm, durante ios üitimos estadios
de ia inducción. En contraste, ias proteinas insoiubiesen 2-c19
roetanoi, fueron diiuyéndose graduaimente de 1a membrana de]
Crm, a medida que e] proceso de adaptación continuaba. Esta ü]
tima fracción representaria e] sitio de unión dei Crm a 1a membra
na citopiasmática. Se conciuyó entonces que, a pesar de que ios
pasos iniciaies de formación de] Crmocurrian en 1a periferia
ceiuiar, e] crecimiento dei aparato fotosintético seria indepen
diente de] correspondiente a 1a membranacitopiasmática.

Segen y Gibson (1971) propusieron que 1a membrana dei
Crmestaria formada por diversas partes, ias cuaies se sinteti
zarian en forma independiente.

Singer y Nicholson (1972) sugirieron que 1a proteina y 1a
Bet se insertaban en ia membrana en crecimiento, en 1a forma
de un compuesto extenso. Shaw y Richards (1971) y Gibson et
a] (1972) propusieron que ios Crm‘s de Rp. ¿phaahoideb deriva



rian de una estructura precursora. Es muy posible que la misma
se encuentre ubicada en una posición relativamente fija dentro
de la membrana.

Comoresultado de estudios bioquímicos y de microscopía

electrónica, parecen haber quedado pocas dudas acerca de que el
aparato fotosíntético constituiría una unidad funcional inte
grada en la membranacitoplasmática. Sin embargo, estas investi
gaciones no establecieron firmemente si todas las regiones de
la membranadel Crmse encuentran estructuralmente interconecta
das. Se ha dejado abierta la posibilidad de que vesículas de
Crm's consideradas "maduras" "brotarian" de la membrana.
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PARTE 4: QUIMICA DE LOS COMPONENTES CELULARES

VI. BACTERIOCLOROFILA Y EVOLUCION FOTOSINTETICA

VI.l. introducgi;n

Las porfirinas son los pigmentos de la vida. Selecciona
dos por la evolución biológica, estos tetrapirroles poseen una
estructura adecuada para la fotosíntesis y la conversión energg
tica. Los mecanismos bioquímicos y fisicos de estos procesos,
asi como también las propiedades fisicas y químicas de estas
moléculas se encuentran aún en una etapa inicial de estudio.

En el presente capitulo se tratará de analizar la rela
ción entre la estructura y la función de la Bct con su ubica
ción evolutiva.

VI.2. Propiedades

Las propiedades de estos pigmentos se hallan generalmena
te resumidas en trabajos relacionados con las Clorofilas (Ct's):
Rabinowitch (1945, 1951, l956), Smith y Benitez (l955), Vernon
y Seely (1966), Gurenovich et al (l968).

Comosucede con las Cf‘s, la BcK se aisla usualmente
con una molécula de agua unida al magnesio. El color azul de
las soluciones de estos pigmentos se debe a una banda de absor
ción bastante débil cercana a 590 nmy a la cola correspondien
te a la transición a 760 nm.

Sauer et al (1966) y Ballschmiter y Katz (l969) determi
naron el espectro de formas agregadas de Bei.

La Bet es una molécula sumamente inestable. Esta inesta
bilidad se debe a la rápida foto y autooxidación del pigmento
en solución diluida, especialmente en metanol. Sin embargo, en
soluciones concentradas de dietiléter suele ser bastante esta
ble.

Por otra parte, la Bet es muy resistente a la pérdida
del Mgpara formar Eacteriofgojitina (Bft). El orden de estabi
lidad creciente para los quelatos con Mges el siguiente:



porfirina < ciorina < bacterioclorina. Para convertir en forma
rápida y cuantitativa 1a Bel en Bft, se requiere airededor de
0,1 Mde ácido metanosuifónico en éter.

La Bft es mucho más estable a 1a iuz que 1a Bei; también
es menos soiuble pero se la puede obtener más fácilmente en for
mamicrocristaïina.

Además de la Bel a (figurQMQLl) se encuentran otros pig
mentoscaracterísticos en ias bacterias fotosintéticas. Jensen
et a] (1964) informaron acerca de sus espectros y propiedades.
La estructura de 1a Bei b es 1a misma que 1a de 1a Bel a, saivo
e] reemplazo de] etiio por un grupo etiiiden (Scheer et a1,
1974). Esta Bet es Sumamente interesante ya que su banda de ab
sorción ¿n vivo ,cercana a 1 um corresponde a 1a mayor iongi
tud de onda para ios pigmentos fotosintéticos conocidos.

Las bacterias verdes poseen comopigmentos fotoactivos
además de 1a Bel a, "chiorobium ciorofilas“. Estas absorben cer
ca de 650-660 nm (Hoit, 1966).

Las Bct'a pueden aislarse mediante técnicas de extracción
y cromatografía. Los procedimientos detallados se enCuentran des
criptos por Strain y Svec (1966).

V1.3. Estructura

V1.3.1. Bacteriociorofiia y otras macromoiécuiasrelacionadas

La estructura de 1a Bet se muestra en 1a figura 6¿l¿ Esen
cialmente es una macromoiécuia conjugada, cuyo aniiio básico c9
rresponde a una porfirina. E1 tamaño de 1a misma está determina
do por e] requerimiento de que e] pigmento absorba radiación so
iar cercana a 600 nm. La simpie ruptura de 1a simetría de 1a
porfirina, por reducción de una doble Iigadura en un aniiio pi
rróiico, forma una Clorina, 1a cua] presenta una absorción mucho
mayor a 660 nm (Figura o;g;). La repetición de esta reducción pe
ro en uno de ios aniiios pirróiicos opuestos a] anterior, origi
na 1a gactgrjgglgrjna que absorbe fuertemente a 770 nm. Estas
molécuias retienen las propiedades aromáticas y fotoquimicas re
queridas para constituir un pigmento fotosintético. La reducción
de 10s demás anillos pirróiicos o 1a interrupción de la conjuga
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ción de la porfirina por reducción de los puentes meso (flori
nas, porfometenos y porfirinógenos) (g¿g¿[¿_g¿g;), llevan a la
formación de moléculas inestables con bandas de absorción a
longitudes menores, las cuales no resultaron útiles durante la
evolución (Mauzerall y Hong, l975).

VI.3.2. Quelatos metálicos

Los quelatos Mg-porfirina se pueden sintetizar en el la
boratorio sólamente en condiciones anhidras. El mecanismoutili
zado por la célula para su biosintesis constituye aún un miste
rio.

Otros metales que también forman quelatos, comoel hierro
y el cobre, no son adecuados para la fotosíntesis.

Los quelatos Zn-porfirina poseen las mismas caracteristi
cas fotoquimicas que los de Mg-porfirina; se forman muy fácil
mente y en general, el Zn (como también el Cu) es uno de los
principales contaminantes de las porfirinas libres.

VI.3.3. Ejosintesis

La biosintesis de la SCL es un ejemplo excelente de como
una molécula altamente compleja se puede sintetizar a partir de
precursores muy simples (EÍOQÏG.ÉL1L).

Nuestros conocimientos acerca de este camino biosintéti
co se deben a los trabajos de June Lascelles (l964), los cuales
serán reseñados en uncapitulo posterior.

Las distintas cadenas laterales presentes en la BCEpro
vienen de los residuos propionato y acetato, originales de la
gropprfirina (Eigu[a_fi¿í¿). Estos se transforman en grupos meti
los y vinilos por decarboxilación y posterior decarboxilación
oxidativa respectivamente. Uno de estos grupos vinilo se reduce
a etilo, mientras que el otro se convierte en un grupo acetilo
(figura 6¿l¿). Una serie de complejas reacciones llevan a la
formación del quinto anillo, el cual contiene las grupos carbo
nilo, carbometoxi y metileno.

Hauzerall (1976) publicó una variedad de Sugerencias nar

ra explicar la función de este quinto anillo, en la CE a.
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Finalmente,se incorpora el grupo fitilo o geranil-gera
nilo (Katz et al, 1972) los Cuales refuerzan fuertemente las
propiedades hidrofóbicas de la molécula.

Hasta el momento, se considera que la síntesis de la CI
precede a la de la BcZ (Figura ;¿¿¿L)

VI -4 - ¿19125151

VI.4.l. Evolución de la fotosíntesis

El origen de la fotosíntesis ha sido un tema ampliamente
investigado (Buvet y Ponnamperuna, l97l; Gaffron, l965; Oparin
et al, l959; Krasnovsky, l974; Olson, l970).

Granick (l965) quien hizo hincapié en la fotoquímica
prebiótica, concluyó que la fotosíntesis constituiría un proce
so temprano de la evolución. Además, en l957, Granick propuso
un modelo utilizando SFe, mediante el cual pudo ubicar la fecha
de la aparición de la ferredoxina bacteriana.

Comola vida tuvo su origen cuando la atmósfera terres
tre se encontraba en estado reductor, las reacciones fotosinté
ticas útiles habrían sido las fotooxidaciones de los compuestos
orgánicos reducidos y predominantes y la emisión de hidrógeno.
Estos compuestos orgánicos oxidados serían los intermediarios
reactivos necesarios para la biogénesis.

El primer tetrapirrol del camino biosintético es la
Uroporfirina (Figura 6.4.). En soluciones acuosas, diluídas y
neutras, esta porfirina libre fotooxidaría numerososcompuestos
orgánicos (Mauzerall, 1960 a, b). Una vez efectuada la quela
ción con Mgo Zn,la foto-reacción favorecida sería la reducción
de un aceptor y la oxidación del pigmento. Bajo condiciones re
ductoras, esta transferencia de electrones sería solamente uti
lizada para generarATP. Sin embargo, una vez que la oxidación
del pigmento se encuentre acoplada al último aceptor, el agua,
se formaría oxígeno y comenzaría el ciclo de la fotosíntesis.
La presencia de un gran gradiente de energía libre entre el oxí
geno y los compuestos orgánicos reducidos, sería la que permite
la existencia de formas de vida más complejas. La ventaja evolu
tiva de este gran gradiente es que favorece la selección de la
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fotosíntesis modernasobre las formas pasivas de utilización
de la luz, por ejemplo, formación del ATPpor foto=reacciones
ciclicas o por bombade protones de bacterio-rodOpsina.

V1.4.2. Evoluciónüge_lawBacterjgglorpfila

Después de esta breve visión de la evolución fotosinté
tica, quedaria otro problema a analizar: la ubicación de la Bat
frente a la Cl. De acuerdo con el camino biosintético (figura
g¿5¿) la CE precede a la Bet mientras que las proposiciones usua
les en evolución indican que la aparición de la CKes posterior
a la de la BCE.

Sin embargo, el punto de vista moderno relaciona la es
tructura quimica con la función, lo cual posiblemente lleve a
una revisión de las conclusiones de los estudios efectuados so
bre la evolución fotosintética.

La complejidad y la especificidad de las estructuras
quimicas de la Cl y la Bet indicarian que las mismas no provie
nen de reacciones químicas prebióticas. Siendo asi, el camino
biosintético no habria aparecido muy tardiamente. De hecho, se
puede señalar con precisión en qué etapa finaliza la sintesis /
quimica simple y comienza la especifica. Esto ocurre en la con
versión del Coproporfirinógeno en Protoporfirinógeno. En esta
etapa dos residuos propiónicos son atacados eSpecificamente,
dando origen a dos grupos vinilos más reactivos. Este paso es
muydistinto a los anteriores, en los cuales existen condensa
ciones y decarboxilaciones simples, que originan siempre espe
cies caracteristicas más estables. La esterificación de un resi
duo propionato especifico y la quelación con Mgconstituyen un
punto decisivo en la aparición de la función fotoquimica. La
formación del anillo de cinco miembros en la Protoclorofila es
una reacción altamente oxidante: se pierden seisequivalentes de
reducción. En numerosas oportunidades se ha planteado que la
Bcl es más reducida que la CI: una tetrahidro versus una dihidrg
porfirina. Sin embargo, si consideramos la molécula total, la
CK a y la Boi a poseen exactamente el mismo nivel redox (Figu
r¿“g¿g¿). Los dos hidrógenos extras que posee la Bcf se encuen
tran balanceados por los dos equivalentes de oxidación de la
transformación del grupo vinilo en acetilo en la posición Z



(Figura É¿É¿). Asi, e] argumento de que 1a Bet es más reducida
y por 10 tanto, más primitiva podria descartarse.

La oxidación de] grupo metiïo en 1a posición 3 a un gru
po formilo en la Cl b, transforma a ésta en una moiécuia más o
xidada (4 equivaientes) que 1a CEa (Eigura_g¿í;). La Bct b
(Scheer et a1, 1974) es 2 equivaientes más oxidada que 1a Bel
a. Aparentemente, habria un giro tota] en e] camino biosintéti
co, hacia 1a formación de moiécuias con un mayor nive] de oxida
ción.

Generaimente, se piensa que 1a aparición de ias bacte
rias fotosintéticas precede a 1a de ias cianoficeas (aigas azu_
ies), en 1a evoiución (Brock, 1973; Schopf, 1974). Sin embargo,
Oïson (1970)sugirió 1a presencia de un pigmento simiiar a 1a
CBa, e] cua] seria un precursor c0mün para ambas. Mauzeraii
(1978) conciuyó en cambio, que 1a bacteria fotosintética moder
na surgiria de una cianoficea uniceïuiar primitiva. La simili
tud de] fotosistema I de las cianoficeas y de ias bacterias fo
tosintéticas se expiicaria fáciimente según ias conciusiones
de Mauzeraii (1978) pero también según ias de01son (1970).

E1 origen secundario de 1a fotosíntesis-Bet expiicaria
1a fuerza inductora evoiutiva hacia un nicho ecoiógico (longi
tudes de onda) no ocupado por las cianoficeas.

Los pares de bases de las bacterias fotosintéticas coin_
ciden con aqueiios de ias cianoficeas uniceluiares de] tipo 1-A.
Tres cepas de Chtonobium contienen G + C (55:3%) mientras que
ias bacterias fotosintéticas comunespresentan un 6615%de G + C
(Nermore, 1973). E1 contenido de G + C en las cianoficeas unice
1u1ares de tipo 1-A muestra dos rangos distintos de distribu
ción: 53t5% y 68:3% (Schiff, 1973). Estos datos estarian de a
cuerdo con una reiación estrecha entre estos organismos y suge
ririan una diversión evolutiva de ias cianoficeas hacia estas
bacterias.

La bacteria verde Chfohob¿um es un caso sumamente inte
resante. En estos organismos existe una gran antena de "chioro
bium CE" conectada a proteina correspondiente a 1a Bet (Oison,
1971; Oison, 1978), y ésta a ios centros de reacción caracte
risticos. Es interesante c0mparar esta antena-CK con ias fico
bilinas, presentes en ias cianoficeas primitivas. Las üitimas
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se fOrmanpor ruptura oxidativa de un intermediario macrocicli
co, del camino biosintético de las Cí's. Chtonobium adaptó el
intermediario del camino de sintesis de Bcf, para la función
de antena. Los cambios estructurales de la “Chlorobium CZ"
(Mathewson et al, l963; Holt, 1966) a partir de la Cf a se
rian: hidratación de los grupos vinilos, decarbOmetoxilación
del quinto anillo y alquilación de los puentes meso. Estas va
riaciones serian una respuesta de los centros de reacción, los
cuales requeririan una antena de menor energia que la provista
por las ficobilinas. Asi comolas ficobilinas, se encontró una
variedad de especies moleculares, cuyas estructuras serian cri
ticas para la transformación fotoquimica, aunque no son únicas
para la simple función de recoger fotones y transmitir la exci
tación.

La secuencia de aminoácidos de la ferredoxina y su compg
sición restringida indicarian que provienen de un precursor co
mún, (Hall et al, l973). El tamaño de la ferredoxina parece au
mentar al crecer la posición filogenética: Cicatn¿d¿um SS,
Chtonobium 60, Rhodoapinclium 66-75, Chnomat¿um 8l y espinaca
97 residuos. Es interesante resaltar que la ferredoxina de
Chtonobium (Tanaka et al, l974) presenta un tamaño y una secueg
cia semejante a la de Ctostn¿d¿um. Esto indicaria el origen tem
prano de las bacterias fotosintéticas verdes. Seria interesante
obtener datos acerca de la ferredoxina de las cianoficeas unicg
lulares.

Otro caminoposible para distinguir entre las distintas
hipótesis es el origen del ácido 6-aminolevülico requerido pa
ra la biosintesis de los pigmentos porfirinicos. Las bacterias
fotosintéticas utilizan el caminoglicinasuccinato (fiigg[g_á;2)
asi como los mamíferos. Sin embargo, las plantas superiores
(Beale y Castelfranco, l974) y las algas (Mauzerall, l978) usa
rian un precursor diferente, probablemente el ácido glutámico.

Seria sumamente interesante averiguar cuál es el camino
utilizado por las cianoficeas unicelulares. Si es el glicina-su
cinato, la relación entre las cianoficeas y las bacterias foto
sintéticas seria más intima; si es el de las plantas superiores
el argumento más probable seria un origen no común.

En resumen, no se ha arribado a una conclusión clara a
cerca de la secuencia en la biosintesis de la CI y de la Bot y



en 1a evolución fotosíntétíca. Sin embargo, se ha podido reïa
cionar 1a estructura de estos pigmentos con su función durante
1a fotosíntesis.
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VII. PIGMENTOS CAROTENOIDES

VII.1. introducción

Durante e] año 1930, comenzaron Ios estudios de van Nie]
y Karrer, acerca de ios carotenoides en ias bacterias fotosintg
ticas. Posteriormente, en 1950, 1a escuela de Goodwinprosiguió
con dichos trabajos.

La estructura y 1a síntesis tota] de los mismos fueron es
tudiadaspor diferentes escueias: Isier, Needony Surmatis.

La üïtima actuaïización sobre carotenoides en bacterias
fotosintéticas fue 1a de Liaaen-Yensen (1963). Posteriormente,
aparecieron otros trabajos más extensos (Liaaen-Jensen, 1965;
Liaaen-Jensen y Andrewes, 1972; Goodwin, 1973); sin embargo, és
tos no fueron específicos de bacterias fotosintéticas.

En 1a monografía presentada por Isler (1971) se enCUen—
tran recopiiados todos los trabajos acerca de este tema, hasta
e] año 1970.

Vll.2. Estructura

VII.2.1. Definición y NomencTatura

Reciben e] nombre de Carctenoiggí cierta ciase de hidro
carburos (Carotenos) y sus derivados oxigenados (Xantófiias o
Xantinas). Estos compuestos presentan 1a característica de’que
sus esqueïetos carbonados están formados por unidades de 5 car
bonos, 11amadas isoprenos o isoprenoides (Figura 7.1.).

Todos 105 carotenoides derivarian de 1a estructura bási
ca de] iicopeno (Eigura 7.2167)) porhidrogenación, dehidrogeng
ción, ciciización, oxidación o combinación de aïguno de estos
procesos. E1 número que aparece en cada carotenoide en 1a Fig 
¿a_z.2. corresponde a 1a lista efectuada por Liaaen-Jensen (1978).

También reciben e] nombre de carotenoides 10s compues
tos que provienen de una reestructuración de] esqueleto 67 o
de una remoción de parte de dicha estructura.

Todos ios carotenoides se designan con nombres semisis
temáticos (IUPAC y IUB, 1975), basados en un término común
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(caroteno) y utilizando un doble prefijo de letras griegas
(B,@,W,x)para describir una estructura determinada (Figura
z¿g¿). Asi, el carotenoide (37) cuyo nombre trivial es
gpirilloxantina, recibe la siguiente denominación según IUPAC:
l,l'-dimetoxi-3,4,3‘,4'-tetradehidro-l,2,l',2'-tetrahidro-w,w
caroteno; el (2) (Egdppinal): l3-cis-l-hidroxi-l,2-dihidro-w,
W-caroten-ZOal; el (l2) (Okenona): l'—metoxi-l',2'-dihidro-x,
w-caroten-4'—ona; el (8) (lhiothegg¿ígí): l-metoxi-l,2—dihidro—
l2'-apo-w,w—caroten-l2'—al). El prefijo apo indica una ruptura
en el esqueleto de cuarenta carbonos.

Otra forma de representar estas estructuras consiste en
usar fórmulas abreviadas para los grupos terminales y las uni
dades centrales (Eiguga_z;;¿), Asi la spirilloxantina se denomi
na j-F-j y el licopeno b-F-b.

VII.2.2. Carotenoides en Bacterias fotosintéticas

Las bacterias fotosintéticas sintetizan 78 de los 350 cg
rotenoides naturales, cuyas estructuras ya han sido propues
tas (Liaaen-Jensen, 1976). Estos carotenoides se encuentran re
copilados formando grupos según las funciones que contienen:
l)aldehidos, 2) cetonas y ésteres, 3)metil éteres, 4) alcoho
les y glicósidos y 5) hidrocarburos (carotenos), (Liaaen-Jen
sen, l978).

Los carotenoides presentes en estos organismos tienen es
tructuras simples.Generalmente SOnalifáticos con algún grupo B
o aromático en los extremos. Los grupos funcionales caracteris
ticos son : hidroxi terciarios, glucosil oxi o metoxi (en posi
ciones l,l'), ceto (en 2,2' o 4,4') y en los extremos l,2,3-tri
metilfenil y l,2,5-trimetilfenil.

Los carotenoides metoxilados y los sustituidos en C20
se encuentran solamente en las bacterias fotosintéticas. Encam
bio, estructuras elementales comolas alénicas o acetilénicas,
epoxi o furanóxidos, nor-carotenoides (cartenoides en los cua
les se han eliminado átomos de C del esqueleto) o carotenoides
con 45 ó 50 C, no aparecen en estos microorganiSmos._Sólo se
han hallado unos pocos apocarotenoides.
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VII.2 3. Aspectos taxonómicos y evolutixgí

Liaaen-Jenseny Andrewes(l972) discutieron la posibili
dad de usar los carotenoides como marcadores taxonómicos en bag
terias fotosíntéticas.

La identificación de carotenoides metoxilados en depósi
tos lacustres reveló la presencia de bacterias fotosintéticas
primitivas.

La incapacidad general de estos microorganismos para ci
clar o para introducir puntos de asimetría molecular en sus ca
rotenoides los ubicaria en un nivel más primitivo que el de o
tros organismosfotosintéticos.

VII.3. Aislación

Liaaen-Jensen (197l) reseñó todos los métodos conocidos
para la obtención de carotenoides de distintos materiales bio
lógicos. Tambiénfueron descriptos detalladamente, procedimien
tos cuantitativos de aislación, a partir de tejidos fotosinté
ticos (Liaaen-Jensen y Jensen, 1971).

Para la aislación de los carotenoides se han detallado
precauciones generales (Liaaen-Jensen y Jensen, 197]), las cua
les incluyen: atmósfera inerte (vacío, N2 o C02), baja tempera
tura (-20 a 40 °C), oscuridad o luz amortiguada y condiciones
libres de ácidos y peróxidos. Estos cuidados son necesarios de
bido a la naturaleza polieno de estos compuestos.

Algunos carotenoides se alteran aún en presencia de bases
débiles; sin embargo, éstos no se encuentran en bacterias foto
sintéticas.

Un esquema general empleado en la aislación de los caro
tenoides de las bacterias fotosintéticas es el detallado en la
Figura 7.4.. Para asegurar una obtencióncompleta ya sea a par
tir de células frescas o liofilizadas, se repiten las extraccio
nes con unamezclaacetonazmetanol extrayéndose en el primero
los carotenoides y en el segundo la clorofila.

La clorofila y los lípidos coloreados se remueven por sa
ponificación. Previo a este tratamiento es necesario eliminar
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toda la acetona ya que ésta forma productos de condensación
con los carotenales en presencia de álcali (Schmidt et al, l97l).

Luego de la saponificación, se extraen los carotenoides
en éter. Los extractos etéreos se concentran-por destilación a
zeotrópica, en benceno al vacio y se cromatografian en placa del
gada de silica gel (Bolliger y Kónig, 1969).

La determinación cuantitativa de cada componente se basa
en su eSpectro visible y su coeficiente de extinción (Liaaen
Jensen y Jensen, 197l).

VII.4. Identificación y elucidación de [a_estructufa

VII.4.l. generalidades

El primer paso para la identificación de los carotenoi
des es el espectro de absorción visible, el cual indica la na
turaleza del cromóforo y la polaridad relativa en un sistema
cromatográfico conocido.

La medición de la polaridad en términos de relaciones de
partición (Petracek y Zechmeister, l956; Krinsky, l963) ha per
dido ya importancia en el campo de los carotenoides.

Una de las herramientas indispensables para su identifi
cación es la espectrometria de masa. Sin embargo, hay que tener
en cuenta la posible fragmentación de estos compuestos por im
pacto electrónico (Andreweset al, l973).

Una cocromatografia cuidadosa con material auténtico es
un requerimiento necesario pero no suficiente para probar su i
dentidad. Además, en este caso, se debe disponer de una colec
ción de carotenoides de referencia.

Aunque se tomen precauciones, es inevitable la isomeri
zación TRANS-CISdurante el procedimiento de aislación. Los i
sómeros CIS tienen espectros visibles distintos. La transforma
ción en el isómero TRANSp0r catálisis con 12 confirmaria la
naturaleza CIS de estos compuestos (Zechmeister, l962).

Solamente después de caracterizar por estereomutación,
por espectroscopia de masa, con derivados quimicos y por cocro
matrografia con carotenoides relacionados se puede concluir
que un cromóforo no ha sido descripto previamente. Antes de di



lucidar su estructura, un carotenoide no identificado recibe un
nombre que involucra la fuente del mismo y la longitud de onda
correspondiente al máximode absorción en el visible, medido
en hexano; por ejemplo, IniotbeSQLQZQ es la denominación del ca

rotenoide obtenido de las especies Ih¿othece cuyo Am- se enax
Cuentra a 474 nm.

VII.4.2. Métodosfisicos ï_gujmicos

Los primeros incluyen determinaciones de los puntos de
fusión, cromatografias y estudios de comportamiento frente a
la partición (Liaaen-Jensen, l97l), además de los espectros:
infrarrojo, RMN,masay de abSOrción en el visible (Vetter et
al, 1971).

En cuanto a los métodos quimicos para identificar caro
tenoides, se utilizan los derivados de los mismos (Liaaen-Jen
sen, l978). Los valores de Rf y los espectros de masa y de ab
sorción en el visible de estos últimos, nos permiten llegar a
la conclusión final.
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VIII. CITOCROMQÉ

VIII.1. -Introducci'_n_

La presencia de citocromos (cit's) en 1as bacterias fo
tosintéticas fue reconocida por numerosos investigadores dedi
cados a 1a purificación y caracterización de estas hemo-protei
nas (Vernon, 1953; Eïsden et a1, 1953, Kameny Vernon, 1954,
1955).

Duysens (1954) y Chancey Smith (1955) estudiaron reaccig
nes redox 1uz dependientes que invoiucraban cit's y observaron
cierta anaiogia c0n reacciones simiiares detectadas en cloropias
tos de piantas verdes (Hi11 y Scarisbrick, 195]; Davenport y
Hi1], 1952).

Las bacterias fotosintéticas constituyen una fuente prg
lifica de cit's y favorecen e] estudio de reacciones de trans
ferencia de eiectrones, 1uz inducidas.

Se han escrito numerosos trabajos acerca de ios cit's en
bacterias fotosintéticas, entre ios Cuaies merecenseñaiarse
ios siguientes; Bartsch (1968, 1971), Kameny Horio (1970), Ho
rio y Kamen (1970), Kamenet a] (1972), Lemberg y Barrett (1973),
Yamanaka y 0kunuki (1974) y Kamen (1973).

Los fotofisióiogos interesados en e] estudio de ios
cit's y de 105 agentes re1acionados con 1a transferencia eiec
trónica en bacterias fotosintéticas, se han dedicado en especia]
a1 anáiisis de aqueiios componentes invoiucrados en ias reaccig
nes redox iuz dependientes.

Uno de ios puntos a tratar en e] presente capituio es 1a
presencia en bacterias, de cit's adicionaies, de interés quimi
co y bioiógico. Un segundo tema es e] reconocimiento de diferen
tes modeios de cit's existentes en ios distintos grupos de es
tas bacterias, modeios que no corresponden estrictamente a 1a
división taxonómica.

Se acepta actuaimente que 1a absorción de un cuanto de
iuz ocurre durante un ciclo, en e] cua] un eÏectrón de] centro
de reacción de 1a Bat pasa a un aceptor primario, seguida rápi
damente por 1a transferencia de otro eiectrón de] ferrocitocrg
mo c a 1a ciorofiia fotooxidada. E1 cicio se compieta por e]
pasaje de un e1ectrón de] aceptor reducido, via otros componen
tes, taies comoia ubiquinona y e] cit b, restaurándose e] es



tado reducido de] cit c.

Los cit's también están invoiucrados en 1a transferen
cia no ciciica de e1ectrones.

De acuerdo con e] tipo de cit c impiicado en e] proceso
de transferencia eiectrónica cíclica iuz dependiente, ias bacte
rias fotosintéticas pueden dividirse en diversas categorias. La
primera de eiias inciuye aqueiias bacterias pertenecientes a ias
Rhodospiriiiaceae que contienen e] cit soiubie c2. A una segunda
categoria corresponden aigunas especies en ias cuales existen un
cit c-556 y un cit c-552, de aito y bajo potencia] rédox respec
tivamente, que se encuentran fuertemente unidos a 1a membrana ci
topiasmática. Dentro de este grupo se encuentran Chaomat¿umuLno
¿um, Thiocapaa pgenn¿g¿¿, Rhodepscudomonaó gefat¿no¿a y Rp. v4
nádia. La tercer categoria se haiia limitada a ias pocas espe
cies de Chiorobiaceae estudiadas, asi comoChlonoáfcxua aunan
t¿acuó, donde los cit's c-552 y c-SS4, unidos a ias membranas,
son 10 implicados en ias reacciones rédox iux dependientes.

Muchas de ias Rhodospiriiiaceae son capaces de crecer
en 1a oscuridad en forma aeróbica, a pesar de que aigunas mues
tran una baja toierancia por ei 02. En estos microorganismos,
e] mismo cit c2 que está invoiucrado en ios procesos de trans
ferencia de eiectrones 1uz dependientes, también funcionaria
en ios oxidativos (Taniguchi y KaMen, 1965; Kikuchi et a1,
1965). La concentración de aigunos cit's encontrados en célu
ias crecidas a 1a iuz, disminuye en forma considerabie bajo con
diciones de crecimiento aeróbico (Taniguchi y Kamen, 1965) y
en aigunas especies aparece una nueva Oxidasa aeróbica (Kikuchi
et a], i965; Saunders y Jones, 1974) para supiementar e] cit
o-tipo oxidasa (Keimmey Schiege], 1969, Conneiiy et a], 1973).

Se ha estudiado eicontenido de cit soiubie en 1a mayo
ria de ias especies de ias Rhodospiriiiaceae; sin embargo se
han determinado 1as propiedades quimicas de sóio unos pocos
cit's unidos a membrana.

VIII.2. Nomenclatura

Se utiiiza 1a nomenciatura para citocromos de] Comité
IUB (Fiorkin y Stotz, 1965).



Los citocromos se definen c0mo hemo-proteinas que parti
cipan en reacciones rédox reversibies que invoiucran 1a cup1a
ferroso -férricode1 grupo prostético y desempeñanuna función
en 1a transferencia e1ectrónica. Estos compuestos para ios cua
1es e] grupo hemo ha sido caracterizado, sedenominan cit a, b
ó c. E1 cit a contiene a1 hemo a (figura 8.1.) , e] cua1_posee
un grupo formiio en posición 8; e] cit b está compuesto por e]
protohemo y e] cit c tiene su grupo hémico covaientemente uni
do a 1a proteina (Figura_g¿g¿).

E1 hemo de ios cit's ay b puede ser extraido en acetona
o metii-etii-cetona acidificada con HC]hasta pH 2, mientras
que e] Que proviene de] cit c puede ser separado de 1a proteina
mediante 1a ruptura de 1a unión tioéter entre ios residuos cis
teina de 1a mismay ias cadenas 1atera1es de ios viniios susti
tuidos de] hemo; Ta] separación es más efectiva en presencia
de saies de metaïes pesados, a bajos pH's (Amb1er y Wynn, 1973).

E1 espectro de absorción de 1a piridina ferruhamocromo
aicaiina, provee uno de ios métodosmássimpies para distinguir
entre Ios distintos tipos de hemo. Después de 1a extracción de]
hemo, se evapora e] soivente orgánico acidificado. La fracción
hémica se disueive en piridina 25% (v/V) en NaOH0,2 Y trazan
dose e] espectro de absorción antes y después de 1a a. sión de
ditionito de sodio para reducir e] hemo a o e] hemo b. E1 resi
duo de 1a extracción puede ser tratado en forma simiiar para
detectar e] contenido de] hemo c.

E] máximo de absorción de] pico a de] espectro de la
piridina ferrohemocromo a1ca1ina de] hemo c, corresponde a

549-55] nm (cmM 1 29), e] de] protohemo (hemo b) a 556-558 nm
(cmM1 34) (Fa'lk,1964)_y e] dei hemo a a 580-590 nn: (:mM 1 26-30)
(Lemberg, 1969). Asi, por medición de] espectro de Su hemo deri
vado es posibie estabiecer 1a categoria a 1a cua] pertenece e]
citocromo, además de su concentración (Figura_8.3¿j.

Las mezcias de protohemo y de hemo tipo c darán picos o
de absorción máxima intermedia, asi como también 10 presentan
ias variantes de hemo tipo c, que se encuentran unidas por un
SÓÏOeniace tíoéter, quedando un grupo viniio 1ibre (Pettigrew
et a1, 1975). Este tipo de cit c no ha sido haïiado aün en bac
terias fotosintéticas.
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En genera], se designa 1a iongitud de onda c0rrespondieg
te a] pico o de] cit en su forma reducida, especificando ade
más en qué organismo se encuentra; por ejempio, cite-554 (Rp.
patuótn¿ó).

Debido a razones históricas , se mantienen ias denomina

ciones de cit c2 y cit c'. Este üitimo ha recibido numerosos
nombres, pero actuaimente ha quedado e] de cit c, c0rrespondieg
do e] mismoa ios cit‘s c'de aito spin.

Los cit's para ios cuaïes no se ha identificado e] grupo
hemo, se denominan de acuerdo con 1a iongitud de Onda de su pi
co a, por ejempïo, cit-560 (Rs. nubnum).

VIII.3. Métodosde aisiamiento y caracterización

V]II.3.1. Métodosdegpurificación

Existe unprocedimiento genera] de purificación que ha si
do exitosamente apiicado a numerosos cit's soïubies presentes
en bacterias fotosintéticas (Bartsch, 1971). Dicho método utiii
za técnicas convencionaies c0mo por ejempio e] empïeo de geies
de Sephadex G-75 o 6-100 y de resinas de intercambio iónico:

DEAEzceiuiosa o CM-ceiuiosa.
En muchas de ias operaciones descriptas, es necesario

controlar e] estado rédox deïos cit'spara minimizar e] número
de especies cargadas diferentemente, que pueden separarse por
cromatografía de intercambio iónico. Los cit's de aito poten
cia] pueden ser mantenidos a1 estado reducido inciuyendo un a
gente reductor comoser e] 2-mercaptoetano] o e] ditiotreitoi.

Existen aigunas propiedades que se utiiizan pa
ra proyectar métodos de purificación: punto isoeiéctrico, po
tencia] rédox, tamaño o peso moieCuiar, etc.

V111-3-2- EL 1.a j ".01? 9517.8u ido .a-mentbra_nas.__91t_BJ siii

Aigunas de las Rhodospiriiiaceae, taies como Rs. nubnum
y Rp. pafuótnió parecen contener aunque en poca cantidad, cit
C fuertemente unido a ia membrana. Sin embargo, todos ios miem
bros de este grupo presentan una cantidad apreciabie de cit B,



conclusión obtenida en base a la diferencia espectral (estado
reducido menos oxidado).

A pesar de que estos citocromos pueden ser solubiliza
dos, dependiendo del tipo y concentración del detergente utili
zado (Reed, l969), no se han publicado trabajos acerca de puri
ficaciones de los mismos.

Bartsch (1978) indicó que los cit B aislados de R5.
nubnum, Rp. capóulata y Rp. pafuatn¿4 eran muy inestables des
pués de su solubilización con detergentes. Los métodos aplica
dos a la purificación del cit mitocondrial C1 (Yu et al, 1972)
serian los más adecuados para preservar el cit B bacteriano.

Kennel y Kamen (l97l a, b) purificaron el complejo
cit-556 - cit-552, el cual constituye aproximadamente un 80%
de] hemo celular total de Cha. ULHOAum.Comolos lípidos inter
fieren en los distintos pasos de purificación, se remuevenpre
Viamonte con acetona.Los cit'Sparticulados se extraen en cola
to de sodio 2% (P/V) en cloruro de sodio 0,5 M más buffer
TRIS-HCl 50 mMpH 8. La óptima solubilización de los cit's se
Ïogra utilizando en la extracción una solución con alta fuerza
ÍÓn'ÍL‘a_

El cit particulado c-554 de Chlonofifexua aunaniiacua se
solubiliza por tratamiento con Tritón X-lOO2% (P/V) en buffer
TRIS HCl 50 mMpH 8, previa extracción de la fracción membrang
sa con acetona fria. Después de cromatografiar dicho cit en
DEAEecelulosa, se obtiene un cit purificado, el cual no requig
re agregado de detergente para permanecer en solución acuosa.

VIII.3.3. Medición de la concentracjgn

La determinación de la concentración de los cit's es bas
tante compleja, especialmente en mezclas tales comocélulas en
teras, fracciones de membranao en extractos de células libres.
Asi, encontramos estimaciones sólo aproximadas de los niveles
de las cit's en numerosasbacterias (lablawfi.l¿).

Se handesarrollado varios ensayos para establecer la con
centración de los cit's presentes en mezclas naturales. Kakuno
et al (l97l) determinaron las cantidades de cit c2, c y de
protshemo (cit B) en cr0matóforos. El cit c2 se redujo en forma



TABLA8.1.: Distribución de citocromos en bacterias fotosíntéticas
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seïectiva, estimándose su concentración en virtud de Su aïto pg
tencia] rédox y de su espectro distintivo. A partir de ias mee
diciones de 1a piridina hemocromo a1ca1ina, se obtuvo e] hemo
c tota], e] cua] dio e] contenido de] cit c‘ por diferencia
con e] cit c2. La concentración de] protohemo se determinó en
forma separada.

Neaver (1974) usó una variación de este método donde
1a medición de 1as absorbancias de] cit c' (reducido menos oxi
dado) se efectúa en sus puntos isosbésticos. De esta forma se

permite 1a estimación de 1os cit c' y c2 en extractos despro
vistos de cit B.

Estos métodos simpïes no son ütiïes para mezcïas comple
jas de cit c, con espectros y propiedades rédox simiïares.

Dutton y Jackson (1972) y Dutton y Niison (1974) inten
taron medir 1a cantidad re1ativa de cit en fracciones membrang
sas, en base a cambios en 1a absorbancia de cada especie postg
Iada mediante tituïaciones espectrofotométricas rédox. Para a
segurar una buena medición es necesario identificar e] Croma
tóforo reSponsabIe de] cambio inducido de absorbancia y cono
cer ios coeficientes de extinción para ias numerosas especies
invoïucradas.

En principio, cuaiquier método para determinar 1a este
quiometria entre Ios eïectrones necesarios para 1a tituiación
de un compuesto rédox y 1a magnitud de Ios cambios en la absog
bancia de] mismo, da como resuïtado e] vaïor esperado directa
mente; sin embargo, aün no se han desarr011ado técnicas de me
dición de mezclas compiejas.

Dutton et a] (1975) midieron 1a estequiometria de sistg
más rédox en ios cuaies se comparan Ios cambios re1ativos de a9

sorbancia debidos a 1a fotooxidación de] cit c2 añadido en ex
ceso, y de] cit c mitocondria]. Si una preparación de centros
de reacción oxida cantidades equivaïentes de cit, entonces se
puede calcuïar e] coeficiente de extinción del cit c en forma

2
reïativa a1 vaior conocido de] cit c.
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VIII 4.1. Modeio

En 1a lablafigzLL se encuentra 1a distribución de ios cit's
en bacterias fotosintéticas. Es evidente que no existe un mode
10 fijo en cuanto a 1a presencia de estas hemo-proteinas en ios
distintos micoorganismos c0nsiderados. Se observa'que aparecen
variaciones aún en cepas de 1a misma especie; por ejempio, hay
que hacer notar ias variedadesde cit'sencontradas en Ias dis
tintas cepas de Rp. patuAÍALA.

Los modeios más simpies se encuentran en Rp. acidophifa

y RhodemLcnobiumuann¿efi¿¿, donde e] único cit soiubie es e] c2
y e] particuïado predominante parece ser e] cit C-554; en
Chionoáfcxua aunanz¿acu4 existe también un único cit fuertemeg
te unido a membrana: e] c-554.

E1 rendimiento delos cit'ssoiubies puede variar en un
amplio rango, e] cua] depende de] medio y de 1a forma de creci
miento, de 1a edad de] cuitivc y de] método de extracción y pu
rificación apiicado. Asi e] cit c' no se encuentra presente
cuando Ra. nubnum (Taniguchi y Kamen, 1965) o Rp. sphacncidea
(Kikuchi et a1, 1965) crecen aeróbicamente. Además, ios niveies

de idscit‘s.52y c' de Rp. ¿phaennidea se haïian muy disminuidos
cuando se ïimita ia cantidad de hierro en e] medio de crecimieg
to mientras que ios cit’s unidos a membranaparecen eStar sólo
1evemente afectados (Ágaiidis et a1, 1974).

VIII 4 2- Legalizesióe

En ias Rhodospiriiiaceae, 1a mayoria de ios cit's Rde una
cantidad variable de cit C se ha11an unidos a membrana. Los cit's
fácilmente extraídos parecen estar 10ca1izados en e] espacio
peripiasmático ceiuiar (Prince et a], 1975, Hochmany Carmeii,
1974).

Por ruptura mecánica de ias céiuias bacterianas, se prg
duce un encap5u1amiento de por 10 menos un tercio de estos cit's
peripiaSmáticos. Dichas vesicuias se forman por 1a liberación
de fragmentos producidos durante 1a ruptura de 1a membrana.



Dutton et a] (1975) Sugirieron que 1os cromatóforos re
presentarian una muestra de 1a asociación de 105 cit's con SUS
respectivas membranasnaturales.

La mayoria de ios cit's c2 atrapados pueden actuar en
reacciones de transferencia eïectrónica iuz inducida, mientras
que ios cit's c' permanecen inactivos.

Prince et a1 (1975) postuiaron-que 10s cit's peripïasmí
ticos ocuparian preferentemente sitios de unión re1acionados con
compuestos dadores de eïectrones, por ejempïo NADH-cit c oxido
reductasa o e] sistema ubiquinona-cit b de transferencia de g
iectrones.

Existe una anaïogia entre Ias iocaiizaciones de] cit c
débiimente unido a 1a superficie externa de 1a membrana mito

condria] interna y de] cit c2 en e] espacio peripïasmático ce
1u1ar.

Es razonable postuiar entonces que ios cit's soïubies de
1as bacterias fotosintéticas se encuentran 10ca1izados en e] pe
ripiasma. Sin embargo, numerosas especies presentan cit's invg
1ucrados en e] sistema de transferEncia eiectrónica iuz depen
diente, Ios cuaies se haïïan compïetamente confinados dentro de
1a zona hidrofóbica deïa membrana. Están incÏuidos en este üïti
mo grupo: Chnumaz¿um U¿n0¿um, Rp. gclai¿noóa, Thtocapsa páennc
g¿1 , Rp. u¿n¿d¿¿ y posibïemente Chtonoátexus aunanx¿acu¿ y Chi.

I(¿m¿cota D. LhLoautéanphikum.

VIII.5. Eropiedgdes

VIII.5.1. Citocromos soiubies

VIII.5.1.1. Cit C2

E1 primer.cit aisiado de bacterias fue e] cit c de Ra.
nubnum (Vernon, 1953), observándose que era diferente gn numerg
sos aspectos a] cit c mitocondria] (Eisden et a], 1953; Vernon
y Kamen, 1954).

Se 10 utiïiza c0mo modeio debido a que ha sido e] más es
tudiado.



E1 cit c2 puede definirse como e] cit encontrado en ias
Rhodospiriiïaceae, presentando una estructura similar a] cit
mitocondria] c aunque sus funciones 50n distintas.

E1 espectro de estos cit presenta un pico reducido a a

549-552 nm y un pico y a 416-418 nm. Su potencia] redox Em,7
osciia entre 290 y 400 mV. Em,pH es e] simboio que indica e]
potencia] medio de óxido-reducción, voïtaje a1 cua] e] agente
de transferencia de e1ectrones ha sido reducido en un 50%. Ade
más, se indica e] pH empieado durante 1a medición.

Con 1a excepción de R4. tenue y Rp. gekat¿no¿a que no

poseen cit c2, se ha encontrado que este cit es 1a hemo-protei
na soïubie más común en 1as Rhodospiriiiaceae.

Generaimente, este cit funciona comoe] principa] dador
. . . . + _ . electronico a Ios centros de reacc10n BCE en ce1u1as fotOSintg

ticas.
Rhudcpbeudomonaó utnidts es una excepción ya que ios

cit's que participan en ias reacciones rédox 1u2 dependientes
son ios c-557 y c-552 y no e] cit c2 (Oison y Nadier, 1965; Ca
se et a], 1970).

En Ra. mot¿¿ch¿anum existen dos cit's c, 105 cua1e5 pre
sentan espectros de absorción idénticos pero difieren en SUS
potenciaies rédox, en sus puntos isoeiéctricos (Dus et a], 1970"
Fiatmark et a], 1970) y en 1a secuencia de aminoácidos. En base
a estos datos, se designaron a estas proteinas comoisocitocro

mos c2 I y II (Fiatmark et a1, 1970) p0r anaiogia con-e] par de
cit's c encontrados en Sacchanomyceó ceneu¿¿¿ae (Slonimski et
a1, 1965). Seria interesante determinar si ambos cit's se encuen
tran en e] espacio peripiasmático y si a pesar de 1a diferencia

de aproximadamente 100 mVen Em, pueden ejercer idénticas fun
ciones y asi ser auténticos isocitocromos.

A partir de numerosos datos disponibles se iiegó a 1a
conciusión de que ios cit's c2 se dividian en dos subgrupos es
tructuraïes. Los cit's c2 de Rm. uannictit, Rp. utnidtó y Rs. m0
¿ióchianum son semejantes a ios cit's c mitocondriaies en cuanto
a 1a 10ngitud de 1a cadena y a] número de residuos invariantes.
Para e] segundo Subgrupo, e] cua] inciuye R5. nubnum, Rp. pafuí
tata, Rp. ¿phaenoideó y Rp. capóufaia se postuió 1a existencia
de inserciones y de1eciones dando entonces origen a citOCromos



muydistintos a los mitocondriaïes.

Se analizó también e] perfi] de varias reacciones invo
iucrando cit c. Uno de estos estudios c0mprendia e] efecto del
pHsobre e] potencia] rédox. ParaÏOS Cit'S mitocondriaies, e]

Ernes independiente de] pH entre ios vaiores 2 y 8-9. Por enci
ma de éste, e] Em disminuye a una veiocidad de 60 mV/ unidad
de pH (Rodkey y Bai], 1950; Margaiit y Schejter, 1973). Asi, ios
autores concïuyeron Que 1a ionización de grupos no afecta e]

2 de
RhodOpAeudomonaócapóutata presenta un comportamiento similar
potencia] rédox en e] rango fisioïógico de pH. E1 cit c

(Bartsch, 1978) mientras que e] proveniente de RA. nubnum mues

tra una variación de] Ementre 10s pH's 4 y 8, hecho que sugig
re que 1a ionización de dos o más grupos afectaría 1a parte hg
mica (Kakuno et a1, 1973; Woody Cusanovich, 1975). Saïemme et
a] (1973 b) postuiaron 1a existencia de una unión hidrógeno en
tre e] azufre de una metionina ligada a1 hemo y aigün residuo
poiar ubicado en 1a superficie de 1a moiécuïa de] cit. Este ti
po de unión expiicaria 1a presencia de un mecanismo rédox depen
diente de 1a ionización.

E1 tipo de estado (1ibre o unido) que presenta e] cit

también afecta ias propiedades rédox. Asi, e] cit c2 de Rp. caB
¿ukaia contenido en una preparación fresca de vesicuias membra
nosas muestra un potencia] rédox dependiente de] pH entre 10s
vaiores 6 y 7 siendo independiente de] mismo a pH's mayores que
7,5; este comportamiento es compietamente diferente a1 haiiado
para ios oit's soiubies (Evans y Crofts, T974). í

VIII.5.1.2. Cit c'

Los cit's c' son predominantemente cit's de aito spin
(Maitempo et a], 1974) con su grupo hemo unido covaientemente a
1a cadena peptidica (Barrett y Kamen, 1961). E1 modeio de unión
hémica es semejante a1 de ios cit's c de bajo spin, haiïándose
iocaiizado e] hemo cerca de] carboxiio termina] de 1a proteina
(Ambier, 1973; Meyer et a1, 1975) y Sugiriéndose que 1a histi
dina serviría comoun ligando extrapianar.

E1 espectro de absorción de ios cit's c' sufre cambios rg
versibies a1 variarse e] pH (Horio y Kamen, 1961; Taniguchi y



Kamen, 1963). Aigunos soiventes orgánicos también producen
cambios espectraïes simiiares, por perturbación de ias regiones
hidrofóbicas de 1a proteina (Imai et a1, 1969).

E1 espectro de absorción de 105 cit's c' presenta carag
teristicas que permiten distinguir esta ciase de ios otros
cit's c. En 1a forma oxidada, aparecen bandas a 490-500 y a
630-650 nm y una banda ancha y cuyo máximo se enCuentra a
390-400 nm, caracteristica de ios cit's de aito spin. En 1a for
ma reducida existe una absorción 1eve a 550-565 nm, 1a cua] pue
de originar una confusión con e] espectro de] cit B, un pico y
desdobiado con un máximo cercano a 425 nm y un hombro pronuncia
do a 430 nm (figura 8.4.).

La mayoria de ios cit's c' se han aisiado en forma de
dimeros, de pesos moiecuiares entre 28-30 kdaitons, ios cuaies
pueden ser disociados bajo condiciones desnaturaiizantes (Cusa
novichi 1971). Sin embargo, se han obtenido formas monoméricas
de aproximadamente 13-14 kdaltons, en aigunas cepas de Rp. pa
fusrnia (Dus et a], 1967).

Aün no se ha determinado 1a naturaieza de 1a unión respon
sabie de] carácter dimérico de ios cit's c', aunque estas fuer
zas no tienen efecto sobre ios espectros de absorción.

-Debido a numerosas dificuitades haiiadas para 1a observa
ción de ios cit's c' de cé1u1as intactas o de membranas vesicu
ïares, Neaver (1974) sugirió que ios cit's contenidos en ios
cromatóforos tendrian propiedades espectroscópicas diferentes
de aqueiios unidos a proteina 1ibre. Asi, e] ferrocitocromo c'
de vesicuias de Ra. nubnum parece no reaccionar con C0 y e]
espectro de absorción de sus formas reducidas y oxidadas se en
cuentra efectivamente enmascarado por 1a mayor absorción de 105
cit'stipo b(Kakunoet a], 1971).

Estos autores sugirieron que e] cit c', estaria invoiucra
do en e] sistema de transferencia eiectrónica de 1a Succinico
deshidrogenasa. Sin embargo, Neaver (1974) encontró muy bajos
niveies de cit c' en RA. nubnum crecida con Succinato como üni
ca fuente de carbono.



FIGURA8.4.: Espectro de ag
sorción corre;
pondiente a 1as
fermas reduci
da (——) y oxidg
da (--) de] ci
tocromo c‘.



VIII.5.1.3. ¿LLC-556

Los cit‘s c-556 característicos de Rp. patastnLa presea
tan e] espectro tipico de 10s cit's c de bajo spin, pero con
ambas bandas máximas a y y trasiadadas a iongitudes de onda más
Iargas. Aparentemente dan origen a un espectro inestable dado
que 1a banda a de] cit c-556 de Rp. pafuatn¿¿ cambia de 556 a
550 nm. '

Tambiénen numerosas bacterias fotosintéticas marinas,
inciuyendo Rp. ¿utóLdoph¿fia, 1a hemoproteina solubie predominan
te es e] cit c-556.

v111.5.i.4. Cit c—5_59_

Estos cit's se han ha11ado en numerosas especies de Rho
d0pbeudomonaa aunque en muy pequeñas cantidades. Poseen un peso
moiecuiar eievado y se encaentran muy posibiemente en forma po
]imérica. Su espectro de absorción en Rp. Aphaenodea y Rp. pa
iuatnió es simiiar a1 c-556 de esta última especie, excepto en
su pico o (Bartsch, 1978).

VlIli5.1.5. Otras variedades

Existen otros tipos de cit's soiubies en bacterias fotg
sintéticas, comoios cit's c3, f, c de alto spin, cm551(Chio
robiaceae) y fiavocitocromos c. ios cua1es no serán tratados en
e] presente trabajo.

VIII.5.2. Citocromos c unidos a membrana

VIII.5.2.1. Compiejo c-556, c-552

Se han encontrado dos tipos de cit's c unidos a membrana,
reiaciOnados con 1a transferencia eiectrónica 1uz inducida en
Cha. vinoaum (Parson y Case, 1970), Rp. gelatinasa (Dütton,
1971), Rp. u¿n¿d¿¿ (Case et a1, 1970) y Thiocapaa pérnnigLi
(01son et a], 1969). Son ios c-556 y c-552. Estos cit's de a1
to y bajo potencia] se encuentran en una reiación apr0ximada de



7:2 (c-552/c-556) en Cha. u¿no¿um (Thornber, 1969). Aparente
mente, e] cit de a1to potencia] seria un componente de] siste
macicïico de transferencia fotoeïectrónica, mientras que e] de
bajo potencia] formaría parte de] flujo no ciciico.

VIII.5.3. Citocromo b

VIII.5.3.]. Cit b-558

Este citocromo ha sido aisïado de Rp. aphaenoLdea (Orian
do y Horio, 1961), Ra. nubnum (Bartsch et a], 1971), Rp. paiuó
In¿¿ y Ra. tenue (Bartsch, 1978). En todos Ios casos, e] espec
tro de absorción, e] peso moïecuïar y e] comportamiento rédox

son muy simiïares a los ha11ados para e] cit solubie b1 de
EachQALChLacoii (Deeb y Hager, 1964). Estos cit's son difici
les de reducir con ditionito de sodio, caracteristica asociada
a su naturaieza polimérica. Hasta e] presente no se ha podido
deSCUbrir e] ro] funciona] deicit soiubie b en bacterias foto
sintéticas.

VIII.5.3.2. Cit b'

E] espectro de absorción de este cit presenta caracteris
ticas de aito spin 0 sea bandas a 500 y 640 nm para 1a forma fg
rrica y una-a 560 nm para e] estado ferroso Además, 1a absor
bancia de] ferrocitocromo tiene sóïamente un 50%de 1a intensi
dad de] ferricitocromo.

VIII.5.3.3. Citocromo B unido a membrana

En todos 105 grupos de bacterias fotosintéticas se ha i
dentificado cit's B unidos a membrana. Se ha postuiado que este
cit B participa en 1a transferencia cic1ica de eïectrones 1uz
inducida, desde un aceptor secundario ta] como 1a ubiquinona ha
cia e] cit c, dador e1ectrónico inmediato a] centro de reacción
(Prince y Dutton, 1975; Knaff y Buchanan, 1975).



VIII.5.4. Citocromo oxidasas

Se designa como cit o a 105 cit's autooxidabïes presentes
en las céluias que se combinan con C0 dando como re5u1tado 1a
formación de un espectro con una banda y cercana a 415 nm y una
o a 560-570 nm.

Cuandoias cé1u1as fotosintéticas crecen aerobicamente,
e] nive] basa] de este cit se ha11aincrementadomientras que
Ios niveïes de] cit c', e] cua] también reacciona con CO, se en
Cuentran inhibidos (Horio y Tayior, 1965; Sasaki et a], 1970).

En Rp. ¿phaeno¿de4 se ha detectado además de] cit o una
oxidasa. Cuando céïuïas de este organismo crecen aeróbicamente,

aparece 1a cit a-a3 oxidasa 1a cua] dependiendo de 1as condicig
nes de] cuitivo, se expresa sóiamente en céïuïas en fase ioga
rítmica temprana (Kikuchi et a1, 1965) o persiste a Io 1argo
de toda 1a vida de 1a bacteria (Saunders y Jones, 1974).

Sasaki et a] (1970) purificaron parcia1mente una prepa
ración de cit'sy encontraron que 1a oxidasa era 10 veces más ac
tiva con e] ferrocitocromo c mitocondria] que con 1os ferrocitg
cromosc2 de Ra. nubnum y Rp. ¿phaeno¿dcó.

En Rp. capaulata (Conne11y et a1, 1973; Marrs y Gest,
1973) q en Rp. pafuóïnió existen dos caminos Oxidativos termi
naïesm Ambos son inhibidos por e] ion cianuro aunque e] más im
portante de Ios dos, no se afecta en presencia de C0. Zannoni
et a] (1974) conc1uyer0n que esta üïtima via estaria formada por
cit B-oxidasas las cuaïes difieren de Ios cit's o.
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ACIDOS GRASOS Y COMPLEJOS LIPIDICOS
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IX. ACIDOS GRASOS Y COMPLEJOS LIPIDICOS

IX.1. Natura1eza guimica de ios compïejos iipidicos y de Ios
ácidos grasos

Ix.1.1. Complejos lipidicos

IX.1.1.1. Fosfoïipidos

La estructura básica de 1a mayoria de Ios fosfolipidos
encontrados en 1as bacterias fotosintéticas está formada por e]
gïicer01-3-fosfato, e] cua] presenta un grupo -X unido a] fosfa
to y residuos de ácidos grasos esterificados 1igados a 10s car
bonos 1 y 2 (R1C02- y R2C02- ):

R,co:cH2

qu—c<H
H,cOPo,Hx

Los principaies fosfoïipidos haïïados en estos microorga
nismos se encuentran resumidos en 1a Tabia 9.1.

Los p1asmaiógenos son otro tipo de fosfoiipidos deriva
dos también dei gïicer01-3-fosfato, en 105 cuaïes 1a posición 1
está sustituida por una cadena a1queni1 éter:

Rp=C—o—CH2

RfiOf-C<H
éH,0Po,Hx

E1 resto de 1a moiécuïa corresponde a] descripto para e]
ácido fosfatidico y sus derivados (Tab1a 9.1.).



TABLA9.1.:Fosforí1ación

debacteriasfotosíntéticas

ABREVIATURA

NOMBRECOMUN

NOMBREGENERICO

ESTRUCTURADE-X

FA FG FE FC FS CL FI bis-FA

Acidofosfatídico Fosfatidiïgïiceroï FosfatidiI-etanolg mina Lecitina,fosfati dilco11na Fosfatidilserina Cardio

1ipina,difo¿

fatídiïgl

icero]

Fosfatidiïinositoï bis-Acidofosfatídi C0

Acido1.2-diaci1-Sngïicero-3-fosfórico 3-sn-Fosfatidi1-1'-sn g]icero] 3-sn-Fosfatidi1-etg noïamina 3-sn-Fosfatidi1-co 1ina 3-sn-Fosfatidiïseri na
'3'Di
1 .-(3-sn-fosfgtidH)q]

icero]

3-sn-Fosfatidi1inosi
to]

3-sn-Fosfatidi1-1'
(2'.3'-diaci1-sn gïiceroï)

-H L-gliceroï Etanoïamina Co1ina L-Serina FG Inositoï 2,3-Diaciïg1í cero]

—-H
—ïu,r HïOHr

cup”r

—cmcmNm -CH,CH,N(CH.). —CH;H—c00

cocon.

¡a9M¿“COR‘

—Clh¿-Clhn0—R-Onélh

¿Há
HíOCOR,

IhCOCOR.



IX.1.1.2. Gïicoïígidos

Los g1ic01ípídos ha11ados en bacterias fotosíntéticas
son gïicosiïdig1icérídos que no contienen fósforo.

a) Monogaïactoïípidos (Constant0p0u1os y Bloch, 1967)

mcocn, OH ¡i

R;m—c—HH H Hora
I. . H )

CHr-á<: ' OH
chH

1,2-díaci1-g1icero-3 B-D-gaïactopiranósido
(MGDG,glicoïípido I o monogaïactosiïdigïicérido)

b) G1ico1ígido II (Constantopou1os y B1och, 1967)

Este gïicoïípido parece estar constituido por una mezcïa de
derivados dígïicéridos que contienen ga1actosa, ramnosa y pg
sibïemente otro hídrato de carbono no polar.

c) Dioaïactoïígidos

LCOfiH, OH H
Í .

RcocH /Á I\- -: H H Ho H
: H .

CH, — o o '-/OH OH H
I

CH,--o É Ho H
< H.! OH

1,2-diaci]-g]icero-3-(B-D-ga1actopiranosiï-(6+1)-a-D-ga1ag
topiranósido)
(DGDGo digaïactosiïdigIÍCÉrido)



Este 1ïpíd0 se ha encontrado en organismos eucarióticos fotg
sintéticos y en cianobacterias.

d) Suïfoiipidos

RpopH,
l OH H

RpopH '
//O H Ho OH

CHz
H o H

CH,—SOJ+

1,2-diaci1-g]icero-3-(6-su1fo-a-D-quinovopiranósido)
(SQDG)

IX.1.1.3. Lipidos de ornitina

Existen tres tipos de lípidos que contienen ornitina y
que se ha11an presentes en bacterias fotosintéticas.

a) Ornitina-fosfatidiigiicero] (Macfariane, 1962)

Éste es un derivado de] fosfatidi191icer01, en e] cua] 1a or
nitina esterifica uno de ïos grupos hidroxiios libres de]
gliceroï.

” H_ CH C”
R1L02ï í ‘ 2'"
R,CÜ CH HCDH/ 2

l

CH7-Ü-p03 H’CH2

b
V Ornitina-amida I (Gorschein, 1968 c)

Esta amida se ha encontrado en Rp. ¿phacnoidc¿.
og.

En este caso, un ácido graso de cadena larga forma una unión
amida con e] grupo a-amino de 1a ornitina y un a1coh01 con



C v

un cicïopropano o un residuo meti]o.esterifica a] carboxílo
de] aminoácido.

lfiN-CHfCHrCH;€H—O—C—OrR,
NH

l

R.

'CORIZ

'0R2:
ácido graso

a1coho] con un grupo cicïopropano o un residuo metiïo

Ornitína-amida II (Brooks y Benson, 1972)

E1 tercer 1ípído-ornitina, encontrado en R5. nubnum, es tam
bién una ornitina-amida, en 1a cua] un ácido graso de cade
na Iarga esterifica un hidroxiïo de un 3 hidroxi-ácido gra
so, que es e] que forma una unión amida con e] grupo u-amino
de 1a ornitina.

C-C. - ' ‘CH‘CÜÜH
H2? H? CH2 CH:7 .

NH
l

-0-C-R]: ácido graso de cadena 1arga

o R2
ll

—0-C-CH2-CH-O-:3 hidroxi-ácido graso



Los iipidos de ornitina poseen grupos amino iibres y presen
tan un comportamiento cromatográfico simiiar, siendo distin
guibie e] primer tipo descripto, por 1a presencia o ausencia
de fósforo.

IX.1.2. Acidos grasos

La mayoria de los ácidos grasos encontrados en bacterias
fotosintéticas poseen cadenas de 14 a 18 átomos de carbono
(Tabia 9.2.).

Existen aïgunos microorganismos fotosintéticos que con
tienen otros tipos de ácidos grasos:

a) Acidos grasos hidroxiiados

H

CHJCHgmÓ-CluCUOH

OH

ácido B-hidroximiristico o ácido 3-hidroxitetradecanoico
(14:0H)

En‘genera], se encuentran ácidos grasos hidroxiiados cuyas
iongitudes osciïan entre 10 y 14 átomos de carbono.

b
V Acidos grasos de cadenas ramificadas

cnrcn—unnmcoon
CH!

ácido isopentadeciïico o ácido 13-meti1tetradecanoico (15 br)

Los ácidos grasos de cadenas ramificadas ha11ados en estos
microorganismos poseen 15 o 17 átomos de carbono.



TABLA9.2,;Principaïesácidosgrasosenbacteriasfotosíntéticas F NOMBRECOMUNNOMBRESISTEMATICOFORMULAABREVIATURA

Acidom1r1st1coAcidotetradecanoicoCH3(CH2)¡2COOH14:0 AcidopaïmíticoAcidohexadecanoícoCH3(CH2)1uCOOH16:0 AcidopaïmitoïeicoAcido9-hexadecenoicoCH3(CH2)5CH=CH(CH2)7C00H16:1A9 Acidocis-vaccénicoAcidocis-ïï-octadecenoicoCH3(CH2)5CH=CH(CH2)9C00H18:1A11 AcidooïeícoAcidocis-9-octadecenoicoCH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH18:1A9



C) ACÍdos grasos que contienen ciclopropano

CH,(CH,).,CH- (:H(CH,),CUOH

cn:

ácido lactobacilico o ácido m-(Z-n-octilciclopropil)-octa
noico (l9 cy)

Estos ácidos grasos que contienen un ciclopropano en su es
tructura tienen una cadena formada por 16, 18 o 20 ¿temps de
carbono.

IX.2. giítribucióp de loshcgmplejgs_]jpi ic_s y comparación
con otros grupos fotosintéticog

IX.2.l. Métodos de extracción

Los lípidos presentes en las bacterias pueden dividirse
en dos fracciones, según puedan o no ser extraídos con solven
tes lipidicos tales comocloroformo:metanol (2:l, v/v) sin tra
tamiento quimico previo de las células.

Los lípidos extraibles de las bacterias Gram-negativas
provienen de la membrana y pared celulares y de las membranas
intracitoplasmáticas.

Los lípidos no extraibles se liberan del residuo rema
nente por tratamiento con ácidos o álcalis y posterior extrac
ción con solventes lipïdicos.

Si las células son pretratadas con ácidos o álcalis
previamente a la primera extracción, se obtienen ambos tipos de
lípidos.

La extracción con la mezcla cloroformozmetanol (2:1 v/v)
y mediante el método de Bligh-Dyer (l959) produce los mayores
rendimientos.



IX.2.2, Complejos lipidicos presentes en Rp. paluótnió

Wood et al (1965), Nichols y James (1965) y James y
Nichols (1966) encontraron lecitina, fosfatidil-glicerol, fos
fatidiletanolamina, cardiolipina y trazas de un lipido-orniti
na en Rp. patuótnió.

ConstantOpoulos y Bloch (l967) confirmaron la ausencia
de los glicolipidos MGDGy DGDGademás del sulfolipido SQDG.

Aaronson (1964) utilizó dos inhibidores, benzmalecene y
triparanol, para determinar qué esteroles se hallaban presentes
en este microorganismo. Teniendo en Cuenta que el ergosterol,
el escualeno y el ácido oleico anulan la inhibición del creci
miento en Rp. pafiubinLA producida por cada uno de los inhibidg
res a una cierta concentración, Aaronson dedujo que probable
mente en estos microorganismos existían esteroles. Sin embar
go, el autor no descarta la posibilidad de que estos inhibidores
puedan actuar de alguna otra forma, posiblemente a nivel de
membrana, acción revertida bajo condiciones apropiadas por el
ácido oleico y los esteroles.

Jensen (1962) aisló un triterpeno (paluol) de una frac
ción no saponificable de dos cepas de Rp. pafuóthió. Dado que
éste es el único trabajo acerca de la existencia de triterpenos
en estos micr00rganismos, su significado aún se desconoce.

IX.2.3. Aspectos comparativos.

Comparandola composición lipidica de las bacterias fo
tosintéticas entre si, con otros grupos de organismos fotosintg
ticos y con otras bacterias, se revela que ciertos lípidos po
seen un significado particular taxonómico y/o evolutivo (Tabla
9.3.).

Se ha encontrado fosfatidilglicerol (FG) en todos los
organismos fotosintéticos estudiados hasta la fecha. El FGy a
veces su derivado,la cardiolipina (CL) parecen ser los únicos
fosfolipidos de mayor importancia cuantitativa en cianobacte
rias (Nichols et al, 1965)y en Chlorobiaceae.

Sin embargo, en todas las bacterias fotosintéticas, ex
cepto Chlorobiaceae y Chfonoáflcxua, en los organiSmos eucarióti



TABLA9.3.:Complejos1ipídicosenorganismosfotosíntéticosrepresentativos

ORGANISMOLmooa

LïpídnMGDGGïycïí‘pfaíDGDGsona

ornitina

LA]
la.

v
la.

L'I
LL

GrupoGéneroyespeciesFCCL

_L___
PïantassuperioresSpinaceaoCcnacea+ AïgasverdesChtannffauurpan¿¿* EuglenaEugtenagiatifiá+ AlgasrojasPonphynaumbiéicntia+

4 + 4

++++q

AlgasamarillasHonaduodubtc1nanu5DiatomeasmarinasNitzóchidthcnmatia DiatomeasNavicutapeflicutcsa CianobacteriasSynechacoccua4p. BACTERIASFOTOSINTETICAS

RhodospirillaceaeRa.nubaum+?-?+

R4.motidch¿anum Rp.paiuatn¿4 Rp.v¿n¿d¿5

iRp.qelat¿noaaiRp.cap¿utata¡Rp.ophaeaoideagRm.vann¿el¿¿

1

Tr

+ +-r+ +-++ +

O

+ + + + + + + +

I

+ + + + + HD

+ +-++ +-++ +

+

+

+ + | + + +

ChromatiaceaeChn.v¿no¿um

T.noseopeas¿c¿na E.ha¿ophila

ChlorobíaceaeCht.t¿m¿ccfa

ChZ.C¿m¿CWra

6.th¿csu{íaCaph¿tum

Cht.v¿bn¿o¿onme Chi.u¿bn¡c¿cnnc

6.!hiváufphafnvhiLum-a

Ch€.phaeou¿bna¿deó
P.luteofum+ -* ,

ChloroflexaceaeC.aunan:¿acuó++-I ++l+

a
+

.n.n
+ +

+

+ + + + + + + 1 +

4.

,

+

+ + + + + + + + + + +

+

+

+.+

I l

+ +

+

I

+

(a)'(+)presente;(-)ausente;(enbïanco)noreportado.(b)hogaïactoïi pidos.(c)Gaïactosayotroazúcarpresente.(Tr)trazas.



cos fotosintéticos, saïvo 1as algas rojas y las diatomeas, y
en casi todas ias bacterias Gram-negativas (Ikawa, 1967;
Goldfine, 1972; Oliver y Coiweiï, 1973) 1a fosfatidiI-etanolami
na (FE) es e] componente presente en mayor proporción de 1a
fracción Iipidica.

Esto impiicaria que Chzonoáfexua y las Chiorobiaceae se
hailan más íntimamente re1acionadas entre si y con ias ciano
bacterias que con e] resto de Ios grupos menci0nados.

La lecitina o fosfatidiicolina (FC) se encuentra aparen
temente en 1a mayoria de ias Rhodospiriïiaceae, con 1a excepción
de R4. nubnum y Rp. geiat¿no¿a, no habiendo informes acerca de
su existencia en Chromatiaceae, Chiorobiaceae y Chtonofitexua.
Generaimente, este iipido es e] mayor componente de ias membra
nas de ios organismos superiores, no haiïándose presente en cia
nobacterias.

E1 haliazgo de fosfatidiiinositol (FI) en Chtonoáfexua
es de particuiar interés, pues este iipido es característico de
céïuias eucariotas y de aigunas bacterias Gram-positivas (Goid
fine, 1972). 5610 existen otros dos trabajos acerca de 1a pre
sencia de FI en bacterias fotosintéticas,especificamente en
RA. nubnum (Benson et a1, 1959; Benson y Strickiand, 1960). Sin
embargo, e] significado de estos estudios es aün poco claro.

Otro punto sumamente atractivo es 1a ausencia de piasmg
iógenos en ias bacterias fotosintéticas. Goidfine (1972) y
Kamio et a1 (1969) enfatizaron e] hecho de que estos compuestos
se ha11aron en organismos anaeróbicos estrictos y no en faculta
tivos. Sin embargo, hasta ei momento, no se han encontrado pias
maiógenosen bacterias fotosíntéticas estrictamente anaeróbicas

En cuanto a 10s glicolipidos, también es significativa
su distribución. En Rp. pataatnLó se han haïiado sólo trazas de
MGDG.E1 resto de ias Rhodospiriiiaceae no contiene glicoïipi
dos, excepto e] SQDGencontrado sóïamente en Rp. ¿phaeno¿de¿.
En contraste, estos compuestos están presentes en Cha. vinosum
y Th¿ocap¿a noanpenaiana pero no son del tipo de ios halla
dos en piantas y bacterias verdes.

La identificación de MGDGen Chlorobiaceae y en Chfono
¿texas sugiere nuevamente que esta última está íntimamente re
1acionada con 1as cianobacterias y ios organismos fotosintéti
cos eucariotas, todos ios cuaïes contienen MGDG,DGDGy SQDG.



El glicolipido II es un componente de la membrana celu
lar de Chi. iLmLcoia. Aparentemente, los glicolipidos que no
contienen galactosa. en las Chromatiaceae, estarian asociados
con las membranasno adaptadas especificamente para la fotosin
tesis.

Existen pocos estudios que relacionan las condiciones
de crecimiento con la composición de los fosfolipidos.

Diferentes grupos de laboratorio nosiempre están de a
cuerdo con los efectos obtenidos con distintas condiciones de
crecimiento. Se ha observado que no son fosfolipidos esenciales
especificos para la función de los centros de reacción
(Jolchiney Reiss-Husson, 1975), sin embargo se ha establecido
que la diferenciación entre las especies involucra diferencia
ción entre los lipidos.

Klemmeet al (l97l) hallaron que la fosfolipasa A inte
rrumpia la fotofosforilación y que la presencia de fosfolipi
dos restauraba este proceso.

Haverkate et al (l965) informaron que habia más PC y me
nos CL en Rs. nubnum crecida aeróbicamente en la oscuridad, que
In las células desarrolladas anaeróbicamente a la luz. Se ob
ervaron resultados similares en Rp. capóufiaza mientras que

en varias cepas de Rp. ¿phaenoides no hubo variaciones existien
do sin embargo, dos cepas con datos discrepantes.

Asi, parecería que de existir una diferenciación de la
membranarespecto a la sintesis de Bet, como respuesta al conte
nido de 02 en el medio y a la luz, esto no implicaría una difg
renciación de la membrana en cuanto a la composición de los li
pidos.

La presencia de extracto de levadura en el medio de crg
cimiento produce un aumento en el contenido de Bcf en Rp. via;
dia no existiendo diferenciación en la composición de lípidos.

Todos estos resultados sugeririan que las discrepancias
entre-los grupos en cuanto a la composición lipidica, no se de
ben a los diferentes medios de Crecimiento empleados sino al u
so de cepas y métodos de análisis distintos.

Con respecto a la distribución de los lípidos en las
fracciones Subcelulares, Gorschein (1964, 1968 b) encontró una
temposición lipidica similar en las mismas excepto en la pared



ce1u1ar. Se obtuvieron resultados semejantes comparando 1a com
posición en cromatófOros con 1a de 1as cé1u1as enteras en Cha.
uinoaum y Th¿0cap¿a noaeopenóicina.

IX.3. Distribución de ios ácidos grasos y comparación con otros
grgpos fotosintéticos

IX.3.]. Métodos de extracción

Los ácidos grasos se obtienen generaimente a partir de
1a saponificación de los Iipidos extraídos de 1a cé1u1a entera
o de alguna fracción en particuïar. Posteriormente se metiian
y Ios ésteres resuitantes se separan por cromatografía gas-Ii
quido (GLC). Hay que enfatizar aqui que no es suficiente e] da
to de] tiempo de retención en una coïumna de GLCpara identifi
car un ácido graso. Sin embargo, no discutiremos estos métodos
en e] presente trabajo.

IX.3.2. Composición de ácidos grasos en Rp. patuótnia

Hood et a] (1965) y Constantopouïos y Bioch (1967) ana
]izaron ios ácidos grasos presentes en Rp. paiuótnió.

Ambosgrupos encontraron que e] ácido graso que se ha
]1aba en mayor cantidad correspondía a1 18:1; sin embargo, en
condiciones anaeróbicas de crecimiento aparecia e] 18:0 en can
tidades significativas.

Weckesser et a] (1973) analizaron ios ácidos grasos pre
sentes en ios iipOpoïisacáridos (LPS) de 12 cepas de Rp. paluí
In¿¿. Comolos extractos fenóiicos conteniendo LPS no pudieron
purificarse compïetamente de 1os fosfolipidos contaminantes, no
se pudo determinar con precisión 1a cantidad de ácidos grasos g
tribuibies a ios LPSy a ios fosfoiipidos.

Sin embargo, en todas ias cepas estudiadas, 1a composi
ción de ios ácidos grasos era prácticamente idéntica, con 1a
excepción de] contenido de 105 18:0 y 18:1, los cuaïes variaban
en un 0—9%de] peso seco de ios LPS. Asi como en R4. nubnum, es
ta especie también contiene mayor proporción de ácidos grasos
saturados en ios LPS que en ios lipidos extraídos, siendo 1a



fracción 14:0H 1a más importante.

Los ácidos grasos son generaiemnte 1iberados de los LPS
por tratamiento con HC], efectuándose una metiiación posterior
con HCI-metanol.

IX.3.3. Aspectos comparativos

Las bacterias fotosintéticas constituíen un grUpo ÜnÍuO
en cuanto a su carencia de ácidos grasos poli-no saturados
18 ó 20 átomos de carbono y de] ácido trans-3-hexadecenoico
(16:1 L 3 trans) característicos de 105 organismos eucariotas
fotosintéticos.

Las bacterias fotosintéticas comparten 1a carencia de á
cidos poii-no saturados con ciertos grupos de cianobacterias
(1a mayoria uniceïuïares) y con e] resto de 1as bacterias, mien
tras que en todas ias cianobacterias estudiadas e] trans-3-he
xadecenoato está ausente (Kenyon, 1972; Nichols, 1973).

Los únicos casos en los cuaies se ha informado de 1a
existemfia de ácidos grasos 18:2 en bacterias fotosintéticas
corresponden a células crecidas en presencia de extracto de
1evadura, que posee estos COmpueStOSen su composición.

E1 significado funciona] de esta división entre los 0r
ganismos fotosintéticos aún no está aciarado, dado que aque
Ilas cianobacterias que carecen de ácidos grasos poii-no satura
dos soncapaces de efectuar 1a reacción de Hi1] como todos ios
organismos fotosintéticos altamente evolucionados.

En cuanto a1 significado evoiutivo, parece ser que ios
organismos más primitivos, bacterias fotosintéticas y cianobag
terias, carecen de ácidos grasos poli-no saturados.

Los ácidos grasos conteniendo un grupo ciciopropano no
son comunes entre 1as bacterias fotosintéticas y no han sido
encontrados ni en Ra. nubaam ni en Rm. uann¿el¿¿,como tampoco
en Chtoaoáfexua auaantiacua. Goidfine (1972) enfatizó que estos
compuestos son característicos de las bacterias Gram-negativas
pertenecientes a] orden Eubacteriales. Sin embargo, se halló
19cy c0mo componente de Ios ácidos grasos de Ectoxhionhodcapina
hatophila.



En 1a 13919 9.4. se halian ios datos correspondientes a
ios ácidos grasos presentes en ios distintos grupos. Las Chiorg
biaceae se distinguen por 1a presencia de 14:0 en mayor propor
ción. Para las RhodOSpiriliaceae y Chromatiaceae e] predominio
se encuentra en e] 18:1. Chionofifexuó es más simiiar en ciertas
propiedades (cantidades bajas de 14:0 y 16:1 y e1evadas de 18:0
y 18:1) a 1as Rhodospiriilaceae que a ias Chiorobiaceae (Pier
son y Castenhoiz, 1974; Kenyon y Gray, 1974).

La composición de los ácidos grasos es frecuentemente É
ti] para clasificar un organismo desconocido, cuando dicha com
posición para ciertos grupos es suficientemente distintiva.

Oeize y Drews (1972) discutieron ciertos aspectos de] sig
nificado funciona] de 1a composición deïos ácidos grasos, enfa
tizando nuevamente su utiiidad en determinaciones taxonómicas.
Sin embargo, 1a c0mposición diferente ha11ada en ciertos orga
nismos de metaboïismo y estructuras simiiares, iievaron a 1a
conclusión de que existia una variedad de acidos grasos que en
combinación, producían un estado fisico de 1a membrana, que f3
ciiitaba una dada secuencia de reacciones.

Woodet a] (1965) encontraron que ei contenido ceiuiar
de ácidos grasos saturados decrecia generaimente, en céiuias
crecidas aeróbicamente y en oscuridad, en comparación con ias
anaeróbicas desarroiiadas a 1a iuz, para Ró. nubhum, Rp. pafuá
Inia y Rp. gelatánoaa.

Cuando Rp. uánidió crece en presenc1a de extracto de 1g
vadura, aumenta e] contenido iipidico de 16:1 en 1a membrana,
sugiriéndose queias variaciones en 1a composición de ácidos gra
sos no estarian controiadas por e] mismo mecanismo que e] de
1a sintesis de Bet.

IX.4. Biosintesis de complejos iipidicos en bacterias fotosin
téticas

E] camino utiiizado por 1a mayoria de ias bacterias para
biosintetizar fosfo y giicoiipidos ha sido ampiiamenteestudia
do (Goidfine, 1972; Lennarz, 1966).

Sin embargo, es poco 10 que se conoce en cuanto a 1a
biosintesis de iipidos en bacterias fotosintéticas. Aigunos
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grupos estudiaron 1a formación de 1a membranafotosintética y
1a sintesis de ïipidos ¿n viva en especies de Rhodospiriiiaceae,
existiendo hasta ahora un soio trabajo acerca de estudios ¿n
u¿tno (Lueking y Goïdfine, 1975).

Las Rhodospiriiiaceae, debido a su adaptación a1 creci
miento anaeróbico, a 1a 1uz y a1 aeróbico, en oscuridad, son
excelentes fuentes para e] estudio de 1a formación de 1a mem
brana fotosintética y de los cambios en 1a composición de los
fosfoiipidos y en 10s pigmentos durante e] transcurso de aita
a baja aereación o de oscuridad a 1uz.

Lasceiies y Sziiagyi (1965) y Gerschein (1968 b) usaron
fosfoiipidos y pigmentos como trazadores en 1a formación de crg
matóforos en Rp. ¿phaenoide¿. Ambosgrupos de trabajo ha11aron
que 1a cantidad reiativa de fosfoïipidos era constante con ba
ja o aita aereación, indicando que ias membranas de ios croma
tóforos no se haiiaban diferenciadas respecto a 1a membranace
Iular.

Los resuitados obtenidos por distintos autores pueden
interpretarse sobre 1a base de los siguientes caminos:

FA/ \
./ \

FG FE

2 4

Y

CL FC

Esquema 1

Aparentemente existen cuatro sitios de contro] posibies
por 1a intensidad iuminosa, 1a aereación y 1a composición de]
medio. Durante 1a sintesis de 1a membrana fotosintética en Rp.
capaukata se ha11an estimuiadas 1as reacciones 1 y 3 pero no
1a 4. En Rp. u¿n¿d¿¿, 1a presencia de] extracto de 1evadura, a
fecta positivamente 1a síntesis de BCEy de FE (reacción 3). La
sintesis de iipidos-ornitina también se halia estimulada bajo
estas c0ndiciones. Las reacciones 1, 2 y 4 proceden a 1a misma
ve1ocidad relativa, en estas especies, crecidas en ausencia o
presencia de extracto de levadura.



Gorschein et a] (1968 a) informaron que e] camino para
1a sintesis de FC en Rp. aphaehoideó es e] siguiente:

FE + N-metil-FE + N,N-dimeti1 FE + FC

La actividad metilante ¿n uLtno se haiiaba asociada a
materia] particuiado de céiuïas crecidas aeróbica o anaeróbica
mente pero no especificamente con Ios cromatóforos.
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La biosintesis de ácidos grasos en bacterias procede co
mo en los organismos superiores, por adición sucesiva deunida
des de 2 carbonos a una cadena hidrocarbonada. En este camino
participan proteinas transportadoras de grupos aciios (ACP).

Según10 esperado,1as bacterias fotosintéticas utiliza
rian e] camino anaeróbico para 1a sintesis de ios ácidos gra
sos no saturados. Esta hipótesis se ha confirmado reciente
mente aunque no ha sido demostrada 1a presencia de ACPiibres.

E1 camino anaeróbico es 1a ruta usada para 1a sintesis
de ios ácidos grasos no saturados, en todas las bacterias est!
diadas por Woodet a1 (1965): Rp. ¿phaenoidea, Rp. capóufaïa,
Rp. patuatnza, Rp. gefiatinoaa y Ra. aubaum, dado que 16:1, '9
y 18:1, A11 son ios üniros monoenos o ios de mayor prOpOrL ón
ha11ados.

Existen pocas evidencias conciuyentes acerca de] contro]
sobre 1a naturaïeza y cantidad tota] de ácidos grasos sintetiza
dos en bacterias fotosintéticas. Comoya se ha mencionado, en
aigunas de estas bacterias 1a naturaieza de ios ácidos grasos
varia como respuesta a cambios de condiciones anaeróbicas a 1a
iuz a condiciones aeróbicas en oscuridad. Aún se desconoce e]
mecanismo de este contro].

En cuanto a 1a regulación de 1a iongitud de ios ácidos
grasos sintetizados, poco se ha estudiado a1 respecto. Mindich
(1972, 1973) demostró que Rp. capauiata crecida auxotróficameg
te en giiceroi, no acumuiaba ácidos grasos 1ibres durante 1a
privación de dicho compuesto. Asi, o la sintesis de ácidos gra
sos se haiia reducida cuando no hay formación delipidos o ios



ácidos grasos se incorporan en ios lípidos. Oelse y Drews (1969)
sugirieron que 1a üitimahipótesis seria válida parciaimente pa
ra R5. nubnum, en 1a cua] existen más ácidos grasos de pared
ce1u1ar en cé1u1as crecidas en oscuridad que en ias desarroiïg
das a 1a 1uz.
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PARTE 5: METABOLISMO

X. METABOLISMO DE MATERIALES DE RESERVA

X.l. Introducción

El glicógeno, el poli-B-hidroxibutirato (PHB)y los poli
fosfatos constituyen los materiales de reserva más comunes en
células procariotas. Existen organismos que pueden aCUmularmás
de un tipo de compuesto, por ejemplo glicógeno y PHB(Rh0d0¿p¿
nitkum nubnum) (Stanier et al, T959) o glicógeno y polifosfatos
(E. coKL) (Holme-y Palmstierna, l956).

Generalmente, estas sustancias de reserva se sintetizan
durante el crecimiento exponencial, alcanzando niveles máximos
en la fase estacionaria temprana. En condiciones de privación
o durante la fase estacionaria tardía, sus niveles decrecen en
forma considerable.

Existen numerosos trabajos sobre este tema, siendo los
más importantes los de Krebs y Preiss (l975), Shively (l974),
Dawesy Senior (l973), Preiss (l969), Doudoroff (l966) y Harold
(T966).

X.2. Glicógeno

X.2.l. Consideraciones generales

La acumulación de glicógeno en células bacterianas se
observa generalmente Cuando el crecimiento ocurre en presencia
de un exceso de fuente exógena de carbono.

Rhodopáeudomonaócapóutaza sintetiza glicógeno en luz y
oscuridad, formándose niveles mayores en luz y durante el creci
miento en fase exponencial (Eidels y Preiss, l970).

Los factores ambientales juegan un rol preponderante en
la determinación del tipo de material de reserva que se acumula
en organismos capaces de almacenar distintos compuestos.

Rhodoópánitkum nubnum puede acumular tanto glicógeno co
mo PHB. Stanier et al (l959) demostraron que la naturaleza dela



fuente de carbono empleada durante el crecimiento celular, in
fluia sobre el tipo de material de reserva almacenado. Asi, los
sustratos que originan acetil-CoA sin la formación intermedia
ria de piruvato, producen predominantemente PHBmientras que
los que dan lugar a la aparición de piruvato, llevan a la acu
mulación de glicógeno.

La capacidad para acumular glicógeno permite mantener
la integridad celular y la viabilidad bajo condiciones de pri
vación. Asi, por ejemplo el glicógeno bacteriano es utilizado
por la célula c0mofuente de obtención de energia. Esta ener
gia se requiere para numerosos ‘procesos tales comoel turnover
del RNAy de las proteinas, la motilidad, la regulación osmóti
ca, el mantenimiento del pH intracelular, etc., durante los es
tadios de privación.

X.2.2. Estructura

La estructura del glicógeno bacteriano es semejante al
encontrado en células eucarióticas. Está formado por residuos
D-glucosa unidos por uniones a-l,4—glucosidicas; las ramifica
ciones ocurren a través de uniones e-l,6-glucosidicas.

Se han observado gránulos de glicógeno depositados en
una gran variedad de bacterias fotosintéticas y no fotosintéti
cas (Hara et al, l973; Cohen-Bazire y Kunisawa, l963; Nolk,
1973). Su tamaño varia entre 50 y l50 nm y no poseen membrana
limitante que los rodee.

X.2.3. Biosintesií

Se ha establecido que el ADP-glucosa es el dador de gr!
pos glucosilos para la sintesis de glicógeno en procariotas.
Las reacciones involucradas en la biosintesis de ADP-glucosa y
de glicógeno, descriptas por Krebs y Preiss (l975) y Greenberg
y Preiss (l965), son las siguientes:

ATP + glucosa l-P e ADP-glucosa + PPi (reacción l)

ADP-glucosa + (l,4—u—D-glucosil)n 2 ADP+ (l,4—u-D—glucosil)n+¡

(reacción 2)
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catalizadas por la ADP-glucosa-pirofosforilasa y la glicógeno
4-a-glucosil transferasa o glicógeno sintetasa, respectivamen
te.

En la biosintesis de almidón en plantas, también se u
tiliza al ADP-glucosa como dador de grupos glucosilos (Recondo
y Leloir, 1961). Sin embargo, en eucariotas la biosintesis de
glicógeno ocurre via UDP-glucosa.

Comoya se mencionó, el glicógeno se acumula'en condi
ciones"no balanceadas"de crecimiento,donde existe un suministro
limitado denutrientes y un exceso de fuente de carbono. Asi, nu
merosas bacterias almacenan glicógeno durante la fase estaciona
ria de desarrollo. Preiss (l969) demostró que ambas enzimas: la
ADP-glucosapirofosforilasa y la glicógeno sintetasa se halla
bande-reprimidas al finalizar la etapa exponencial.

En Cha. uLnoaum la acumulación de glicógeno durante
las fases logaritmica tardia y estacionaria sigue un modelo si
milar al observado en otras bacterias (Hara et al, 1973). En
cambio, en RhodopóeudOmonabcapóulaia, la acumulación de glicó
geno y las actividades de la ADP-glucosa pirofosforilasa y de
la glicógeno sintetasa son máximasdurante la fase logaritmica
tanto para las células crecidas a la luz comopara las desarro
lladas en oscuridad.

La sintesis de glicógeno en bacterias se halla regulada
aparentemente a nivel de la sintesis de ADP-glucosa (Krebs y
Preiss, 1975). La ADP-glucosaconstituye un precursor en este
camino, siendo su formación el primer paso especifico en la big
sintesis de glicógeno en procariotas. La regulación alostérica
ejercida sobre la enzima ADP-glucosa pirofosforilasa tiene como
finalidad mantener la concentración óptima de ATP, requerida pa
ra la sintesis de la ADP-glucosa.

El AMP,ADPy Pi inhiben a la ADP-glucosa pirofosforila
sa mientras que los intermediarios glicoliticos la activan. Un
nivel energético elevado (altos niveles de ATPen relación a
los adenin nucleótidos totales) fav0rece la sintesis de glicó
geno.

Krebs y Preiss (l975) y Preiss (1969) postularon la exií
tencia de una relación entre los efectores que activan la ADP
glucosa pirofosforilasa y el metabolismo de los compuestos car
bonados. Asi RhodOApániiKumnubnum, organismo que crece en pre



sencia de numerosos ácidos orgánicos, en 1uz u oscuridad, con
tiene una ADP-gïucosa pirofosforiiasa que es activada 5610 por
piruvato (Furlong y Preiss, 1969), independientemente de ias
condiciones de crecimiento.

En Rp. capsuiata la ADPnglucosapirofosforiïasa es ac
tivada por piruvato y por fructosa 6-P; esto refieja 1a capaci
dad de este organismo de crecer con gïucosa o con ios interme
diarios de] ciclo de Krebs.

Stanier et a] (1959) demostraron que determinados com
puestos comosuccinato, malato o piruvato eran asimiiados a
giicógeno en céiuïas de Ra. nubnum, incubadas a 1a 1uZ. Median
te e] empieo de surcinato marcado, estos autores concïuyeron
que ias unidades de hexosa de] poïisacárido, eran sintetizadas
por conversiónde] succinato en piruvato. Este üitimo era trans
formado en hexosa por reversión de] camino glicoiitico.

E1 acetato en presencia de C02 también es asimiiado a
giicógeno en Ra. nubnum. En este caso 1a sintesis de] polisací
rido ocurre a partir de 1a formación de piruvato, de acuerdo
con 1a siguiente reacción tBuchanan et a1, 1967):

Acetii-CoA + 602 + ferredoxinared + piruvato + CoA+ ferredoxina0x

(reacción 3)

Aparentemente, e] piruvato juega un ro] centra] en 1a
asimiiación de compuestos carbonados en RA. nubnum (y posib1e
mente también en Rp. capAuZata).

Comoe] piruvato puede convertirse en fosfoenoipiruva
to de eCuerdo con 1a siguiente reacción (Buchanan y Evans, 1965):

Piruvato + ATP + fosfoenoïpiruvato + AMP+ Pi (reacción 4)

es posibïe considerarïo comoe] primer intermediario gïicoiiti
co en 1a gïuconeogénesis en R5. hubnum.



X.2.4. Degradación

La degradación de] gïicógeno en bacterias no ha sido
estudiada con tanto detalle comosu sintesisZ

La reacción:

(gïucosi])n+] + pi + (gïucosil)n + giucosa 1-P
(reacción 5)

está catalizada por 1a glicógeno fosforiiasa, cuya sintesis es
independiente de 1a fuente de carbono utiïizada para e] creci
miento, en contraste con 1a maito-dextrina fosforiiasa. Esta
última se halia presente en células crecidas con glucosa pero
puede ser inducida a niveies superiores en céiuias desarrolïa
das en ma1tosa. Ambasfosforiiasas difieren en su especifici
dad por ios sustratos. Asi, 1a giicógeno fosforilasa emplea
preferenciaimente a] gïicógeno comosustrato mientras que 1a
maïtodextrina fosforiiasa es más activa en presencia de o]igo—
sacáridos de cadenas cortas.

Ambas enzimas son estimuiadas 1igeramente por AMP.

ADP-gïucosa, TDP-Giucosa y UDP-giucosa inhiben competi
tivamente a 1a glicógeno fosforiiasa. Chen y Sege] (1968) su
girieron que los compuestosnucieótido-giucosa intraceiuïares
reguiaban a esta enzima, ya que Ios niveies de estos compues
tos tendian a aumentar en céïuias en fase estacionaria, que a
cumuiaban giicógeno en presencia de una fuente exógena de car
bono. Estos niveies decrecian en cambio cuando se agotaba 1a
fuente carbonada exógena, desapareciendo su acción inhibitoria
sobre 1a glicógeno fosforilasa y permitiéndose asi 1a degrada
ción de] glicógeno.

Palmer et a] (1973) propusieron un esquema para 1a de
gradación de] giicógeno bacteriano (figg¿g_lg¿l;). La acción
combinada de las enzimas isoamiiasa, giicógeno fosforiïasa,
maitodextrina fosforiiasa y amiïomaitasa resuita en 1a conver
sión de] gïicógeno a giucosa y giucosa 1-P. Dado que 1a reacción
cataiizada por 1a isoamiiasa constituye e] primer paso especi
fico en 1a degradación de] gicógeno, deberia estar sujeta a un
contro] metabólico, pero dicho tema aún no ha sido estudiado.
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X.3. Poli-B-hidroxibutirato (PHB)

X.3.]. Consideraciones generaïes

El PHBes acumuiado por numerosos y diversos microorga
nismos. Se 10 ha detectado en bacterias fotosintéticas, aeróbi
cas, 1ito y organotróficas.

La capacidad de 1as céiulas bacterianas para a1macenar
PHBen cantidades significativas provee a 10s organismos de una
reserva deácidos grasos, en forma osmóticamente inerte. En cé
1u1as procariotas, e] PHBconstituye e] principa] lipido de
reserva, no existiendo generaimente acumu1ación de iipidos neu
tros comoios trigïicéridos.

Nuevamente, ias condiciones de cuïtivo juegan un ro]
predominante en e] aïmacenamiento de PHB, ya que éste se acumu
1a comoresultado de un desbaïance nutricional. La naturaïeza
de 1a fuente exógena de carbono puede afectar 1a producción
de PHB. Ra. nubnum fotometaboïiza sustratos taïes como 1actato,
piruvato, malato, succinato o C02 principaimente a gïicógeno
(Stanier et a], 1959), mientras que e1 acetato, B-hidroxibuti
rato o butirato que se metaboïizan a acetil-CoA, dan origen a
1a acumuïación de PHB._

Las céiuïas de RA. nubnum incubadas a 1a iuz, requieren
C02 para 1a conversión de] PHBen carbohidratos y proteinas.
Este requerimiento de C02 puede ser interpretado en términos de
la carboxiïación de] acetiICoA a piruvato, ferredoxina’depen
diente (reacción 3).

X.3.2. Estructura quimica y composición de los gránuïos

E1 PHBes un poliéster 1inea1 de ácido D(-)B-hidroxi
butirico, de 1a siguiente estructura:

HO-CH-CHz-C—(O-CH-CHz-C—)n-0—CH—CH2-COOH
l u. n u u

CH3 o CH3 o CH3



Se acumuia en ias cé1u1as en gránuïos discretos, que
poseen una membrana de grosor variabïe (2,0 a 8,0 nm) según
1a especie (Boatman, 1964). Estos gránuios han sido purifica
dos mediante centrifugación diferencia] y en gradientes de den
sidad (Griebei et a], 1968). E1 PHBconstituye e] 97-98% de]
peso seco de] gránuïo, correspondiendo e] remanente a proteinas
(2%) y a lípidos (0,5%). Estas últimas sustancias serian pre
sumibiemente los componentes de 1a membrana de] gránuïo, con
teniendo 1a fracción Iipidica ácido fosfatidico y un c0mpuesto
no identificado aún.

Los procedimientos usados en 1a purificación de estos
gránulos son relativamente moderados y resuitan en 1a obtención
de preparaciones de "gránuios nativos de PHB"los cuaies son
susceptibies a una depoiimerización enzimática por depoiimera
sas solubïes y asociadas con 1a PHBsintetasa. A partir de es
tudios dedepoiimerización enzimática de] PHB,Merrick y
Doud0roff (1961) haliaron que una variedad de tratamientos fi
sicos y quimicos producían 1a inactivación de ios gránuios de
PHBtransformándoios en sustratos inadecuados para 1as enzimas
degradativas. Merrick et a1 (1965) observaron ios gránuios inag
tivos por microscopía e1ectrónica y en todos los casos, exis
tian perturbaciones morfoiógicas: fragmentación de membrana,
pérdida de 1a coaiescencia y aïteraciones de superficie.

X.3.3. Biosintesis

Griebei y Merrick (1971) propusieron que 1a sintesis de]
PHBocurria en dos reacciones parciaies, con 1a formación de un
intermediario acii-enzima, en 1a primera de elias:

D(-)—B—hidroxibutiri1-CoA + PHBsintetasa-SH + B-hidroxibuti
ri1-S sintetasa + CoASH

(reacción 6)

Este intermediario acii-enzima reacciona con un primer
aceptor en 1a segunda etapa:



B-hidroxibutiri]S-sintetasa + primer aceptor + B-hidroxi-buti
rato-aceptor + PHBsintetasa-SH

(reacción 7)

E11ar et a1 (1968) propusieron que ias enzimas polimg
ro-sintetizantes se agregaban formando micelas. Dentro de ias
mismas ocurria 1a sintesis de] PHBdando origen a fibriilas
paraleias. Por sucesivos enroiiamientos y entreiazamientos se
compactaban originando e] gránuio. Asi 1a cobertura superfi
cia] estaba compuesta, en una visuaiización primaria, por 1as
molécuias poiimero-sintetizantes.

Se ha informado acerca de ia existencia de dos caminos
diferentes en 1a sintesis de D(-)-B-hidroxibutiri1—CoA (Mos
kowitz y Merrick, 1969). En Rs. nubnum se aisiaron dos enoii
CoAhidrasas, cuya acción combinada resuitó en 1a racemización
de] L(+)-B-hidroxibutirii-CoAa D(-)-B-hidroxibutiri1—CoA de a
cuerdo con las reacciones:

L(+)-B-hidroxibutiriÏ-CoA á crotonii-CoA + H20 (reacción 8)

crotonii-CoA + H20á D(-)-B-hidroxibutiri1-CoA (reacción 9)

Moskowitz y Merrick (1969) propusieron e] siguiente
camino para 1a sintesis de PHBa partir de acetato en R4. nu
bnum:

acetato + acetii-CoA + acetoacetiï-COA + L(+)—B—hidroxibuti-'
ril-CoA + crotonii-CoA + D(—)-s-hidroxibutiri1-CoA + PHB

Las primeras enzimas de este camino han sido estudia
das en R4. nubnum por Eisenberg (1955) (acetiI-CoA quinasa)
y por Stern y De] Campilio (1956) (tioiasa, L(+)—B—hidroxibu
tirii-CoA-dehidrogenasa).

La sintesis de D(-)-B-hidroxibutiri1-CoA en A. beige
ninchii difiere de] camino ya descripto. Este organismo posee



una acetoacetii-CoA reductasa que cataiiza 1a reducción de]
acetoacetii-CoA a D(-)-B-hidroxibutirii-CoA utiiizando e] NADH
o e] NADPHcomo dadores de eiectrones (Ritchie et a1, 1971), de
acuerdo con la siguiente secuenc1a:

acetii-CoA + acetoacetii-COA + D(-)-B-hidroxibutiri1-COA + PHB

No existen evidencias de 1a presencia de enoii-CoA hi
drasa en este organismo (Dawes y Senior, 1973).

A partir de datos cinéticos, se propuso que 1a s-cetotig
iasa, que cataiiza 1a siguiente condensación:

2 CH3COSC0A # CH3C0CH2COSC0A + COA (reacCión 10)

desempeña un ro] importante en 1a reguiación de] metaboiismo
de] PHB.

Durante e] crecimiento exponenciai, e] acetii-CoA se me
taboiiza principaimente a través de] cicio de Krebs generando
energia y precursores de carbono para reacciones biosintéticas.
Asi, es esperabie haiiar una baja concentración intraceiuiar de
acetii-CoA y una eievada de CoA, como resuitado de 1a actividad
de 1a citrato sintetasa. Estas condiciones favorecen 1a inhibi
ción de 1a B-cetotioiasa y de 1a sinteSis de PHB.

Cuando ei crecimiento se retarda debido a 1a deficien
cia en aigün nutriente (por ejempio, por agotamiento de fuente
de nitrógeno), la concentración de acetil-CoA aumenta concomi
tantemente con 1a reducción de] CoAÏibre. Bajo taies condicio
nes se sintetiza e] PHB.

Senior et a] (1972) informaron que existia una acumula
ción muy importante de PHBbajo condiciones iimitantes de 02.
E1105 sugirieron que en cuitivos deficientes en 02 se acumula
ban nucieótidos reducidos de nicotinamida que inhibian ias acti
vidades de 1a citrato sintetasa y de 1a isocitrato deshidrogena
sa (Senior y Dawes, 1971). En estas condiciones, se prevenia 1a
oxidación de] acetii-CoA a través de] cicio de Krebs, aumentan
do su concentración y dirigiéndose hacia 1a sintesis de PHB.



X.3.4. Degradación

Los requerimientos para 1a depolimerización inciuyen
un factor iábii asociado a ios gránulos y 10s siguientes compo
nentes soiubles: I

1) factor proteico termoestabie (activador),
2) PHB-depoiimerasa,
3) hidroiasa

La acción sucesiva de] activador y de 1a depolimerasa
sobre 10s gránuios da como resultado 1a formación de B-hidroxi
butirato como producto mayor, además de un isómero (15-20%). La
hidroiasa actúa tanto sobre e] dimero comosobre el trimero, pe
ro no sobre PHB.

Griebe] y Merrick (197]) propusieron que e] PHBera hi
droiizabie so]amente si mantenia un estado conformaciona] par
ticuïar, e] cua] estaria fav0recido por una asociación intima
con 1a proteina, La presencia de alguna aïteración en esta asg
ciación produciría un cambio en e] estado fisico de] poiimero,
dando como resuitado preparaciones no degradabies por 1a depoli
merasa.

E] mecanismo de acción de] activador termoestabie no se
conoce aún. Griebe] y Merrick (1971) dedujeron que ios gránuios
de PHBestaban asociados a un inhibidor, pre5umib1emente protei
co, e] cua] interferiria con 1a hidrólisis de] PHBpor 1a depo
1imerasa. Este inhibidor era destruido por proteoiisis, extrai
do en áicaïi e inactivado por e] activador de forma aün no de
terminada.

Comoresultado de 1a acción de estas enzimas degradati
vas e] PHBse hidroiiza a D(-)—e-hidroxibutirato, e] cua] es pos
teriormente metabolizado a acetii-CoA según los siguientes pasos:

1) Oxidación de] D(-)-B—hidr0xibutirato a acetoacetato por 1a
enzima D(—)—B-hidroxibutirato deshidrogenasa NADespecifica.

2 Reacción de transferencia
V'

acetoacetato + succinii-CoA z succinato + acetoacetiiCoA

(reacción ll)

catalizada por 1a acetoacetato-succinil CoAtransferasa (Se
nior y Dawes, 1973).



3) Tioiisis de] acetoacetil-CoA a acetii-CoA mediante 1a acción
de 1a enzima B-cetotiolasa.
Esta enzima ocupa un ro] centraï en e] metaboiismo de] PHB
dado que constituye 1a primera enzima de 1a sintesis y 1a ül
tima de su degradación.

E1 esquema de] metaboïismo de] PHBse halia i1ustrado
en 1a Figu¿a_lg¿g; (Oeding y Schïegel, 1973; Senior y Dawes,
1973).

Dawesy Senior (1973) propusieron que 1a degradación de]
poiïmero estaria reguiada en e] paso catalizado por 1a e-hidro
xibutirato deshidrogenasa. Asi, 105 inhibidores competitivos de
esta enzima (piruvato y a-cetogïutarato) estarian en niveies e
ievados durante e] crecimiento activo, produciendo una inhibi
ción de 1a deshidrogenasa y previniendo 1a acumuïación de PHB.

X.4. Poïifosfatos (poli-P)

X.4.1. Sonsideraciones¿generaies

Numerosos tipos de bacterias, asi como también aigas,
hongos, levaduras y protozoos acumuïan poiifosfatos (poli-P)
(Dawes y Senior, 1973; Kuh], 1960). Existen también datos acer
ca de 1a presencia de poli-P en piantas superiores y animaies
(Haroid, 1966).

X.4.2. Estructuragguimica y composicion de_lgs_gfánuïos

E1 poli-P es un poïimero de ortofosfato con uniones de]
tipo de] anhidrido fosfórico:

0' 0 0

IÏ-O-P —0-P-—— o
0' 0- 0' n 0'

o



PHB\\\Oïígómeros

D(-)-3-hidrox1butirato

\\
Acetoacetato

Succiniï-COA

Crotoniï-CoA-——-——-————a

ei‘Succínato 5NAD(P)HA
¡¿cetoacítiï-COA

(+)-Bhídroxi/n/É/f/f/’ uitríï-CoACoAI

-CoA'———-———Piruvato

FIGURA10.2.:Síntesisydegradaciónde]PHB



Esta estructura puede variar en 1a iongitud de 1a cade
na desde 2 (pirofosfato) hasta 10“. Estos compuestos son consi
derados de aita energia siendo 1a energia iibre de hidróiisis
para 1a unión anhídrido de aproximadamente 9 kcaI/ unión fosfato
a pH 5. a

Los poii-P se halïan depositados en 1as cé1u1as forman
do gránuïos esféricos ios cuaïes parecen carecer de membranali
mitante. Estos gránuïos de 40-80 nm de diámetro, están formados
por 241 de proteina, 30% de 1ipidos, 27% de poii-P y pequeñas
cantidades de RNA,carbohidratos y cationes poiivaïentes (Fried
berg y Avigad, 1968).

t .X.4.3. Bios ntes¿_

La biosintesis de ios poli-P parece ocurrir a través
de dos caminos distintos: uno catalizado por 1a poii-P quinasa
y otro por 1a 1,3-difosfog]icerato-poii-P fosfotransferasa.

1) La pOÏi-P quinasa (ATP-poIi-P fosfotransferasa) cataliza 1a
transferencia de un grupo fosforiio termina] de] ATPa]
poli-P de acuerdo con 1a siguiente reacción:

ATP + (Pi)n e ADP+ (Pi)n+] (reacción 12)

Esta quinasa se haiia ampiiamente distribuida entre ios mi
croorganismos, incïuyendo la bacteria verde Chtonobiumtimi
cola 6.1hi0bui6atophilum (Coïe y Hughes, 1965).

2) La 1,3-difosfog]icerato-poli-P fosfotransferasa cataiiza 1a
siguiente reacción:

1,3-difosfoglicerato + (Pi)n + 3 fosfogiicerato + (Pi)n+1

(reacción 13)

Generaimente 1a poli-P quinasa presenta mayor actividad
(3 a 10 veces superior) (Kuiaev et a1, 197]) que 1a 1,3-difosfg
giicerato-poïi-P fosfotransferasa.

La principa] enzima responsabie de 1a sintesis de poli-P
en organismos que poseen ambas enzimas, resuïtó ser 1a 1,3-di



fosfoglicerato-poli-P fosfotransferasa, conclusión a la que se
llegó mediante estudios con mutantes (Kulaev et al, 1971; Kulaev
y Bobyk, 1971).

X.4.4. Degradación

Se han descripto tres enzimas que desempeñan un rol im
portante en la degradación de poli-P en microorganismos:

l) La poli-Pquinasa posee una función dual ya que actúa tanto
en la biosintesis c0moen la degradación.

2) La poli-P-AMPfosfotransferasa transfiere grupos fosfatos
desde el poli-P hacia el AMP, de acuerdo con

(Pi)n+1 + AMP+ (Pi)n + ADP (reacción 14)

3) La poli-P glucoquinasa cataliza la siguiente reacción:

glucosa + (Pi)n+1 + glucosa 6-P + (Pi)n (reacción lS)

La función de esta enzima en la degradación del poli-P y en
la fosforilación de las hexosas está aún en estudio. El tra
bajo con mutantes que carecen de esta proteina permitirá co
nocer mejor su rol fisiológico.

4) Las polifosfatasas que catalizan la hidrólisis de los poli-P
a fosfatos inorgánicos, se hallan ampliamentedistribuidas
en numerosos organismos. Las mutantes carentesde polifosfata
sas no pueden degradar el poli-P, sugiriéndose entonces que
estas enzimas jugarian un rol primario en la degradación de
los poli-P.

X.4.5. AcumulaCiónglutilización

Los factores que favorecen la acumulación de poli-P son
similares a aquellos observados para otras sustancias de reser
va. Generalmente, las condiciones ambientales y el estado fisio
lógico celular determinan el grado de aCUmulacióny degradación
de poli-P.



El metabolismo de los poli-P no ha sido estudiado aún
con profundidad en las bacterias fotosintéticas. En una publi
cación breve, Carr y Sandhu (¡966) informaron que Rp. ¿phaeno¿
daa crecida aeróbica ofotosintéticamente e incubada bajo con
diciones anaeróbicas a la oscuridad, degrada el poli-P. Por o
tro lado, las células crecidas fotosintéticamente e incubadas
a la luz en un medio basal salino sin fuente de carbono, acumu
lan poli-P. Asi, la presencia de una fuente de ATPen ausencia
de fuente de carbono produce un almacenamiento de poli-P mien
tras que la privación de un mecanismo generador de ATPresulta
en una degradación del poli-P.

Chi. ZimLcofa 6. th¿o¿ufiáarophifum, fotótrofo obligado,
acumula poli-P durante las fases de crecimiento logaritmica y
estacionaria (Cole y Hughes, l965). Los autores sugirieron que
esta situación reflejaria una producción en exceso de AlP por
fotofosforilación bajo las condiciones de crecimiento utiliza
das. Este organismo careceria aparentemente de polifosfatasa y
la degradación del poli-Pestaria mediada por la acción sucesi
va de la poli-P quinasa y de la ATP-asa.

Kulaev et al (1974) observaron que R¿.nubnum crecida a
la luz acumulaba pirofosfato asi como también poli-P durante los
estadios de crecimiento. También se halló almacenamiento de
poli-P en células crecidas en oscuridad.
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XI. METABOLISMO DE COMPUESTOS AZUFRADOS

XI.1. _ptroducción

La fotosíntesis anoxigénica requiere dadores de eiectrg
nes distintos de] H20. Las bacterias fototróficas utiiizan com
puestos azufrados a niveles de oxidación inferiores que e] de]
sulfato, comodadores eiectrónicos.

Por otro lado, tanto ias bacterias fototróficas como
ias no fototróficas requieren azufre para 1a sintesis de compues
tos ce1u1ares que contienen dicho eiemento.

A pesar de que e] camino de sintesis de estos compues
tos, para ambospropósitos es casi idéntico, es útil diferen
ciar entre e] metabolismo asimiiatorig, en e] cua] están invoiu
cradas ias reacciones dadoras de azufre con veiocidades de
turnover bajas, y e] metaboiismo disimiiatorig, que corresponde
a las reacciones que ceden eiectrOnes con altas velocidades de
turnover.

XI.2. Metaboiismo disimiiatorio

XI.2.1. Oxidación de suifuro, azufregl suifito

La oxidación de suifuro en Chromatiaceae y Chiorobiaceae
procede por via de un intermediario: e] azufre elementai, y está
en reiación estrictamente estequiométrica con 1a fijación de
C02 (Trüper, 1964 a) según:

2 st + c02 ¿a 2 5° + HZO+ <CH20> (reacción i)

E1 acopiamiento de] metaboiismo de] azufre con 1a asimi
lación del carbono señaia que e] primero está regulado por 1a de
manda de eiectrones de] segundo.

E1 azufre eiementai aparece en forma de gióbuios fuera
o dentro de 1a céiuia. Mientras que ias Chiorobiaceae y ias es
pecies de] género Ectothionhodo¿p¿na depositan e] S° fuera de
ias céiuias, las Chromatiaceae (excepto Ectoth¿onhodo¿p¿na) for
man gióbuios intraceiuiares. Nichoison y Schmidt (1971) anaiiza
ron 1a membrana de esta estructura en Chhomat¿um uLnosum. Es



tos autores encontraron que consistía enteramente en una protei
na con un peso molecular de l3.500 daltons. Una membrana simi
lar ha sido hallada en vacuolas'gaseosas de ciano y halobac
terias.

Schmidt et al (l97l) dedujeron que la membranaactua
ria primariamente como una barrera que separaria al S° del intg
rior celular y posiblemente tendria sitios de unión para las en
zimas involucradas en el metabolismo del azufre.

Mediante estudios de microscopía electrónica, Puch (va
et al (1974) concluyeron que el S° depositado fuera de las 'lu
las de las Chlorobiaceae, era liberado mediante sacos o inv. i
naciones formadas por la membranacit0plasmática.

La oxidación posterior del azufre elemental da origen
a la formación de sulfato según:

luz
2 S° + 3 C02 + 5 HZO —ñ-2 HZSOH + 3 <CH20> (reacción 2)

La velocidad de fijación de carbono en presencia de sul
furo o de azufre es la misma (Trüper, l964 b).

La ecuación total para la oxidación del sulfuro a sulfa
to es la siguiente:

t luz
2 HZS + 4 C02 + 4 H20 ————+2 H250q + 4 <CH20> (reacción 3)

Esta oxidación completa provee de 8 electrones por m0
lécula de sulfato formada, para la fotosíntesis.

Las reacciones l y 2 representan la relación estequiomg
trica entre el turnover del azufre y la fijación de C02en culti
vos fotolitoautotróficos.

Trüper y Schlegel (l964) encontraron que la velocidad
de fijación del C02 en Cha. ohenii limitaba el turnover del sul
furo y del azufre a sulfato. Además, las reacciones l y 2 no o
currian en estricta sucesión, dado que la formación de sulfato
comenzabamientras el sulfuroseguiaaün oxidándose. Este
overlapping también se observó en Th¿ocap¿a haóeopen¿¿C¿na. Por
otro lado, en Ectothionhbdoapina mobiZiA la oxidación del sulfu
ro y la oxidación extracelular del S°suceden en estricta sucesión.



El estudio de las enzimas de estas reacciones de trans
formación no ha sido aún profundizado. Teóricamente existirian
dos posibles roles para el azufre elemental:

l) es el verdadero intermediario, en cuyo caso deberia haber
una enzima que oxide el azufre a sulfito;

2 v pertenece a una reacción seCUndaria, por lo cual deberia ser
reducido a sulfuro, el que se oxidaria a sulfito via una sul
fito reductasa.

El rendimiento neto de electrones para la fotosíntesis
es el mismo en ambos casos.

Las enzimas responsables de las reacciones de transfog
mación no se conocen aún.

Durante el metabolismo anaeróbico, las células de
Chromatiaceae crecidas en oscuridad, excretan sulfuro provenien
te de los glóbulos intracelulares de S° (Trüper, l964 a). Van
Gemerden (l967, l968) demostró que en Cha. anOAum crecida en
las mismas condiciones antes citadas, existia un ac0ple este
quiométrico estricto entre la formación de sulfuro a partir de
azufre y la transformación de poliglucosa en poli-B—hidroxibuti
rato. Esto significaría que la acumulación de azufre elemental
bajo estas circunstancias serviría comodepósito potencial de e
lectrones; el sulfuro seria excretado y el ATPse formaría via
glucólisis. Asi, seria posible el flujo electrónico del NADPHo
NADHhacia el azufre.

Paschinger et al (1974) incubaron Chi. (¿micola 6.
thioauiáaIOph¿ium con S° en atmósfera de C02 libre de hidróge
no, a la luz. Estos autores observaron la formación simultánea
de sulfuro y sulfato postulando que la oxidación de azufre a sul
fato procederia via una reducción inicial a sulfuro.

Thiele (1966) encontró que tanto las Chlorobiaceae c0mo
las Chromatiaceae ensayadas utilizaban el azufreelemental añadi
do al medio de crecimiento. Este hecho llevó a la conclusión de
que las especies que depositan S° externamente y las que acumu
lan S° intracelularmente poseían sistemas enzimáticos similares
de oxidación de sulfuro y utilización de S.

Los miembros del género Ectozhionhodoapina. que prefie
ren pH's más alcalinos para crecer que las otras Chromatiaceae.
forman intermediarios polisulfuros, cuando se desarrollan en me



dios que contienen suïfuro. Este fenómeno no aparece en culti
vbs de Chiorobiaceae. cuando crecen a un pH cercano a] óptimo
(6,5-6,8) ya que los poiisulfuros son inestabïes a pH's ácidos.

En suïfobacterias fototróficas, e] suifito parece ser
e] intermediario verdadero en 1a oxidación de] azufre, ya que es
utiiizado comodador de eïectrones para 1a fotosíntesis. Thieie
(1966, 1968 b) encontró que estas bacterias no contenían sulfito
oxidasa (suïfito: oxígeno oxidoreductasa, EC1.8.3.1).

Peck (1966) halió formación de adeniliisulfato (APS)
en cromatóforos de Cha, uLnOAum.Trüper y Peck (1970) verifica
ron 1a sintesis de APS en extractos de numerosas cepas de
Chromatiaceae y Chiorobiaceae:

AMP + S03= + APS + 2 e' (reacción 4)

La enzima que cataïiza esta reacción es 1a adeniiil
suïfato reductasa(AMP,suïfito: ferricianuro oxidoreductasa,
EC1.8.99.2). Su actividad se haïia locaiizada en una fracción
particulada: ios cromatóforos.

La APS reductasa ha sido purificada de Thiocapba noseg
pea¿¿c¿na y sus propiedades fueron caracterizadas por Trüper y
Rogers (1971). Además de 1a fïavina, 1a APS reductasa de esta
fuente contiene grupos hémicos, en relación 1:2 (f1avina:hcmo)
por molécuïa de enzima.

La transformación de] APSa suïfato está cataiizada
por 1a enzima ADPsuifuriïasa (ADP:sulfato adeniïiï transfera
sa, EC2.7.7.5):

APS + Pi + ADP + 30..= (reacción 5)

En combinación con 1a adeniiato quinasa (ATPzAMPfosfg
transferasa, EC2.7.4.3) 1as suïfobacterias fototróficas tienen
en esta reacción 1a posibiiidad de ganar 1 mo] de ATP por cada
dos moies de suifato formados.

Hansen y van Gemerden (1972) informaron acerca de 1a u
tiïización de suïfuro por parte de numerosas cepas de Rhodospi
ri11aceae. Rp. capóulata puede toïerar una concentración eïova
da de suïfuro en 1a misma medida que 10 hace Cha. uinosum, mieg
tras que Rp. ¿phaehoide¿, Rp. pakuatn¿ó y Rhodaópánitkum nubnum



pueden soportar aproximadamente l/5 de dicha concentración.
Sin embargo, la adición de pequeñas cantidades de extracto de
levadura al medio de crecimiento generalmente aumenta la toleran
cia al sulfuro.

Hansen (l974) hizo crecer las especies antes nombradas,
en cultivos con bajas concentraciones de sulfuro. Asi, encontró
que Ra. nubnum, Rp. capautata y Rp. aphaenoidea oxidaban el sul
furo a S° mientras que Rp. paluatnLa lo transformaba en sulfato
sin acumulación de S° u otros compuestos reducidos.

Las Rhodospirillaceae no contienen APS reductasa (Han
sen, l974). La existencia de especies que carecen de esta enzi
ma pero capaces de oxidar sulfuro a sulfato, sin formación de
S° intermediario, nos prueba que existen diferentes caminos pa
ra la oxidación disimilatoria de sulfuro, dentro de las bacterias
fototróficas.

Hansen (l974) estudió también la utilización de sulfu
ro por Rhodomicnobiumuannieiii. Esta cepa transformó un 65-80%
del sulfuro en tiosulfato, pequeñas cantidades de politionatos
y S° (cultivo en batch), no detectándose sulfatos. Cuando la
misma cepa se hizo crecer en un quimostato, Hansen (l974) encon
tró un 86%de transtrmación del sulfuro entetrationato y peque
ñas cantidades de tiosulfato, no hallándose nuevamentesulfatos.

Comose sabe, el tetrationato reacciona con el sulfuro
originando tiosulfato y S°:

4 s= + 6 H20 + 5.,06= +12 H+ +18 e' (reacción 6)

5,06= + s= + 2 5203= + 5° (reacción 7)

Comola concentración de sulfuro en el estado estacio
nario dentro del quimiostato, es extremadamente baja, la reacción
7 no puede suceder en la forma en que lo hace en los cultivos en
batch y entonces, el mayor producto de la oxidación es el tetra
tionato.



XI 2.2. Oxidación de tiosuifato y tetrationato

La mayoria de ias especies de las Chromatiaceae. excep
to Cha. ohen¿¿, Cha. we¿¿¿e¿, Cha. wanm¿ng¿¿, Cha. buden¿ y
Th¿o¿p¿n¿tfiumjenense, son capaces de utilizar e] tiosuïfato cg
mo dador de electrones durante 1a fotosíntesis (TrÜper y
Jannasch, 1968).

En cuanto a las Rhodospiriiiaceae Rp. pataath€5 (van
Nie], 1944; Roiïs y Lindstrom, 1967 b) y Rp. óufió¿doph¿fa
(Hansen y Veidkamp, 1973), pueden crecer fotoiitoautotróficamen
te con tiosuifato comoúnico dador de eiectrones.

En anaiogia con la oxidación de] suifuro, van Nie]
(1931, 1936) describió 1a oxidación de] tiosuifato en Cha. UL
nOAumsegún 1a reacción:

iuz
2 Na2S203 + 4 C02 + 6 “20 ——* 2 “250.1. + 2 Na250L, + 4 <CH20>

(reacción 8)

Los mismos resultados fueron obtenidos por Larsen (1953)
con Cht. Eimicola 6. tioaufiáaIOph¿Zum.

Aigunos investigadores observaron un depósito intrace
iuiar transitorio de S° durante la oxidación de] tiosuifato en
Cha. uinoaum y especies simiiares (van Nie], 1936; Petrova, 1959;
Smith, 1965; Trüper y Pfennig, 1966):

iuz
2 Na25203 + C02 + H20--“—+ 2 S°+ 2 NaZSOH + <CH20>

(reacción 9)
iuz

2 S°+ 3 C02 + 5 H20'_——+ 2 HZSOH + 3 <CH20> (reacción 10)

La comparación de estas ecuaciones con Ias correspon
dientes a 1a oxidación de] sulfuro demuestra que para 1a fija
ción de una cierta cantidad de C02 se necesitan relaciónes equi
moiares de suïfuro o de tiosuifato. ASÏa 1€ VEÏÓCídadde fi
jación de C02 en T. noaeopenaicina es idéntica en céiuias creci
das con suifuro o con tiosuifato (Trüper y Pfennig, 1966).



La reacción 8 muestra que la oxidación de] tiosuifato
provee 8 electrones por moïécula oxidada, para 1a fotosíntesis.

Los dos átomos de azufre de 1a moïécuïa de tiosuïfato

pertenecen a dos grupos distintos: HS- (grupo-Suïfano) y -803H¡y
(grupo sulfon); por lo tanto, son tratados por 1as enzimas en
forma diferente. E1 depósitode S° en Chromatiaceae crecidas a
expensas de] tiosuifato, sugiere un desdobiamiento de 1a molécu
1a de 5203: en ambos grupos antes mencionados. Sólamente e] gr!
po suïfano es rápidamente transformado en S° mientras que e]
-SO3H se excreta inmediatamente en forma de suifato (Smith,
1965; Trüper y Pfennig, 1966). Este proceso puede ser expresado
según:

HS-*503H¿La Hs' + H*SO3'
\ L/H202€- \28_

H+ + 5° 3 H+ + *sof

(reacción 11)

La capacidad de utilizar e] tiosulfato se haiia expre
sada por 1a existencia de una o dos enzimas: una que desdobia
e] tiosuifato y una tiosuifato permeasa. La naturaïeza de 1a
primera enzima ha sido recientemente estudiada. La detección de
1a rodenasa (tiosuifato: cianuro azufre transferasa, EC2.8.1.1)
en Cha. u¿no¿um 11evó a 1a conclusión que esta enzima es 1a res
ponsabie de] clivaje de] tiosuïfato (Smith y Lasceïïes, 1966).
La rodenasa también se encontróÏ en Rp. ¿phaeao¿dea, Ra. nubnum
(Smith y Lascelles, 1966), Rp. capauzata, Rp. paluórnió,
Ectotháonhodoapina mobilió y Chi. limicola 5. thioaulfiaiophifium
(Yoch y Lindstrom, 1971). Hashwa- (1972) ha116 que 1a utilización
de] tiosulfato no es ni inducibie ni dependiente de las condicig
nes de] cuïtivo sino que es constitutiva. Los extractos de Cha.
minuó, Cha. vinoaum y Rp. palubtnáó contenían tanto rodenasa co
mo tiosuïfato reductasa, y ambas actividades no se halïaban a
fectadas por crecimiento en presencia de tiosuïfato.

Smith (1966) haiió formación de tetrationato a partir
de tiosulfato en Cha. uinoaum. Este investigador encontró que
e] suïfato era progresivamente reempïazado por tetrationato como



producto fina] de 1a oxidación de] tiosulfato, a1 variar e] pH
de 7,3 a 6,25. Dentro de este rango, e] 5,05: no sufría oxida
ción posterior. Smith (1966) purificó 1a enzima que cataiiza 1a
oxidación de] 5203= a SHOG=,utilizando ferricianuro como acep
tor de eiectrones. I

A pH 6,75 se acumuïa S° por utiiización de] tiosulfato
y se forman suïfato y tetrationato. La adición de SHOB=inhibe
e] depósito de S° pero no 1a producción de tetrationato a par
tir de 8203:, ni 1a oxidación de S°a sulfato. Entonces, e] tio
sulfato se metaboiiza en Cha. vinoóum según dos caminos distin
tos, que dependen de las condiciones ambientaies:

5° + 503= + so,=

51,06=

Esguema 1

Roiis y Lindstrom (1967 a) encontraron que en céiuias
de Rp. paluótALb crecidas en un medio con 5203= éste inducia 1a
utiiización de] tiosuifato. E1 producto de oxidación detectado
era e] tetrationato.

Knobïochet a] (1971) hailaron una tiosuifato: citocrg
mo C oxido-reductasaen unafracción aisiada de Rp. paiuótntb
crecidas con 5203:.

Se ha estudiado también 1a infiuencia de] oxigeno
atmosférico en ei metaboiismo de] S° en Chromatiaceae, tema de
gran importancia ecoïógica.

Cuando cé1u1as de Cha. UáHOóum,ricas en depósitos de
S, se airean en 1uz u oscuridad, oxidan e] S a suifato (Breuker,
1964); La adición de C02 a] aire produce un incremento en 1a ve
iocidad de formación de suïfato.

En contraste, Huribert (1967) haiió que e] oxigeno inhi
bia 1a sintesis de 80.,= a partir de] S° acumuiado intraceiuiar
mente, en Cha. uinasumimientras que no afectaba 1a utiïización
de 5203: y 1a formación de S a partir de] grupo suïfano.



XI.3. Metabolismo asimilatorio

Las Rhodospirillaceae fotoorganotróficas dependen de
la reducción asimilatoria de 50.,= para la sintesis de compuestos
celulares que contienen S, tales comolos aminoácidos cisteina,
cistina y metionina y otros componentes comolipoatos, biotina,
tiamina y CoA.

Las Chromatiaceae y Chlorobiaceae, que normalmente vi;
ven en habitats que contienen sulfuros, gastarian energia si u
tilizaran el sulfato en la sintesis de aminoácidos en lugar del
sulfuro ya disponible.

Cuando se incubó Cha. ahen¿¿ con sulfato marcado, las
células no mostraban ninguna incorporación de radioactividad
(Trüper y Schlegel, 1964). Thiele (l966), estudió una cantidad
considerable de cepas y encontró que las especies Cha. ohenái,
Cha. weáaaei, Chn. wanming¿¿, Cha. m¿nuó y Thiocapóa no poseen
la capacidad de reducir sulfato en forma asimilatoria.

Las cepas de Chzonob¿umpueden asimilar cisteina pero
no metionina, cistina, ácido cisteico, tioglicolato, tioacetami
da y sulfito (Lippert, l967; Lippert y Pfennig, l969), cuando
eran incubadas con hidrógeno como dador de electrones. A pesar
de que la cisteina es utilizada comofuente de S celular en
Chromatiaceae (Thiele, l966) y Chlorobiaceae, en. esta última
familia dicho compuesto no puede mantener el crecimiento, dado
que éste cesa luego de algunas generaciones (Lippert, l967). De
esta forma, la cisteina no puede ser considerada como una fuen
te de S suficiente en Chionobium. Por otro lado, las cepas de
Chlonob¿umson incapaces de asimilar sulfato. Lippert (l967)
concluyó entonces que en presencia de cisteina e hidrógeno, se
impedía la sintesis de algún componente celular c0nteniendo S al
nivel de oxidación del sulfato. Tal compuesto podria ser un és
ter sulfato o sulfonatos. El más probable es un sulfolipido, ais
lado por Benson et al (l959), cuya estructura es:

503
I

ïHz o o CH
H0 ' ' 2I

n///// HCOH
H\\\\?ï_tmfi;:a

H

l

OH H2C-0—C0-C¡7H33

l-0-( -6'-deoxi-aldohexopiranosil-6'—ácido sulfónico)-3-O—oleoil
glicerol



Este sulfolipido fue encontrado por Woodet a1 (1965)
en Rp. ¿phaenoide4.

Muypoco se ha estudiado de este tema en Rhodospirilïaceae.
Ibanez y Lindstrom (1962) observaron que cromatóforos de Ra. ng
baumsintetizaban 3'-fosfo-adeni1i1-su1fato (PAPS)ya sea en iuz
o con 1a adición de ATP en oscuridad. Sin embargo, 11egaron a 1a
conciusión de que ¿n vivo e] PAPSno era e] verdadero Sustrato
para 1a reducción de] suifato en cromatóforos.

Thieïe (1966 , 1968 a) estudió 1a distribución de 1a ra
diactividad en céluias de T. noaeopena¿c¿na y Cha. UÁHOAumcre
cidas con (35S)su1fato y encontró 1a marcación en 1a cisteina y
1a metionina. Esta observación constituye una evidencia de 1a
formación de aminoácidos azufrados a partir de SOH=.

Las céiuïas crecidas fotoheterotróficamente con 50..= co
mo fuente de S poseen una actividad considerabie de APS reducta
sa. Thieïe (1968 b) y Trüper y Peck (1970) sugirieron que esta
enzima seria 1a responsabïe de 1a reducción asimiïatoria de SOL,=
en Chromatiaceae.

Chambersy Trudinger (1971) estudiaron 1a sintesis de
cisteina a partir de suifuros. La mismaocurre vía una serina
acetiitransferasa (acetii-CoA; L-serina O-acetiitransferasa,
EC2.3.1.30) y una O-acetiiserina sulfhidriïasa (0-aceti]—L-ser1
na acetato 1iasa, EC4.2.99.8), según:

L-serina + aceti1—CoA+ O-acetiiserina + CoA (reacción 15)

0-acetiïserina + H25+ cisteina + acetato (reacción 16)

Este camino fue ha11ado en RA. nubnum, Ra. fiuflvum, Rp.
paiuótnió, Rp. gelathoaa, Rp. gtobifionmió, Cha. v¿no¿um, T. no
¿ecpen¿¿c¿na, Ectotháohhodoap¿na mvb¿2¿¿ y Ch2.v¿bn¿o¿onme 6.
thicauifiarophitum (Hensei y Trüper, 1976).

Peck et a] (1974) indicaron 1a presencia de una sulfito
reductasa (HzS: aceptor oxido-reductasa EC1.8.99.1) en bacterias
fotótrofas. Esta enzima se encontró tanto en céiuias crecidas au
totróficamente comotambién en 1as desarroïiadas heterotrófica
mente (Cha. vinaóum). La existencia de sulfito-reductasa en cul
tivos estrictamente fotoiitoautótrofos de Chi. limicofa, que
es incapaz de reducir en forma asimiiatoria e] suïfato, asi co
mo también en cu1tivos de Cha. vinoaum crecidos fotoiitoautotrófi
camente, es una indicación de 1a posibïe función de esta enzima



en e] metaboïismo disimiïatorio de] S, por ejempïo oxidación
del suïfuro o S°a suïfito. Peck et a1 (1974) expïicó 1a presen
cia de 1a suïfito reductasa en Cha. vinoaum crecida foto]ito—

autotróficamente considerando que esta enzima no estaba sujeta
a contro] feedback. Es necesario encontrar nuevas evidencias pa
ra resoïver esta cuestión y también para diïucidar si 1a sulfi=
to-reductasa de bacterias fotótrofas contienen e] sirohemo ha
11ado por Murphy y Siege] (1973).

Sandy et a] (1975) introdujeron un nuevo aspecto en
e] metaboïismo de] azufre. Estos autores encontraron que 1a en
zima 5'amin01evú1ico sintetasa, correspondiente a1 camino bio
sintético de 105 tetrapirroies era activada por trisulfocompues
tos de] tipo de GSSSG y CySSSCy.

La oxigenación de cu1tivos anaeróbicos producía una
disminución de Ios trisuïfuros ceïuïares y una subsiguiente i
nactivación de 1a enzima;
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XII. METABOLISMO DEL CARBONO

XII.1. introducción

Las pub1icaciones de van Nie] de 1930,.1931 y 1935 cons
tituyen e] punto de partida de ios estudios bioquímicos de 1a
fijación de C02. Estos trabajos no sóio expiican 1a bioquímica
de ias bacterias fotosintéticas sino que también comparan 1a foto
sintesis bacteriana con 1a de 1as aïgas y p1antas superiores.
Van Nie] expresó 1a ana1ogia de este proceso con dos ecuaciones
simp1es:

(302 + H20 ETfi-ñ-áH (“420) + H20 + 02 1::Sp1antas Super'¡_o_

(reacción 1)

C02 + st ---1ï:f_%—> <CH20> + H20 + 2 s en bacterias

(reacción 2)

E1 estudio de] metaboïismo de] carbono en bacterias fo
tosintéticas es vita] para el entendimiento de] proceso de foto
sintesis. No 5610 existe fijación y reducción de C02 sino tam
bién fotoasimiiación de compuestos orgánicos, anaeróbicamente y
crecimiento aeróbico en 1a oscuridad. En otras palabras, 1as
bacterias fotosintéticas muestran un fuerte contro] metabóiico
y en consecuencia, regu1aci6n enzimática.

Existen numerosos estudios acerca de 1a fotoasimiiación
de] carbono en bacterias, siendo aigunos de 105 más importantes
ios publicados por van Nie] (1941, 1944, 1954, 1957), Gest (1951),
Stanier (1961), Elsden (1962), Pfennig (1967), Fu11er (1971) y
Wiessner (1970).

A pesar de que existen más de 50 especies conocidas y des
criptas de bacterias fotosintéticas, e] estudio detaiiado de 1a
fotoasimilación de] carbono se ha reaïizado en unas pocas de
e11as.

Todas ias bacterias fotótrofas estudiadas hasta e] momen
to pueden fijar e] C02 por medio de} ciclo de_galyin o cigL9_gg
ductivo de 1as pentosas.



La figura J2.J¿ representa e] cicïo de Caïvin según ac
túa en p1antas verdes, mostrando partÍCUIarmente la relación en
tre este ciclo y otros mecanismos biosintéticos (Basshamy Kirk,
1969).

X I 1 - 2- 2,1121 .413. .C..a_.1.,vs.1'_n___e_n__ha; keria s _.j_0_t_ó_t_r_ofe;

XII.2.1. consideraciones generaïes

Existen dos mecanismos de fijación de C02 reïacionados
con 1a fotosíntesis:

1) e] cic10 de Caivin o ciclo reductivo de ias pentosas, e]
cua] no sóio fija y reduce e] C02, sino que también, median
te un mecanismocicïico. regenera e] sustrato ribuiosa difos
fato (RuDP) para una carboxiïación posterior de] mismo;

2) reacciones adicionaies de fijación de C02 mediante e] uso de
c0mpuestos reducidos como Sustratos, ios cuaies son productos
directos de] cic1o de Caïvin.

Las carboxilaciones individua1es y aün los cic1os adiciq
¿1es funcionarian comosecuencias metabóïiras aditivas para 1a
intesis ce1u1ar pero son compïetamente dependientes de ios in
ermediarios de] cicïo de Caïvin, 10s cua1es son utilizados como

sustratos.

La existencia de un camino o cic10 metabóïico que funcio
ne ¿n vivo surge de 1as evidencias u observaciones obtenidas a
partir de diversos hechos experimentaies, entre eïios: necesi
dad metabóïica de 1a presencia de dicho camino,existencia de
cantidades razonabies de ïas enzimas requeridas, anáïisis ciné
tico de 1as reacciones y reguïación de ias enzimas en cuestión.

las bacterias fotos itéticas constituyen un materia] ex
perimenta] exceïente para stos estudios, especiaimente median
te e] uso de 1L'C02y de ios mecanismos rápidos "switch" utiii
¿ando 1a 1uz y ias condiciones de CrFCÍnÍ¿H*O (omo reguiadoras.
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XII.2.2. gyidengias_dep]a_exjstencia de1_cjc10 de caluin en
9Lr.91_na_tie_c__e.as

En todas ias especies de Chromatiaceae investigadas se
han encontrado fuertes evidencias de] funcionamiento ¿n v¿uo
de] cicio de Caivin.

Los esquemas y resuitados que se presentarán a continua
ción, demuestran 1a existencia de un mecanismo bioquímico aita
mente seiectivo, que es utiiizado por ios organismos para 1a re
producción de sus componentes ce1u1ares en condiciones ambienta
ies particuiares.

A pesar de que ias bacterias fotosintéticas acumuian prg
ductos taies comogïicógeno (Hara et a1, 1973) o poii-B-hidroxi
butirato, e] ro] más importante no es 1a sintesis de estos com
puestos sino 1a formación rápida de metaboiitos necesarios para
1a sintesis de proteinas, iipidos y otras Sustancias asi c0mo
también e] desarroiio y 1a reproducción ceiuïar.

E1 esquema correspondiente a1 cicio de] carbono en Cha.
uLnoaumse i1ustra en 1a fjgunangLQL.

La fijación de HC02 en Cha. uinusum cepa D crecida au
totróficamente muestra un porcentaje deCreciente en 1a incorpg
ración tota] de 1L'Cen ácido fosfoglicérico (AFG), indicando 1a
carboxiiación primaria de 1a RuDP,y un porcentaje creciente en
la acumuiación de 1"C en productos secundarios de dicha fija
ción. En estas experiencias tai incorporación "negativa" se ob
servó también para e] ácido aspártico pareciendo ser e] resuita
do de una activa carboxilación de fosfoenoipiruvato (PEP) a oxal
acetato y su subsiguiente transaminación a aspartato. Fsto es
tipico de ias carboxiiaciones especiaiizadas que permiten a es
te Organismo una incorporación rápida de carbono en aminoácidos
y ácidos grasos, para 1a sintesis de productos utiiizados para
un crecimiento eficiente. Cha. UÁHCóumcepa D poseeun poo] con
siderabie de aspartato como fuente de carbono básica para tales
reacciones.

La enzima RuDPmcarboxiiasa se encuentra inhibida en un
50-90% cuando ias céiuias de Cha. UinOóum D se hacen crecer en
condiciones fotoheterótrofas. las enzimas de] cicïo de Krebs in
voiucradas en 105 pasos de producción de ATP (máiico deshidroge
nasa y a-CEtOgÏUtáriCO Oxidasa) se halian ausentes.



'-\ C02
Cícïo de\
Caïvin

Gïicógeno
\.o -____,z A3FG

PEP

C02

Piruvato

A1an1na*V s‘hcoz
C02‘—_““:7 Acetíï-CoA

Haïato Oxaïacetato u——-Aspartato
’ \

\
1

Fumarato Citrato

Succinato Isocitrato

,—C0,

Gïioxiïato -_M 4.u-cetogïutarato

Gïutamato

ElgyRAng,2¿: Cicïo de] carbono en Chnomatium v¿nc¿um cepa D



Es importante hacer notar que en éste, asi como en otros
caminos metabólicos en bacterias fotosíntéticas, todas las car
boxilaciones y pasos biosintéticos no operan simultáneamente.
Por ejemplo, el ciclo del qlioxflato ocurre sólo cuando las celu
las se hacen crecer en acetato como una única fuente de carbono
y están inhibidas las enzimas del ciclo de Calvin.

Existen otros dos organiSmos de esta familia que también
ya han sido estudiados: Cha. ohen¿¿ (Pfennig y Trüper, l974) y
EctothioahodoaPLna ¿haposhnihauii (Firsov et al, 1974). En es
tos organiSmos, asi como en Cha. vánOAum, las enzimas del ciclo
de Calvin se hallan bajo control metabólico. Sin embargo, a di
ferencia de Cha. u¿no¿um poseen un ciclo de glioxilato normal,
incluyendo la enzima málico deshidrogenasa,el cual se halla de
reprimido cuando las células crecen en presencia de acetato. Es
tos organismos carecen de la enzima u-cetoglutarato deshidroge
nasa y por ende, del ciclo de Krebs.

XII.2.3. Evidencias de la existencia_del_giglgwde_galyin en
8110119_S_P1'FJ"1-195.363

Estudios de incorporación de 1"'C indicaron que el produg
to primario de la fijación autotrófica de C02 en R5. nubnum
es el 3-AFG.

La presencia de las enzimas del ciclo de Calvin y la re
gulación de las mismas indica que el camino del carbono en Ra.
nubnumdurante el metabolismo autotrófico, involucra la fijación
de C02 via dicho ciclo,.existiendo a Su vez numerosas carboxila
ciones adicionales.

Anderson y Fuller (l967 a —c) estudiaron el nivel de va
rias enzimas del ciclo de Calvin, en R5. nubnum crecida en con
diciones fotoautotróficas (a la luz y con C02 como única fuente
de carbono) y fotoasimilatorias en presencia de acetato y mala
to, asi comotambiénen oscuridad y aerobiosis. El nivel de es
tas enzimas producia un camino diferente de incorporación de
1L’(302,dependiendo éste de las condiciones ambientales de creci
miento. Rs. hubnumpuede crecer aeróbicamente en la oscuridad;
esto implica que el ciclo de Krebs funciona perfectamente cn es«
ta situación. Es interesante hacer notar que este ciclo puede
actuar también bajo condiciones anaeróbicas. El metabolismo de



R4. nubnum es muy diferente a1 de Chnomatium, en e] cua] faitan
ias enzimas de] cicio de Krebs y se induce un cicïo de giioxiia
to modificado, cuando ias céiuias crecen anaeróbicamente a 1a
1uz en presencia de acetato.

Se concluye entonces que en RA. nubnum e] ciclo de Caïvin
funciona como una ruta primaria de incorporación y reducción de
C02. E1 metaboiismo adiciona], que incïuye e] cicïo de Krebs,
proviene de ias necesidades de estos microorganismos.

Kondrat'eva (1974) estudió e] metaboiismo de] carbono en
Rp. patuótnió. La asimilación de] C02 procede a través de] ciclo
de Caïvin y se ha11a compiementado por1a carboxi1ación de] fos
foenoipiruvato (PEP). Asi como RA. nubnum, este microorganismo
es aeróbico facuïtativo y puede crecer a 1a 1uz en presencia de
acetato y a 1a oscuridad bajo condiciones aeróbicas.

La fijación de ll‘C02 en Rp. pakuótn¿¿ se haiia estimu1a—
da por e] acetato, pero sólamente en cuitivos crecidos a 1a luz.

En este microorganismo se encuentran presentes todas las
enzimas de] cicio de] giioxiiato asi comotambién ias correspon
dientes a1cic10 de Krebs.

Si RA. nubnum crece con acetato como ünica fuente de car
bono, e] acetato se convierte en poii-B-hidroxibutirato y se a
cumu1a. En cambio, en presencia de C02, e] acetato se incorpora
a] cicïo de ios ácidos tricarb0xi1icos. Asi, ambos caminos de
fijación de C02y de fotoasimiiación de] acetato son significa
tivamente diferentes en ambos organismos tan íntimamente reia
cionados.

En 1a figura_12.3. se encuentra e] camino propuesto por
Kondrat'eva (1974) para Rp. pafiuótnia.

La comparación de 105 metaboiismos de estas dos Rhodospi
riliaceae enfatiza no sóiamente 1as diferencias existentes en
Ios caminos biosintéticos y su maquinaria enzimática sino tam
bién e] ro] importante que cumpien ias condiciones de crecimien
to.
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XII.2.4. Metaboiismo de] carbono en Ch1orobiaceae

E1 primer trabajo de asimi1ación de] carbono en bacte
rias verdes fue reaïizado por Larsen (1951, 1352). En base a ex
periencias de fijación de ¡“C02, propuso una carboxilación de]
propionato a Succinato.

La primer evidencia de 1a presencia de 1as enzimas de]
cicio de Ca1vin fue descripta por Smiïïiey Fuiier (1960) y
Smilïie et a] (1962).

Sadier y Stanier (1960) estudiaron 1a asimiiación de] a
cetato en bacterias verdes. Estos investigadores demostraron que
e] acetato podia ser incorporado ac0mponentes ce1u1ares durante
e] crecimiento a 1a 1uz; a diferencia de 1a situación en las bag
terias purpüreas,estaincorporación era dependiente de 1a presen
cia de C02.

Las enzimas de] cicio de Krebs también se ha11an presen
tes y se Sugirió entonces un mecanismo no ciciico de asimiïación
de C02, dependiente de acetato más C02 (Fulier, 1978).

Evans et a] (1966) propusieron en Chi. Eimicofa á. thio
¿utáatophilum un nuevo cicio reductivo, dependiente de ferredo
xina reducida, denominadocicïo reductivo de] ácido carboxilico
(Eigu¿g_lg¿fl¿). Uno de ios hechos principaies que Ilevaron a 1a
concïusión de que este cicio constituia e] mejor camino para 1a
incorporación de 002, fue 1a ausencia de RuDPcarboxiiasa en
Chi. ¿Lmicoia 6. th¿o¿uláatoph¿lum cepa Tassajara.

Las experiencias de fijación de C02 reaiizadas por Bucha
nan et a] (1972) indicaron que e] ll'(302 se incorporaba prima
riamente en aminoácidos, en particular ácido giutámico en
Chioaobium.

Existen evidencias acerca de 1a presencia de varias enzi
mas de] cicio reductivo de] ácido carboxiiico en Cha. uLnoaum
y Ra. hubhum (Buchanan et a1, 1967). Es dificil de entender que
exista una necesidad metabólica de este cic10 en bacterias purpg
reas mientras las enzimas de1.cic]o de Caïvin se haiian desinhi
bidas bajo condiciones de crecimiento fotoautotrófico.

Uno de 10s mayores argumentos contra 1a existencia de]
cicïo reductivo de] ácido carboxilico en bacterias verdes se ba
sa en Ïos trabajos de Hoare y Gibson (1964) que muestran que e]
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carboxiio termina] de] giutamato deriva de] grupo carboxilo co
rrespondiente a] (1“C)acetato durante 1a fotosíntesis. Estos ha
liazgos son incompatibies con 1a acción de] cicio antes mencio
nado. Otra de ias evidencias contra e] cicio reductivo de] áci
do carboxiiico es e] aisiamiento y caracterización de 1a enzima
RuDPcarboxilasa de Chi. ¿Lmicofla 6. thioautáatophitum cepa
Tassajara (Tabita et al, 1974). Es una enzima Sumamente inesta
bie 10 cua] expiicaria 1a baja actividad o 1a ausencia de 1a
misma ha11ada por otros investigadores.

En cuanto a ias enzimas de] ciclo de ios ácidos tricarbg
xiiicos, 1a citrato sintetasa se ha11a presente en 1as bacterias
purpüreas y verdes. La citrato iiasa ha sido encontrada sóiamen
te en Rp. geiatánoaa, una de ias pocas bacterias fotosintéticas
que utiïizan e] ácido citrico como fuente de carbono (Schaab et
a], 1972).

Beuscher y Gottschaik (1972) demostraron que mientras ia
citrato sintetasa se encuentra presente en Ra. nubnumy ChZ. ti
m¿co¿a 6. thioauiáatophifum, 1a citrato iiasa no es detectabie
en otros microorganismos.

Existen entonces dos posibles formas de asimiiación de
C02en bacterias fotosintéticas:

1) fotoasimiiación autotrófica de C02 via cicïo de Calvin;

2) coexistencia de dos cicïos: e] de Caivin y e] reductivo de]
ácido carboxiiico.

Si se demuestra finaïmente que 1a presencia de RuDP-car
boxiiasa no es genera], se deberá proponer entonces aigün nuevo
mecanismo de fijación de C02.

Sin embargo, 1a presencia de RuDP-carboxiiasa y 1a ausen
cia de citrato iiasa en bacterias verdes, Sumadoa otras eviden
cias negativas, hace pensar que es muy poco probabie que e] ci
clo reductivo de] ácido carboxiiico sea e] cicio regenerador de
carbono, de éstas y otras bacterias fotosintéticas.



XII.2.5. Ribuiosa Difosfato Carboxiiasa

La RuDPcarboxiiasa juega un ro] sumamente importante
tanto en 1a fotosíntesis bacteriana comoen 1a de 1as piantas.
Es una enzima que se encuentra bajo c0ntr01 metabólico y que
desempeña una función vita] en 1a reguïación de] funcionamien
to de] cicio de Caivin. La presencia o ausencia de su actividad
se ha uti1izado como argumento en favor o no de 1a existencia
de] mecanismo de fijación y reducción de C02.

Andrews et a1 (1973) informaron que esta enzima actuaría
en algas, piantas y bacterias fotosintéticas comouna carboxila
sa o una oxigenasa. Estos autores mostraron que e] 2,3-enedio]
de RuDP podia ser cïivado tanto por 1a adición de 02 C0m0 por
1a de C02 . Las dos reacciones propuestas se muestran en 1a
.F.L<1.L¿La___ï_2_-é_-
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X111. METABOLISMO DE COMPUESTOS ORGANICOS N0 AROMATICOS

XIII.l. introducción

Este capitulo tratará de la utilización de compuestoscar
bonados no aromáticos en bacterias foiosintéticas,bajo condicig
nes anaeróbicas, a la luz y aeróbicas, en oscuridad.

Los propósitos primarios de los estudios realizados acer
ca de la utilización de fuentes carbonadas en bacterias fotosin
téticas se centralizan en tres puntos fundamentales:

l) comprobar si el uso de compuestos orgánicos en la sintesis
celular posee significado taxonómico;

2) verificar si existen bacterias fotosintéticas autótrofas 0
bligadas;

3) estudiar el rol que desempeñan los compuestos orgánicos en
el mecanismode la fotosíntesis bacteriana.

Gaffron (l933, 1935) inició la investigación acerca de
la función de los sustratos orgánicos en el crecimiento de las
Rhodospirillaceae. Estos organismos, a diferencia de las
Chlorobiaceae y Chromatiaceae requieren ordinariamente sustra
tos orgánicos para el crecimiento fotosintético anaeróbico.
Gaffron encontró que cuando el sustrato orgánico se hallaba más
oxidado que el material celular resultante, se producía C02
mientras que el crecimiento, en presencia de compuestos orgáni
cos más reducidos tenia lugar con un consumo—del mismo. Con es
tos estudios, Gaffron descubrió el fotometabolismo reductivo del
acetato con hidrógeno, en ausencia de C02. Su interpretación de
estos hallazgos fue, que el carbono del acetato era directamen
te asimilado a material celular sin convertirse previamente a
C02.

Van Niel (l936) interpretó estos resultados en forma di
ferente ya que concluyó que el sustrato orgánico funcionaba pri
mariamente como un foto-reductor del C02. Este autor opinaba
que el C02 podria derivar de un sustrato orgánico y posterior
mente incorporarse en el material celular mediante el mecanismo
fotosintético de fijación de C09.

Foster (l940) describió la oxidación incompleta, depen
diente de luz del isopropanol acompañada por la reducción del



C02 a materia] ceiuiar. En esta situación, e] iSOpropanoi se
convertía cuantitativamente en acetona, con reducción simultá
nea de] CO2, de acuerdo con 1a siguiente ecuación:

2 CH3CH0HCH3 + co2 —]—“Z—>(CH20)n + 2 CH3C0CH3+ H20

(reacción 1)

Asi, se observa que e] isopropano] actúa exciusivamente
como un dador de hidrógenos para 1a reducción fotoquimica de]
C02. Los ha11azgos de Gaffron (1935) acerca de miembros de ias
Rhodospiriiiaceae que pueden crecer autotróficamente en C02 con
hidrógeno como reductor, parecen apoyar ias hipótesis de van
Nie], según ias cuaies ei ro] de ios sustratos orgánicos en 1a
fotosíntesis bacteriana, eSprimariamente e] de dador de hidrógg
nos para ias reacciones de fijación de carbono.

- Cuando Ra. nubnum crece anaeróbicamente a 1a luz, en
presencia de ¡“C02 y acetato o ¡“(C)acetato y C02, e] ]“C se in
corpora a ias proteinas ceiuiares (Cutineiii et a], 1951).

Sin embargo, Ormerod (1956) observó que 1a fijación de
C02en_R¿. nubnumse haiiaba suprimida en presencia de acetato.
Este mismo autor encontró que céiuias "en reposo" de Ra. nubnum
fotometaboiizaban butirato en presencia de 1“COZ,existiendo un
consumo compieto de] sustrato orgánico durante 1a inc0rporación
ceiuiar de HC02. Dado que 1a cantidad de 1|"(302incorporada coin
cide exactamente con 1a determinación manométrica de] consumo
de C02, estos resuitados sugieren que e] butirato se incorpora
a las céiuias sin ser convertido previamente en C02.

Estudios reaiizados por Eïsden y Ormerod (1956) en pre
sencia de] inhibidor metabóiico fiuoroacetato sugirieron que a
pesar de que e] cicio de ios ácidos tricarboxiiicos funcionaba
durante eï metaboïismo aeróbico, en 1a oscuridad, en Ra. nu
baum, varios de estos compuestos orgánicos (propionato, succina
to, fumarato, maiato) no se oxidaban a C02 bajo condiciones anag
róbicas a 1a 1uz. Asi, en estos casos parecería no cumpïirse 1a
teoria de van Nie] de 1a compieta oxidación de Ios sustratos or
gánicos para generar poder reductor. Comoresultado de estas ex
periencias, aün existen dudas acerca de] ro] desempeñado por estos
compuestosen bacterias fotosintéticas.



Stanier et a] (1959) presentaron evidencias de una fotog
simiiación directa de fuentes orgánicas de C, demostrando 1a in
corporación de carbono exógeno en uno o dos de ios materiales de
reserva, cuando 1a velocidad de consumo de 1a fuente carbonada
excede 1a veiocidad de sintesis ceiuiar. Los Sustratos orgánicos
metaboiizados directamente a unidades acetiio (acetato y butira
to) dan origen generaimente a] ácido poii-s-hidroxibutirico mien
tras que ios compuestos metaboiizados a-piruvato (succinato, ma
iato, propionato) contribuyen primariamente a 1a formación de pg
iisacáridos de reserva.

Actuaimente se ha iiegado a 1a conciusión de que 1a fun
ción primaria de los sustratos orgánicos en 1a fotosíntesis, rea
lizada por especies de Chromatiaceae y Rhodospiriiiaceae, es 1a
de servir como fuente de carbono asimiiabie, como fuera Sugerido
por Gaffron, y no.exc1usivamente como fuente de poder reductor
para 1a fijación de C02, según 10 postuiado por van Nie].

Sin embargo, existen casos especiaies en ios cuaies Sustra
tos orgánicos taies comociertos aicohoies sirven especificamente
comofotorreductores para 1a fijación de C02 (Foster, 1940; 1944).

XIII.2. Utiiización de compuestos orgánicos por ias bacterias
verdes Suifüreas

Se han descripto especies de 1a famiiia Chiorobiaceae anag
róbicas obiigatorias y absoiutamente dependientes, para su crecí
miento, de 1a iuz, de] C02 y de] hidrógeno o de aigün compuesto
inorgánico de a2ufre oxidabie.

En otras paiabras, estos organismos pueden ser considerados
fotoautótrofos obiigados que requieren 1a fijación de C02 para SU
desarroiio. Sin embargo, existen considerabies evidencias de que
estos organismos pueden utiiizar compuestos orgánicos simpies. En
ningún caso estas sustancias pueden reempiazar e] requerimiento
por e] C02 y por ei reductor inorgánico.

Las bases metabóiicas para e] crecimiento autotrófico obii
gado (en fotótrofos y quimiótrofos) constituyen un tema ampiiamen
te investigado. La bacteria quimioiitotrófica Th¿obac¿21ua¡hic
oxidana es incapaz de crecer en giucosa, debido a ia acumuiación
de productos tóxicos en e] medio cuando se desarroiia con este
azücar (Borichewski y Umbreit, 1966).

Smith et a] (1967) estudiaron e] crecimiento autotrófico



obiigado en aigas a2u1-verdosas. Estos autores encontraron un
ciclo de Krebs incomp1eto. La enzima u-ceto giutarato deshidro
genasa se haiia ausente y existen bajos niveies de máïico y
succinico deshidrogenasa. Esta deficiencia enzimática impide
e] norma] desarroiïo de] cicio de Krebs pero permite e] fun
cionamiento de caminos anabóiicos reiacionados.

Hayejempïos de aigas azu1-verdosas fotoiitotróficas
obïigadas en ias cuaies parecen no existir ias deficiencias me
tabólicas antes descriptas. Carr (1973) sugirió que estos Orga
nismos serian fotótrofos ob1igados simpiemente por carecer de
fiexibiiidad metabóiica para responder a 1a presencia de sus
tratos orgánicos exógenos.

Se ha observado que aïgunos miembros de] género Chtono
b¿um son incapaces de crecer a exoensas de compuestos orgánicos
cedidos por e] medio de cuitivo (van Nieï, 1931; Sadier y Stanier,
1960). Sin embargo, Sadier y Stanier (1960) mostraron que
Chtonobium(¿micofa podia desarroiiarse en presencia de bajas
concentraciones de propionato, piruvato, Iactato, giucosa,
giutamato y especiaïmente acetato. En este último caso, se de
mostró una incorporación de] 93%de] carbono en materia] ceiu
1ar, después de 6 dias de crecimiento. La cantidad de acetato
asimiiado por ias céluias era estrictamente dependiente de]
C02 y dei Suifuro suministrado. Estos haiiazgos exoiican ciara
mente que este organismo, a pesar de poder obtener e] carbono
a partir de] acetato, es un fotoautótrofo obïigado dado su ab
soluto requerimiento de fijación de C02 para e] crecimiento.
Sadier y Stanier concïuyeron que Cha. i4mico€a carecía de 1a ca
pacidad enzimática para oxidar e] acetato impidiendo así su u
ti1ización para generar C02 o poder reductor.

Hoare y Gibson (1964) encontraron que ia fotoasimiiación
de] acetato en Chi. ¿Lmtcoia á. th¿o¿ut5aioph¿kum dependía de
1a presencia de bicarbOnato y de una fuente externa de poder re
ductor. Además,no pudieron detectar poÏi-s-hidroxibutirato aún
en condiciones de crecimiento con acetato, que serian suficien
tes para producir 1a sintesis de este materia] de reserva en
R5. nubnum. Tanto e] (1-1HC) acetato como e] (2-1“C) acetato se
incorporaban en ios aminoácidos de estas céiuias.



XIIlg3. Metaboïismo de] carbono en miembros de 1a famiïia
Chromatiaceae

Las bacterias purpüreas suïfüreas son capaces de crecer
anaeróbicamente a 1a 1uz, a expensas de compuestos orgánicos
o autotróficamente mediante 1a fijación de C02, empieando com
puestos reducidos de azufre o H2 como dad0res de eïectrones
(van Nie], 1936, 1944; Muïïer, 1933). [a mayoria de estos or
ganismos son incapaces de crecer como quimiótrofos con compues
tos orgánicos en 1a oscuridad, y por 10 tanto, son considera
dos fotótrofos obïigados. Sin embargo, Tháocapaa no¿20pen¿¿c¿na
puede crecer microaeroffïicamente en 1a oscuridad.

Existe un número considerabïe de fuentes de carbono, in
ciuyendo alcohoïes, ácidos grasos, aminoácidos y carbohidratos,
que son uti1izados por ias especies de Chnomatáumen presencia
de C02 (Mu11er, 1933; Gaffron, 1934). Es muy posibie que e]
C02 no sea un requisito para 1a utilización de muchas fuentes
de carbono. Según Mu11er (1933) ios sustratos más oxidados que
e] materia] ceïular dan origen a C02, mientras que e] crecimien
to con sustratos más reducidos requiere 1a fijación de] C02 acg
pïada a 1a oxidación de] sustrato. Parece ser que e] ro] de]
C02 en cuïtivos de bacterias purpüreas suïfüreas que crecen en
presencia de c0mpuestos orgánicos, es e] de un "depósito de e
]ectrones" que provee una sa1ida para remover e] exceso de po
der reductor (Gaffron, 1935; Stanier, 1961).

XIII.3.1. Metabolismo de] acetato

Losada et a] (1960)informaron acerca de] crecimiento de
una cepa inespecifica de Cha. vinoóum en acetato, en ausencia
de C02. Utiïizando (INC)-acetato, estos autores no encontraron
incorporación significativa de carbono marcado, en 1a oscuri
dad, mientras que a 1a 1uz e] acetato era directamente fotoasi
miïado a materia] ce1u1ar, detectándoseïo en aminoácidos, espg
ciaïmente ácido glutámico. Estos investigadOres ha11aron evi
dencias de que 1a primera etapa en dicha incorporación era 1a
formación de aceti] CoA, ATP dependiente, 1a cua] podia con
densarse con una variedad de moïécuïas sintetizando asi e] ma
teria] ce1u1ar.



Losada et a] (1960)también encontraron pruebas de 1a
condensación de] acetii-CoA con oxa1acetato para formar citrato.

Cuando Chnomazium u¿no¿um cepa D se hace crecer en pre
sencia de acetato como fuente de carbono, este Organismo posee
dos enzimas fundamentaies de] cicio de] giioxiiato: isocitrato
iiasa y maïato sintetasa (Fu11er et a1, 1961). La primera pare
ce ser inducibie, exhibiendo una aita actividad especifica'en
céïuias crecidas en acetato pero no en las desarroïiadas en ma
iato o bajo condiciones autotróficas, mientras que 1a maïato
sintetasa aparece como una enzima constitutiva. Debido a 1a au
sencia de 1a maiato deshidrogenasa, no podria funcionar e] ci
cio de] gïioxilato en estos organismos. Sin embargo, este bio
queo aparente está compensado con dos reacciones adicionaies:
una decarboxiiación oxidativa, NADPdependiente, de maiato a
piruvato y una carboxiïación, ATPdependiente, de] piruvato a
oxaiacetato.

L-maiato + NADP+ + piruvato + c02 + NADPH+ H+ (reacción 2)

piruvato + C02—AIE—>oxaiacetato (reacción 3)

Estas reacciones junto con 1a de 1a citrato sintetasa,
hacen.posib1e entonces e] funcionamiento compïeto de] cicio
de] gioxiiato en céiuias crecidas en acetato (Losada et a],
1960).

Huribert y Lasceiies (1963) anaiizaron ios niveies de 1a
ribuiosa-difosfato carboxiïasa de Cha. uLnOAumcepa D crecida
autotróficamente y en presencia de sustratos orgánicos. Como
era de esperar, ios niveles más aitos se haliaron durante e]
crecimiento autotrófico. Estos autores dedujeron no sólo que
e] cicio de ias pentosas proveia un mecanismo de asimiiación
de C02 bajo condiciones autotróficas sino también que dicha
fijación podia proporcionar una salida para e] exceso de poder
reductor formado durante 1a oxidación de] sustrato.



XIII.3.2. Uti1ización de 105 materia1es de reserva en 1a oscu
ridad

Las especies de Chromatiaceae enfrentan un interesante
probïema ecoïógico debido a su naturaleza fototrófica obïigada.
Estos organismos son capaces de formar cantidades significati
vas de ATPsólo cuando son i1uminadas. ta cuestión consiste en
cómo satisface e] organismo SUS demandas de energia para 1a m0
viïización, e] mantenimiento ceïuiar y otros procesos, durante
1a noche.

Van Gemerden (1968 a-c) estudió e] comportamiento de Cha.
uLnoóumen dichas condiciones. Este microorganismo produce car
bohidratos de reserva conteniendo giucosa, cuando crece a 1a
1u2 en presencia de C02 y H2S. En experiencias reaïizadas expo
niendo ias céïuïas aïternativamente a 1a 1uz y a 1a oscuridad,
durante periodos de varias horas, Van Gemerden observó que 105
carbohidratos aïmacenados durante 1a etapa Iuminosa, desapare
cian durante 105 intervalos de oscuridad. Además, descubrió que
esta desaparición coincidia con 1a sintesis de] poii-g-hidroxi
butirato. En estas experiencias, haiïó también que en 1a oscuri
dad, e] HQSse producia a expensas de] S. Van Gemerden interpre
tó estos resu1tados proponiendo que en 1a oscuridad los carbohi
dratos de reserva se degradaban mediante 1a via de Embden-Mayer
hof, de gïucosa a piruvato, resuïtando en una ganancia de ATP.
E1 piruvato formado se c0nvertia en poTi-s-hidroxibutirato, via
acetiï-CoA y acetoacetiï-CoA con 1a pérdida'concomitante de C02.
Los e1ectrones 1iberados durante 1a degradación de] carbohidra
to y 1a sintesis de] PHBeran captados por e] S para formar
HPS, reacción mediada por 1a cupïa NAD+/NADH.

Este esquema provee una exp1icación para 1a aparición de
C02 y suïfuro en cuïtivos de Chnomaiium crecidos en 1a oscuri
dad (Truper y Schïegeï, 1964). Ademásbrinda una interpretación
de 1a desaparición de 1os carbohidratos de reserva y de 1a sin
tesis de PHBen 1a OSCUridad. Finaïmente, proporciona un meca
nismo para 1a 1iberación de energia a partir de los productos
almacenados y formados a 1a qu.



XIII.4. Utiïización de compuestos orgánicos por bacterias
purpüreas no suïfüreas

Las especies de 1a famiïia Rhodospiriïiaceae se caractg
rizan por su capacidad de crecer en una amp1ia variedad de com
puestos orgánicos: ácidos grasos, aminoácidos, a1coh01es, in
termediarios de] cicio de Krebs, hidratos de carbono, compues
tos monocarbonados, acetato y piruvato. '

Aïgunas especies (especia1mente de] género Rhodopaeudo
monaa y ciertos miembros de Rhodoap¿n¿¿lum) son capaces de 115
var a cabo un metaboïismo respiratorio no fotosintético en con
diciones aeróbicas en 1a oscuridad. E1 cicio de Krebs es e] ca
mino mediante e] cua] se oxidan 105 sustratos en 1a oscuridad
(Eisden, 1962). Este cicio también actúa anaeróbicamente a 1a
iuz en 1a mayoria de estos organismos (Ormerod y Gest, 1962).

XIII.4.1. Giucosa y Fructosa

E1 crecimiento de Rp. ¿phaeno¿dca en giucosa, fructosa
o manosa (SZymona y Doudoroff, 1960) es pobre, acumuiándose
productos ácidos comoe] ácido 2-ceto-3-deoxigiucónico.

La principa] ruta metabó1ica de 1a giucosa en Rp. cap
¿uiata correSponde a1 camino inducibie de Entner-Doudoroff
(Eideïs, 1969). Este microorganismo posee muy bajos niveies de
fosfofructoquinasa y 6-fosfog1uconato deshidrogenasa, sugirién
dose entonces que los caminos de Embden-Meyerhof y de 1a hexo
samonofosfato son de poco significado cuantitativo, en céiuias
crecidas en presencia de giucosa (Eideïs y Preiss, 1970).

Rp. capaufiata es un microorganismo cuyo comportamiento es
inusua] dado que metaboïiza 1a giucosa por 1a via Éntner-Doudo
roff mientras que asimiïa 1a fructosa mediante e] camino Embden
Meyerhof (Conrad y Schiege], 1974). En genera], 1a mayoria de
ias bacterias metaboiizan ambos sustratos utiiizando 1a misma
vía.

La etapa inicia] de1metab01ismo de 1a fructosa en Rp.
capautata está cataiizada por 1a enzima 1-fosfofructoquinasa.
Saier et a] (1971) encontraron que numerosas bacterias fotosin
téticas transportaban 1a fructosa hacia 1a cé1u1a mediante un



sistema fosfotransferasa que formaba fructosa-l-P. Este sistema
de transporte está compuesto por dos proteinas asociadas a mem
brana, ias cuaies cata1izan 1a transferencia de fosfato desde
e] fosfoenoïpiruvato a 1a fructosa, durante e] proceso de trans
locación de este compuesto hacia 1a céiuia.

XIII.4.2. Giutamatoy citrato

RA. nubnum puede crecer anaeróbicamentea 1a luz y aeróbi
camente en 1a oscuridad, enpresencia de L- ó D-g]utamato. Estu
dios reaiizados empieando (1“C)-giutamato e inhibidores metabg
Iicos sugieren que este sustrato se metaboiiza principaimente
a través de] cicïo de 10s ácidos tricarboxiïicos (Gibson y Hang,
1968).

Sin embargo, hay evidencias enzimoiógicas acerca de 1a
existencia de una gïutamato-mutasa, coenzima 812 dependiente,
haiiada en Ra. nubnum y Rp. Aphaenotdea (Ohmori et a], 1974),
y de] metaboiismo de] gïutamato según 1a via:

giutamato + e-metiiaspartato + mesaconato + citramaiato + ace
tii-CoA + piruvato

1a cua] fue haiïada también en otras bacterias (Barker, 1961).

La mayoria de ias bacterias fotosintéticas son incapaces
de utiïizar e] citrato como fuente de carbono. Sin embargo, Rp.
gekaz¿no¿a puede crecer anaeróbicamente a 1a qu, en presencia
de citrato. La citrato-iiasa, enzima responsabie de 1a asimiïg
ción de] citrato, es inactiva bajo condiciones aeróbicas; por
lo tanto, este micr00rganismo no puede desarroiïarse aeróbica
mente con citrato.

La citrato-iiasa consumesustrato en forma descontroiada,
acumuiándose en e] medio de cuitivo, 105 productos de degrada
ción: acetato y maiato (Schaab et a1, 1972). Una vez consumido
compietamente e] citrato, aparece una fase 1ag sumamente corta
en e] crecimiento, 1uego de 1a cua] continúa e] desarroiio a el
pensas de] maiato y de] acetato formados. Este periodo iag co
rrespondería a1 tiempo requerido para 1a sintesis de ias enzi
mas invoiucradas en 1a asimiiación deïos productos. E1 malato
se consumepreferentemente, no existiendo captación deacetato



hasta 1a compïeta remoción de] maiato de] medio de cultivo.

La citrato-Iiasa de Rp. gefathoaa se inactiva rápidamen
te luego de] agotamiento de] citrato en e] medio de crecimiento
(Giffhorn et a1, 1972). Esta inactivación es esencia] para 1a
utiïización eficiente de] malato y de] acetato, dado que duran
te e] desarroiïo en presencia de estos dos sustratos, puede
formarse citrato debido a 1a existencia de 1a citrato sintetasa.
Asi, 1a actividad simuïtánea de ambas enzimas daria 1ugar a un
cicïo inúti] de moïécuïas de dos, cuatro y seis átomos de car
bono.

XIII.4.3. Gïicero]

Rp. palubinió y Rp. ¿phaeno¿dc¿ pueden crecer con g1icg
ro] como fuente de carbono.

'Este sustrato se metaboïiza a gliceroï-B-fosfato, e] cua]
se convierte posteriormente en dihidroxiacetOna fosfato (Pike y
Sojka, 1975).

Cuando Rp. ¿phaenoidea crece en un medio que contiene
gïiceroï y maiato, este üïtimo sustrato se consumeen primer
término, encontrándose inhibidas 1as enzimas correspondientes
a1 metaboïismo de] g1icer01. Una vez agotado e] maïato, aparece
un 1ag en e] crecimiento durante e] cuaïse-des-reprimen 1as en
zimas relacionadas con 1a asimiiación de] gïiceroï. Después de
varias horas, e] desarroïïo continúa a expensas de] giiceroï.
Pike y Sojka (1975) sugirieron que estas enzimas estarian sujg
tas a una represión por cataboïito, en este caso, e1 maiato.

XIII.4.4. Acetato

Stanier et a1 (1959) demostraron en Ra. nubnum que e]
acetato era convertido predominantementeen poli-e-hidroxibuti
rato, en ausencia de C02, mientras que en su presencia, se in
corporaba en poïisacáridos.

A diferencia de otros organismos que utilizan e] acetato
como única fuente de carbono, Ra. nubnum no posee un cicïo dei
gïioxiïato activo. La enzima isocitrato-iiasa, esencia] para
e] funcionamiento de dicho cic1o, se ha11a ausente (A1bers y
Gottschaïk, 1976).



A pesar de 1a profunda investigación en este tema, aún
no se conoce e] mecanismo mediante e] cua] Ra. nubnum es capaz
de crecer fotosíntéticamente con acetato en ausencia dei ci
cïo de] gíioxiiato.

Kornberg y Lasceiïes (1960) anaïizaron varias especies
de 1a familia RhodOSpiriiiaceae con respecto a 1a presencia o
no de] cicio de] giioxiïato. Así, Rp. patuatnia y Rp. capaula
Ia, crecidas en acetato o butirato, presentaban nive1es signi
ficativos de isocitrato-ïiasa, en contraste con Ra. nubnumy
Rp. aphaenoLdea, que no poseían esta enzima en ninguna de las
condiciones ensayadas.

Aibers y Gottschaïk (1976) informaron que Rhodom¿cno
bium uann¿ct¿¿ y Rpe paiuainLa contenían ias enzimas isocitrato
iiasa v maiato-sintetasa.

.4

XIII.4.5. Utiiización de otros compuestos

Las bacterias purpüreas no suifüreas habitan frecuente
mente nichos anaeróbicos, donde se acumuían productos de fer
mentación de otros organismos. Rhodoap¿n¿ttum nubnum posee una
acohoi deshidrogenasa inducibie (Chaudhary, 1970) que puede fa
ciíitar e] uso de estos productos de fermentación.

Qadri y Hoare (1968) hallaron una fórmico deshidrogenasa
y una hidrogenasa particuiada en Rp. patuatn¿a.Estos autores
sugirieron-que e] crecimiento en presencia de formiato era e
sencialmente autotrófico, dado que 1a hidrógeno-íiasa producía
1a ruptura de 1a molécuïa de formiato para formar H2 y C02, su;
tratos necesarios para una fijación autotrófica. Yochy Linds
trom (1967) ha11aron que e] C02 formado en Rp. pakuarnáó a par
tir de formiato era fijado vía e] cicío reductivo de] ácido
carboxííico (Evans et a], 1966).

E1 ácido máïico es otra de ias fuentes de carbono em
píeadas en cuitivos de estas bacterias. E1 L-maiato se metabo
liza vía e] cicío de Krebs a través de 1a acción de 1a enzima
málico-deshidrogenasa NADdependiente, 1a cua] es sumamente
activa en extractos de estas céiuias.
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XIV. METABOLISMO DE COMPUESTOS AROMATICOS

XIV.1. introducción

Numerosas especies de la famiïia de las Rhodospirilïa
ceae son capaces de crecer en presencia de un compuesto aromá
tico simpie como fuente de carbono, ya sea anaeróbicamente a
1a 1u2 o aeróbicamente en oscuridad.

E1 presente capitulo describirá e] metaboiismo de com
puestos aromáticos en Rhodospiriïïaceae, crecidas bajo condicig
nes fotosíntéticas y de respiración.

Leadbetter y Hawk(1965) haïlaron que Rp. pafuótn¿4 po
dia crecer anaeróbicamente a 1a 1uz enpresencia de benzoato,
siendo incapaz de desarroiïarse aeróbicamente en 1a oscuridad.
En 1a Tabïa 14.1. se encuentran tabuiados los sustratos ensaya
dos con Rp. paiuatn¿ó (Dutton y Evans, 1969), Rp. gelathosa
y Rp. capbufata (Evans, 1977).

XIV.2. Metaboïismo aeróbico

Phodapaeudomonaópatuóin¿ó crecida aeróbicamente en pre
sencia de 4-hidroxibenzoato utiliza exc1usivamente e1 mecanismo
de ruptura "meta", e] cua] da origen a piruvato (Fioura 14.1.)
(Hegeman, 1967; Dutton y Evans, 1967, 1969).

En este mecanismo, uno de 105 átomos de] 02 se incorpora
a1 ani110 aromático como un hidroxiio, por medio de una monooxi
genasa, formandoe] 3,4-dihidroxibenzoato (protocatechuate).
En este punto, existen dos posibilidades de ruptura: "orto", en
tre 105 dos grupos hidroxiïos y "meta" entre ias posiciones 4 y
5. E1 primer camino origina e] ácido tricarboxiïico s-carboxi
mucónico, e] cua] posteriormente 11eva a ia formación de] ácido
e-cetoadipico.

E1 metabo1ismo que utiiiza e] camino "meta" produce e]
compuesto a-hidroxi-y-carboxi semia1dehido mucónico, e] cua] o
rigina en pasos posteriores, e] piruvato (Evans, 1976; Dagiey,
1976; Trudgiïï, 1976; Evans, 1977).
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FIGURA14.1.: Metaboh’smo de compuestos aromáticos en bacterias,
bajo condiciones aeróbicas.



XIV.3. Metaboiismo fotosintético anaeróbico

Leadbetter y Hawk (1965) y Dutton y Evans (1967) estudia
ron e] crecimiento fotosintético de Rp. palustn¿¿ en benzoato y
3-hidroxibenzoato. Ninguno de estos dos sustratos era capaz de
promover una actividad respiratoria en ias céiuias bajo condi
ciones aeróbicas.

La Figura 14.2. muestra e] efecto de] 02 sobre e] fotomg
taboiismo de] benzoato en céïuias crecidas fotosintéticamente.
Asi, e] 02 inhibe totaimente 1a utiiización dei benzoato en
iuz u oscuridad (Dutton y Evans, 1969). E1 retorno a ias condi
ciones iniciaies de anaerobiosis y luz permiten nuevamente e]
consumo de benzoato, en forma rápida.

También se observa que ios requerimientos de iuz para 1a
utiiización anaeróbica de] benzoato, son obiigatorios. Sin em
bargo,-no es comprensible porqué existe una fase 1ag después
de] retorno a] estado iiuminado ya que dicho periodo no apare
ce cuando ias céiuias se incuban en oscuridad sin benzoato.

XIV.3.i. Fotometaboiismo anaeróbico de] benzoato

¡La inhibición por oxigeno y 1a dependencia obiigatoria
de 1a_1uz fueron puntos ciaves para deducir que 1a secuencia
de ruptura de ios compuestos aromáticos en condiciones fotosin
téticas era un proceso reductivo.

Guyer y Hegeman(1969) sugirieron, a partir de estudios
con mutantes de Rp. paíuatnLa que ias reacciones iniciaies de
ruptura de] benzoato, 1u2 dependientes, eran reductivas. Según
estos autores estarian invoiucrados ios ácidos ciciohexanocar
boxíiico y ciciohexen-i-carboxi1ico.

Dutton y Evans (1968, 1969) diiucidaron e] camino de]
fotometaboiismo anaeróbico de] benzoato (Elgura_lí¿g¿) en Rp.
paiuóthLb. La primera parte de dicha via consiste en 1a reduc
ción de] anilio aromático y 1a segunda constituye una secuencia
de reacciones simiiares a ias bien conocidas para 1a e-oxidación
de ácidos grasos.Como en este caso e] sustrato es un compuesto
ciciico, 1a 8 oxidaciónproduce 1a ruptura de] ani11o entre ias
posiciones 1 y 2.
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Sin embargo, en e] año 1970,_Dutton y Evans sugirieron
que Ios intermediarios de] fotometaboiismo de] benzoato existi
rian como ésteres de CoAy Whittïe et a1 (1976) demostraron
que extractos de céiuias de Rp. pafiuaza¿¿ crecidas fotosintéti
camente en benzoato eran capaces de cataïizar 1a tioesterifica
ción de] benzoato para formar benzoii-CoA (Figura 14.4.)..Dea_
cuerdo c0nestos resuitados, Whittie et a1 (1976) compietaron e]
camino antes descripto según: '

CoA, ATP 6 H FAD+

Benzoato ———;ï- >benzoi1-COA ———>L—?ciciohexanoi1-C0A »->L——+

H20 NAD+

cicïohex-i-enoi1-COA ——3L—+2-hidroxiciciohexanoiï-COA ——3L—+

COA,ATP

2-oxocic10hexanoi1-COA ———n———+pimeiii-di-COA

En genera], parece ser que 1a energia necesaria para 1as
reacciones endotérmicas de ruptura de 105 aniiïos aromáticos en
bacterias fotosintéticas proviene de] ATPgenerado en Ios even
tos normaies de transferencia de eïectrones y de] metaboïismo.
E1 ATPes usado directamente en ias reacciones de esterifica
ción taies como aqueïïas que invoiucran 1a CoA, activando asi
a1 anilio aromático antes de 1a reducción y ruptura de] mismo.
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FIGURA14Lí¿: Tioesterificación de] benzoato en
céïuïas de Rp. pafluóIñLA crecidasfotosíntéticamente
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XV._METABOLISMO DEL HIDROGENO Y FIJACION DE NITROGENO

XV.1. Fijación de nitrógeno

Las bacterias fotosintéticas c0nstituyen uno de los gr!
pos capaces de reducir enzimáticamente e] nitrógeno atmosférico
a amonio.

Gest. y Kamen (1949 a) observaron que tanto e] N2 como
e] NH“+inhibian 1a fotoevoiución de] H2 en Ra. nubnum Sugirien
do que debia haber cierta simiïitud con ias bacterias fijadoras
de N2, en ias cuaies existe una relación entre e] metabolismo
de] H2 y 1a fijación de N2 (Lee y Wiïson, 1943). Lindstrom et
a] (1949) confirmaron que habia fijación de N2 en Ra. nubnum.

Después de estas observaciones iniciales, se encontró
que este proceso ocurria en otras bacterias como Rp. ¿phaeAOL
deb, Rp. capautata, Rp. gclathoaa y Rp. patuóIALA (LindstrOm
et a1, 1951; Okuda et a], 1960), Cht. L¿m¿coka á. th¿o¿u€fiato
phLÍum (Lindstrom et a], 1949, 1950) y en aigunas especies de
Chnomaiium.

Aün no se ha establecido que todas las bacterias fotosig
téticas sean fijadoras de N2, sin embargo, todas ias cepas de
Rhodospiriiiaceae ensayadas son capaces de reaiizar este proce
so (Stewart, 1973).

xv.1.i. Fisioioqia de ia fijación

XV.1.].1. Fijación de nitrógeno a 1a 1uz

Las bacterias fotosintéticas fijan N2a veiocidades óptl
masso1amentebajo condiciones anaeróbicas, a 1a luz (Kameny
Gest, 1949; Lindstrom et a1, 1949, 1951).

Pratt y Frenkei (1959) observaron que existia una estrg
cha reïación entre 1a fijación de N2y 1a fotosíntesis. Paschin
ger (1974) demostró que e] consumo de JSN2 por Ra. nubnum se de
tenia inmediatamente cuando desaparecia 1a 1uz.



XV.1.1.2. Fijación de nitrógeno en OSCUridad

A pesar de que 1a fijación de N2 es óptima en condicio
nes luminosas, en anaercbiosis y oscuridad Ra. hubnumfija tam
bién N2, en cantidades pequeñas pero significativas (Lindstrom
et a], 1951).

Bennett et a1 (1964) encontraron que cuando 1a 1uz desa
parece , e] consumo de N2 en Cha. U¿naóum cepa D nd cesa inme
diatamente. Estos autores utiiizaron un equipo a1ternador 1uz
oscuridad-iuz.

Benemanny Vaïentine (1972) observaron que en 1a oscuri
dad 1as céiuias de RA. nubnum podian mantener 1a reducción de
acetiieno (medida de 1a actividad de 1a nitrogenasa) durante
periodos de hasta 24 horas, a una veiocidad de apenas un 5% com
parada con 1a observada en 1a 1uz.

'Se atribuye esa pequeña pero significativa fijación de]
N2 en oscuridad, a una acumulación de intermediarios fotosinté
ticos a 1a 1uz (Schick, 1971 a). Aparentemente, durante perio
dos más 1argos de fijación de N2 en oscuridad, estos microorga
nismos son capaces de actuar sobre sus carbohidratos de reser
va, a través de un proceso termentativo, para abastecer ios re
querimientos de ATPy de compuestos reductores para 1a activi
dad dé 1a nitrogenasa.

E1 02 inhibe compietamente 1a fijación de N2 en bacterias
fotosintéticas. Esto era 10 esperado ya que:

1) e] 02 inhibe irreversibiemente a 1a enzima nitrogenasa;

2) e] 02 oxida fácilmente a ios reductores (ferredoxina reduci
da) requeridos para 1a actividad de 1a nitrogenasa.

XV.1.1.3. Amonio como producto y como inhibidor

Cuando Ra. nubnum, Chi. Limicoka 5. Íh4'.(!/Ï(L1)Záaiophiluniy
aïgunas especies de Chnomarium se trataban con .Ny, e] NHL,+y e]
ácido giutámico eran ios productos que contenían mayor marca
{Wai} et a], 1952). Cuando estos microorganismos se exponian a
15NH.,+, se observaron aïtos niveies de ácido giutámico marcado
con 15N. Los autores concluyeron que estas bacterias re

- + . . ..
duc1an N2 a NHH teniendo 1ugar 1uego una aminaCion



reductiva de] ácido a-cetogiutarato a ácido giutámico. La adi
ción de C1NH“a cuitivos de Rs. nubnum fijadores de N2, produ
cia una inhibición de 1a misma (Kamen y Gest, 1949; Lindstrom
et a1, 1949). Este efecto inhibitorio ha sido interpretado en
términos de una nitrogenasa inducibïe, Cuya sintesis se en
cuentra inhibida por e] NH“+(Strandberg y Niison, 1968).

Cuitivos continuos de Rs. nubnum Supiementados con con
centraciones iimitantes de NHL.+dieron origen a extractos ceiu
iares más activos en cuanto a 1a fijación de N2, que ias céiu
ias crecidas en N2, indicando esto que e] proceso de fijación
de N2 producia cantidad suficiente de NHL.+como para inhibir
parciaimente 1a sintesis de 1a nitrogenasa (Munsony Burris,
1969).

Debido a que 1a inhibición de 1a fijación de N2 por e]
NHL,+en Ra. nubnum era Sumamente rápida (Schick, 1971 a),
Stewart (1973) Sugirió que e] NH“+no sóio inhibiria 1a sinte
sis de 1a nitrogenasa sino que también funcionaria como una
toxina ceiuiar o comoun inhibidor de 1a fotofosforiiación
ciciica. Sin embargo, esta hipótesis parece poco probabie ya
que RA. nubnum crece perfectamente bien en presencia de aitas
concentraciones de amonio.

Nagatani et a] (1971) propusieron que en condiciones de
fijación de N2, ias bacterias fotosintéticas incorporaban NH“+
en 1a via de] giutamato mediante un nuevo camino descubierto por
Tempest et a] (1970). Según estos autores ias enzimas involucra
das serian 1a giutamina sintetasa (GS) y 1a giutamato sintetasa
(GOGAT)en combinación con e] u-cetogïutarato (u-KG).segün:

GS GOGAT
amonio + giutamato ————>giutamina _ÉÏÏÉ_—> 2 giutamato

(reacción 1)

Tempest et a] (1970) propusieron que este camino era más
probabie que e] convenciona] de 1a giutamato deshidrogenasa
(GDH):

amonio + c-cetogiutarato GDH GÏ-? giutamato ———————«7 giutamina
NHL,

(reacción 2)



Cha. ULHOóumcepa D y RA. nubnum poseen a1tos niveles de
actividad de GS; Esta enzima tiene una e1evada afinidad por e]
NHH+,10 cua] permite a ias céïuias fijadoras de N2 mantener ba
jo e] nive] interno de NH"+previniendo asi 1a inhibición de 1a
nitrogenasa. Shanmugamy Vaientine (1975) obtuvieron evidencias
acerca de 1a función reguiatoria de 1a GS en e] metaboiismo de]
N2.

XV.1.1.4. Dadores de eiectrones

Tanto e] ATPy e] poder reductor, como 1a fijación de
N2 y 1a reducción de C02 son necesarios para ios distintos pro
cesos bioquímicos. Las bacterias fotosintéticas requieren un
sustrato oxidabie comofuente de electrones, para generar ios
reductores de dichos procesos (piridin nucieótidos y ferredoxi
na). Asi, ios ácidos orgánicos comomaiato y acetato, y ios
compuestos reducidos de azufre taies comoti05u1fato y Suifuro
pueden oxidarse generando ios eïectrones necesarios para es
tos procesos.

Arnon et a] (1961) demostraron que 1a fijación de N2
en Cha. u¿noaum era estrictamente dependiente no sóio de 1a 1uz
sino también de] tiosuifato como dador de eiectrones. Yoch et
a1 (1968) mostraron que este compuesto tenia 1a misma función
en Rp. pakubxnió. En este organismo se observó un requerimien
to diferencia] de poder reductor que dependia de] tipo de meta
boiismo (fijacion de N2o asimiiación de NHA+)(Figura 15.1.).
Utiiizando piruvato (5 mM)como dador de eiectrones, Rp. païuá
In¿¿ aumenta en un 30%su densidad ceiuiar, en presencia de

+ . ,
NHH respecto ai N2 como fuentes de nitrogeno.

Los ácidos orgánicos sirven no sóio como dadores de eiec
._ + . ._ 

trones para 1a reducc10n de] N2 a NH“ Sino tambien como acep
tores de NHH+. De 10 contrario, e] exceso de NH“+ acumuiado
inhibiria 1a fijación de N2 en Cha. u¿n0¿um (Arnon et a1, 1961)
y en Rs. nubnum (Schick, 1971 c).
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XV.2. Fotoevoiución de] hidrógeno

Gest y Kamen (1949 a, b) fueron los primeros en observar
1a fotoevoiución de] H2en bacterias fotosintéticas.

Existe un número importante de factores, incluyendo ias
condiciones de cuitivo, que afectania fotoevoiución de] H2 en
estos microorganismos. Cuando se hace crecer R5. nubnum fotosin
téticamente en un medio conteniendo maiato, fumarato o piruvato
y N2, giutamato o aspartato como fuentes de carbono y nitrógeno
respectivamente, e] cuitivo no sóio produce C02 sino que también
muestra una formadión vigorosa de H; (Gest y Kamen, 1949 a, b;
Gest et a1, 1950; Ormerod et a1, 196]). E] NHH+,aitas concen
traciones de extracto de ievadura o peptona (Gest y Kamen,
1949 b) y aminoácidos taies como a1anina y serina (Bregoff y
Kamen, 1952), inhiben compïetamente dicha fotoevoiución. Si ei
NHL+se mantiene en e] cuitivo a un nive] bajo pero constante,
1a iotoevoiución de] H2 no se ve afectada (Ormerod et a], 2961).

La fase gaseosa presente en 1a suspensión ceiuiar tam
bién tiene un efecto significativo en este proceso. Cuandoiaa;
mósfera está compuesta de heiio, hidrógeno o argón, 1a formación
de H; ocurre fáciimente a 1a iuz, mientras que en presencia de
N; dicna evoiución se detiene abruptamente (Gest y Kamen, 1949
a). .

ExiSten evidencias de que ei sistema enzimático response
bie de 1a fotoproducción de H2 es sensibie a1 02 debido a que
1a aireación de] cuitivo producía un significativo lag en esta
reacción (Ormerod et a], 1961).

Ormerod et a] (1961) transfirieron cuitivos de Rs. nubaum
de un medio conteniendo NHH+(donde no habia producción de H2)
a uno 1ibre de nitrógeno (en e] cua] 1a evoiución de] H2 era no:
mai) y demostraron que 1a adición de:

1) cloramfenicoi a] medioIinhibia permanentemente este proceso;

2) glutamato producia una considerabie aceieración de 1a veioci
dad de formación de H2, posibiemente por proveer de aminoáci
dos para 1a sintesis enzimática;

3) anáiogos de 105 aminoácidos aumentaban e] periodo iag, antes
de 1a iiberación de H2.



Estas observaciones estaban de acuerdo con 1a hipótesis
expresada por Gest et ai (1950) según 1a cua] ei NH“+ inhibe 1a
sintesis de una o más enzimas requeridas especificamente para
1a producción de H2 a 1a 1u2. Durante e] Curso de estos estu
dios, Gest y Kamen (1949 a, b ) y Gest et a1 (1950) dedujeron
que e] C02 que se formaba simuitáneamente con e] H2, jugaba-un
ro] importante en este fenómeno. Newton y Wiison'(]953) propu
sieron que e] C02 se condensaria con compuestos de cuatro car
bonos para formar u-cetogiutarato, e] cua] serviria comofuente
de H2.

Buien et a1 (1965) demostraron en R4. nubnum que ios co
factores requeridos para 1a fijación de N2 también se utiiizan
en una nueva actividad de hidrogenasa encontrada en extractos
de organi5mos fijadores de N2. Este tipo de hidrogenasa ATP-de
pendiente es distinto de ias hidrogenasas convencionaies que fun
cionan en organismos heterotróficos produciendo H2 en 1a oscuri
dad, en varios aspectos:

1) no se haiiainfiuenciada por 1a presión parcia] de H2;

2) no es reversibie;

3) es insensible a] C0, inhibidor común de ias hidrogenasas;

4) se detecta sóiamente en extractos de céiuias crecidas en N2
(Buien et a], 1965).

A partir de extractos de R5. nubnum, estos autores conciu
yeron que tanto ias reacciones de reducción de N2 como las de g
voiución de H2 (ATPdependientes)eran cataïiíadas por 1a misma
enzima: 1a nitrogenasa. Asi, aparentemente 1a fotoevoiución de]
H2 en bacterias fotosintéticas seria una manifestación de 1a ag
tividad de 1a nitrogenasa ATP-dependiente.

Gest (1972) propuso que 1a fotoevoiución de] H2 seria un
recurso, mediante e] cua] ias bacterias fotosintéticas regula
rian SUSniveies intraceiuiares de ATPy Su poder reductor duran
te periodos en 10s que no OCurren ios procesos sintéticos.

Queda aún por determinar si 1a nitrogenasa posee reaimen
te esa función reguiatoria en 1a naturaieza, ya que ias eieva
das concentraciones de N2 de 1a biosfera inhibirian probablemen
te 1a evoiución de] H2; por otra parte si e] NHL.+presente en e]
medioambiente ceTuiar reprimiera 1a nitrogenasa,no existirian
entonces funciones reguiatorias.



XV.3. Bioquímica de 1a fijación de No

XV3.1. Preparación de extractos activos

Buïen et a1 (1965) obtuvieron extractos activos para 1a
fijación de N2 de Ra. nubaum cuando estos fueron supiementados
con 105 cofactores necesarios (ATPy reductores). La presencia
de esta actividad depende fundamentaimente de] pH de] extracto
(Burns y Buien, 1966; Yoch y Arnon, 1975). Cuando se produce
1a ruptura ceiuiar de Ra. nubnum, e] pH disminuye rápidamente
a un va10r aproximado de 5,0. Se ha propuesto que esto se debe
ria a una degradación a ácidos orgánicos de ios productos de rg
serva, taies c0moe] po1i—¿-hidroxibutirato.

Munson y Burris (1969) hicieron crecer Ra. nubnum en prg
. . . ¡T . . .

senCia de baJas c0ncentrac10nes de NHLi, ooteniendo tambien ex
tractos activos (1a nitrogenasa se ha1iade-reprimida Cuandoe]
I-+ ¿ . .NHL se encuentra a bagos niveies).

Para 1a medición de 1a actividad de nitrogenasa en ex
tractos de bacterias fotosintéticas se requieren ias siguientes
condiciones:

1) anaerobiosis en todas ias fases operacionales;

2) AÏP sintetizado endógenamente 0 supiementado mediante un si;
tema regenerador;

3) reductor de bajo potencia": ferred6xina reducida, fiavodoxi
na o un reductor quimico no fisioiógico ta] como e] ditioni
to de sodio.

XV.3.2. Nitrogenasa

Nitrogenasa es e] nombre apiicado a 1a enzima que reduce
e] N2 a NHH+.Wilson y Barris (i947) sospecharon que se trataba
de una metaioenzima, pero recién 10 demostraron Buien y Le Comte
en 1966. Estos autores encontraron que 1a nitrogenasa era un com
pïejo enzimático formado por una Mo-Fe-proteina y por una Fe-prg
teina; en forma independiente_ninguna de ias dos proteinas poseia
actividad.

Esta enzima es una transferasa mu1tie1ectrónica (6 e1ec
trOnes por N2 reducido) en 1a cua] e] Fe y e] Mo juegan un ro]



esencia] (Brintzinger, 1966; Hardy et a1, 1971). Debido a que
estos metaïes son paramagnéticos, e] método idea] para estudiar
e] mecanismo de transferencia de esta enzima es 1a espectrosco
pia de resonancia paramagnética e1ectrónica (ERP).

A partir de estudios de unión de sustrato y de ATP-Mg
(Bui y Mortensen, 1968) y de] anáiisis ERP (Zumft et ai, i973;
Mortenson et a], 1973) se dedujo que durante 1a fijación de N2
tenia 1ugar 1a siguiente secuencia de reacciones:

1) 1a Fe-proteina reducida une Mg-ATP,e] cua] contribuye a dis
minuir e] potencia] rédox de 1a misma;

2) e] comp1ejo Fe-proteina reducida-Mg-ATP reduce a 1a Mo-Fe-prg
teina;

3) 1a Mo-Fe proteina reducida es reoxidada por e] sustrato.

E1 compiejo Fe-proteina reducida-Mg-ATP también es reoxl
dado, posibiemente a través de 1a Mo-Fe-proteina.

E] transporte eiectrónico estaria representado por e] si
guiente esquema:

ATP ADP + P.
\c/’ 1

- a e J e
Reductor —E—+ Fe-proteina ——————————————-9Mo-Fe-proteina ——>N2

(reacción 3)

La nitrogenasa es una enzima a1tamente versáti] en cuan
to a Su capacidad para reducir sustratos (Hardy y Burns, 1968):

6e
N2 ————+ 2 NHL,+

- 2e_ +

2€ l

HCN _Rg—fj CHu + NHu+ ó CHaNH2
ó 4e

C2H2-—23——> CzHu
(reacción 4)



Además, Tos protones son reducidos a H2 (evoTución de
H2, ATP dependiente).

ET deSCUbrimiento de que Ta nitrogenasa reduce e] aceti
Teno a etiTeno (SchoTThorn y Burris, 1966, DiTworth, 1966) con
Tos mismos requerimientos de ATP y reductOres como para Ta re

ducción de N2, TTevó a desarroTTar un ensayo rápido, sensibTe y
económico para Ta medición de Ta actividad de Ta nitrogenasa,
representando esto un avance significativo en Ta metodoiogia re
Tacionada con Ta fijación de N2 (se pueden TTegar a detectar
concentraciones de etiTeno de TOflZM)(Hardy et a], 1968).

HaTTazgos recientes de Ludden y Burris (1976) y NordTund
et a] (1977) demostraron que Ta nitrogenasa de Ra. nubñum requig
re, a diferencia de otras nitrogenasas, un factor proteico acti
vante unido a cromatóforos (FA) y Mn2+ para e] comienzo de
Ta actividad enzimática. ET FA actuaria soiamente sobre Ta Fe
proteina.

Yoch (1978) Sugirió 1a existencia de dos formas de nitrg
genasas: Ta activa (Ngasa A) y Ta reguTadora (Ngasa R). Cuando
Ra. aubnum crece en presencia de suSIratos nitrogenados Tos Cua
Tes permiten Ta de-represión de Ta nitrogenasa, este microcrga
nismo puede reguTar eT turnover de esta enzima (Ngasa R). Por
otro Tado, Tas céTuTas privadas de nitrógeno producen una enzi
ma (Ñ2asa A) que es siempre activa y parece no estar sujeta a
reguTación.

XV.3.3. ReTación entre Ta fotosíntesis y Ta fijación de nitró
9.902

La reTación básica entre Ta fijación de N2 y Ta fotosín
tesis (fijación de C02) es que ambas requieren energia (ATP) y
reductores de bajo potencia]. Uno esperaría que en Tas bacterias
fotosintéticas, ambos procesos utiTicen Tos productos primarios
(ATP y reductores) de Ta reacción Tuminosa. Sin embargo, aún no
se ha demostrado que Ta energia Tuminica pueda ser utiTizada
por Tos cromatóforos para generar e] ATPy Tos reductores requg
ridos para Ta actividad de Ta nitrogenasa.

Existen evidencias de que e] ATPnecesario para Ta fija
ción de N2 en bacterias fotosintéticas puede ser generado foto
QUimicamente (Yoch y Arnon, 1970). Asi, en extractos de Cha. ví
ncaum cepa D Ta fotofosforiTación cicTica en Tos cromatóforos



da Origen a ATP. En estas experiencias fue preciso añadir un
reductOr exógeno, para 1a fijación de] N2.

Se acepta que 1a ferredoxina (o 1a fiavodoxina) constitu
ye e] verdadero agente reductor (Yoch, 1978). En bacterias foto
sintéticas, 1a ferredoxina puede ser reducida según aiguno de
estos caminos:

1
V fotoquimicamente, comoaceptor primario o secundario de eieg

trones, en 1a reacción iuminosa,

N
V por NADH(generado fotoquimicamente) acopiado a 1a ferredoxi

na por una NADH-ferredoxina oxidoreductasa;

3) acopiada a 1a oxidación en 1a osucirdad, de un sustrato ta]
como e] H2 o e] piruvato.

Bennett et a1 (1964) propusieron que Chñomaiiumgeneraría
ferredoxina reducida para 1a fijación de N2, utiiizando 1a ener
gia 1uminosa soiamente para 1a sintesis de ATP. Sin embargo, un
organismo que utiiiza ferredoxina reducida para sintetizar piru
vato a partir de acetiI-CoA y C02 (Bachofen et a], 1964) no usa
ria e] piruvato para 1a reducción de ia ferredoxina utilizada
en 1a fijación de N2.

Se ha propuesto (Gest, 1972) que e] ATPgenerado por fotofoí
forilación cíclica estimuiaria 1a reducción fotoquimica de NAD+
por succinato, según:

.5uccinato —FTÏ> NADH (reacción 5)
e

E1 segundo paso seria 1a reducción de 1a ferredoxina te:
modinamicamente desfavorabie pero posibie para una reiación
NADH/NAD+e1evada:

ferredoxmared (reaCCion 6)
e

NADHF3ductasa



XV.4. Metabolismo de] hidrógeno

Existen dos tipos de metabolismo para e] H2:

1) fotoevoïución de H2 efectuada por 1a nitrogenasa insensib1e
a] CO; esta c1ase de actividad de “hidrogenasa”, se ha11a sg
1amente en cé1u1as privadas de nitrógeno o en aqueïïas cuïti
vadas con gïutamato o aspartato como fuente de_N2. En ambas
situaciones 1a nitrogenasa se encuentra de-reprimida y 1a cg
1u1a 1a sintetiza norma1mente,

2) consumo de H2 y evoïución mediante una hidrogenasa fuertemen
te inhibida por C0.

Las bacterias fotosintéticas que contienen nitrogenasa
pueden evoïucionar uti1izando ambas enzimas, pero 1as céïuïas
crecidas en presencia de amonio sóiamente pueden usar 1a hidro
genasa convencional..

XV.4.1. Crecimiento en presencia de H2

Roe1ofsen (1935) fue e] primero en observar en bacterias
purpüreas suifüreas que e] H2 podia servir c0mo fuente de poder
reductor para ia f0to-reducciónde1 C02.

Thieïe (1966) informó que bacterias suïfüreas que podian
crecer fotoautotró.icamente con H; comodador oe eïectrones, pg
seian una hidrogenasa.muy activa. Debido a que ias especies de
Chfionob¿umno reducen sulfato, se requieren pequeñas cantidades
de suifuro en e] medio para 1a biosintesis de aminoácidos.

En cuanto a 1as bacterias purpüreas no su]iüreas.Rp. pa
fiustnió (Qadri y Hoare, 1968), Rp. capautaxa (Kïemmey Schiege],
1967) y Rp. getatinoóa (Nertlieb y Vishniac, 1967) pueden cre
cer también fotoautotróficamente con H2 como dador de eïectro
nes. La reducción de] C02 por e] H2 parece estar controiada por
1a disponibiiidad de sustratos orgánicos,dado que e] c0n5umode
H2 y C02 en Cuitivos de Rs. nubñum no ocurre antes de que e]
sustrato orgánico se haya agotado (Schick, 1971 b).

Evidenciaspreïiminares sugirieron que e] H2 funcionaria
también como un reductor de 1a fijación de N3 en 1a OSCuridad,
en extractos de Cha. v¿n0¿um (Arnon et a1, 1961). La utiïiza
ción de] H2 como dador de e1ectrones tanto para 1a reducción de]



c0; como para 1a fijación de N2 sugirieron 1a existencia de una
hidrogenasa funciona] y un aceptor de electrones acop1ado a 1a
enzima en cuestión.

XV.4.2. Evo1ución fermentativa en 1a oscuridad

Gest y Kamen(1960) recopi1aron'datos acerca de 1a evoïu
ción de] H2 en 1a oscuridad, en bacterias purpüreas que metabo
1izan compuestos orgánicos taïes comoformiato, gïucosa, giice
ro],g1icerofosfato y piruvato, asociándo1a con 1a ruptura de]
ácido fórmico.

+ _ . . .
E1 N2 y e] NH“ no inhiben esta ev01uc1on demostrando

asi que ocurre en forma diferente a 1a reacción dependiente de
1a iuz.

Suspensiones ce1u1ares de Ra. aubnum descomponen e] for
miato en C02 e H2(Koh1mi]1er y Gest, 1951; Bennett et a1, 1964)
10 cua] indica actividad de f0rmiato hidrogenoïiasa.

Oadri y Hoare (1968) también detectaron actividad de es
ta enzima en extractos de Rp. patastan. A pesar de que Cha.
minut¿¿A¿mum fermenta anaeróbicamente e] formiato a C02 e H2 en
1a oscuridad, Ias Suspensiones ce1u1ares y ios extractos de Cha.
vinosum cepa D no fueron capaces de degradar e] formiato de i
gua] forma (Bennett et ai, 1964). Sin embargo, Cha. u¿nosum org
duce en 1a oscuridad 1a ruptura de] piruvato en cantidades equi
moïares de H2, C02 y acetil-CoA, 10 cua] Sugeriria 1a presencia
de un sistema fosforocïástico (piruvato deshidrogenasa + hidrogg
nasa) (Bennett et a], 1964).

Uffen (1973), Schon y Biederman (1973) y Schon y Voeïskow
(1976) informaron acerca de 1a evoïución de] H2 y de] C02.en cg
pas de Ra. nubnum crecidas anaeróbicamente a 1a OSCuridad, en
presencia de piruvato. Schon y Biedermann (1973) Sugirieron que
este Sustrato se degradaria a acetato y formiato, por medio de
1a piruvato-formiato Iiasa. Posteriormente, 1a formiato hidro
geno 1iasa transformaria e] formiato en C02 e H2. Debido a que
1a aparición de] gas ocurre varias horas después de 1a forma
ción de] formiato, Schon y Voeïskow (1976) sugirieron que 1as
enzimas responsables serian inducidas por e] formiato.



XV.5. Metaboiismo de otros compuestos nitrogenados

Las bacterias fotosintéticas crecen en medios contenien
do NHL.+(van Nie], 1931, 1944) y 1a mayoria de estos microorga
nismos pueden fijar N9.

Chnumai¿um y varias especies de Rhodopbaudomonaó no pue
den utiiizar otros compuestos nitrogenados comonitrato o nitri
to (Kondrat'eva, 1963).

Sin embargo, Taniguchi y Kamen (1963) informaron que Ra.
nubnumpodia adaptarse a un crecimiento fotosintético con redug
ción asimiiatoria de N05- si 105 cu1tivos habian sido previamen
te mantenidos a través de Sucesivas transferencias en un medio
conteniendo N03' como ünica fuente de nitrógeno. E1 crecimien
to con NG3' es mucho más iento comparado con e] desarroiio en
presencia de NHL+.En extractos 1ibres de céiuias crecidas c0n
Noa-.se obtuvo una actividad c0nsiderab1e de nitrato reductasa,
siendo ios piridin-nucieóticos reducidos los dadores eiectróni
cos fisioiógicos de esta enzima.

A pesar de que 1a nitrato reductasa en Ra. aubnum es a
daptativa, se postuïó que en Pp. ¿phacnu¿dca seria una enzima
constitutiva de baja actividad. Sin embargo, e] agregado de
NO¿'_ai medio de crecimiento, no produjo un aumento de 1a acti
vidad de 1a nitrato reductasa; Suponiendose entonces que 1a ac
tividad medida no corresoonoeria a ia de una verdadera nitrato
reductasa sino que seria probatiemente un artificio sin signifi
cado fisiológico.

Katoh (1963) informó acerca de] crecimiento de Ra. nubnum
aeróbicamente en ia oscuridad o fotosintéticamente con nitrato
como única fuente de nitrógeno, pero sólamente iuego de una adag
tación de] cu1tivo a 1a utiïización de compuestos nitrogenados.

Katoh (1963) haiió actividad de nitrato reductasa asocia
da a 105 Cromatóforos. La enzima utiiiza NADHcomo dador de e

]ectrones y se considera que contiene citOCromo tipo b, fiavina
y hierro no hémico. La misma enzima es responsabïe de 105 procg
sos asimiiatorios de reducción de N03' (crecimiento en presen
cia de NOE') y de los invoiucrados en 1a respiración.
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PARTE 6: FISIOLOGIA

XVI. RESPIRACION VERSUS FOTOSINTESIS

XVI.l. Introducción

Bajo condiciones naturales, los microorganismos fotosin
téticos reciben luz solar durante sólo una parte del dia y aun
que su crecimiento se limite a este periodo, se espera que de
sarrollen algün metabolismo durante los intervalos de oscuridad.

En condiciones aeróbicas, las bacterias purpüreas inclu
yendo las anaeróbicas obligadas (Chromatiaceae) son capaces
de aceptar el oxigeno (Nakamura, l937). Con la excepción de
Tháocapóa no¿20peh¿¿c¿na,.ninguna de las Chromatiaceae puede
crecer en oscuridad; sin embargo numerosas especies de las Rho
d05pirillaceae pueden hacerlo aeróbicamente,en ausencia de luz.
Con respecto a las bacterias verdes, no se han observado proce
sos de respiración salvo en Chtcnoátexuó aunant¿acu4.

La capacidad de crecer en la oscuridad es de poca impor
tancia ecológica, dado que estos organismos no se desarrollan
en la oscuridad en condiciones naturales,salvo que exista una
disponibilidad periódica de luz. La presencia de este potencial

.nos permite entender cómolas bacterias purpüreas pueden sobre
vivir en mediosnaturales donde hay poca o ninguna penetración
luminosa.

XVI.2. Crecimiento aeróbico

Existen ocho especies de Rhodopbcudomonab y Rhodoap¿n¿—
¿[um (Rp. pafluótnLA, Rp. capóufaia, Rp. óphflCflOLdCó, Rp. gciaiá
naaa, Rp. acidoá¿ia, Rp . óuffiidüphiffl, R5. aubnum y R5. tenue)
que pueden crecer aeróbicamente en la oscuridad, a presiones pa:
ciales de 02 normales o ligeramente reducidas.

Pfennig (l970) demostró que otras cinco especies, consi
deradas anaeróbicas estrictas, pueden también desarrollarse en
la oscuridad en condiciones microaerofilicas: Rp. u¿n¿d¿¿, Rs.
fiufuum, RA. m02¿¿ch¿anum, Ra. phozometnicum y Rm. uannLelt¿.
Más sorprendente fue su hallazgo de que Thiacapóa neócopanóicina



podia crecer organotróficamenteen 1a oscuridad en un medio
microaerofiïico.

Pfennig postuïó 1a existencia de modos diferentes de
crecimiento proponiendo que en 1a oscuridad podrian funcionar
dos mecanismos oxidativos:

1) via cadena de transporte fotosintético de eïectrones, en
organismos pigmentados;

2) via cadena de transporte oxidativo de eïectrones, en Orga
nismos incoïoros.

E1 medio que permite e] desarroïïo deïos microorganis
mos en 1a oscuridad es esenciaimentee1 mismo que aque] en e]
Cuaï crecen a 1a qu. Los factores de Crecimiento requeridos
no varian.La mayor diferencia estriba ene] metaboiismo; bajo
condiciones anaeróbicas a 1a 1uz, e] C02 sirve como aceptor de
hiergenos para 1a oxidación de ios sustratos y e] carbono rg
ducido se utiïiza para 1a producción de materia] ce1u1ar. Cuan
do e] 03 es e] aceptor de hidrógenos, ios sustratos orgánicos
se descomponen 1iberando C0; y e] rendimientOIespecto a] ma
teria] ceïular a partir de 1a mismacantidad de sustrato, es
mucho menor que cuando e] crecimiento ocurre anaeróbicamente a
ia 1uz.

XVI.3. Fotótrofos obïioados

Sóïamente ïas Chromatiaceae y Chïorobiaceae son fotótrg
fos anaeróbicos obïigados, pero comose indicó anteriormente,
Th¿ccapóa ¿escopcnsic4na y 1a bacteria verde Chfoaofifaxua aunan
i¿acu¿ pueden crecer en 1a oscuridad.

Numerosas especies de Chromatiaceae se encuentran natural
mente en medios acuosos extremadamente turbios, en ios cuaies
deben ubicarse cerca de 1a superficie para obtener 1uz. De esta
forma se ha11an frecuentemente expuestas a 1a acción de] 02.

Huribert (1967) demostró que e] 02 no afectaba 1a viabi
iidad y motiïidad de ias céïuias de Cha. u¿nosum durante perig
dos de hasta 21 horas.

E] hecho de que 1a motiïidad se mantengaen presencia de]

02 impïica que e] metaboiismo energético no se ha11a afectado



en forma considerabïe; sin embargo, ChaomatLumno puede cre
cer en 1a oscuridad en condiciones aeróbicas y anaeróbicas
(tampoco puede hacerio a 1a iuz en aerobiosis).

Existen tres ciases de procesos generadores de ATPen
Chromatiaceae:

1) respiración aeróbica;

2) fermentación;

3) fotofosforiiación.

Comoya hemos mencionado, ias Chromatiaceae tienen capa
cidad de aceptar 02. La veiocidad de respiración de ias bacte
rias purpüreases baja, como ocurre en Cha. u¿no¿um D; pero en
presencia de suifuro o tiosuifato es sóio iigeramente menor que
1a correspondiente a Rp. aphaeno¿de¿, organismo que puede cre
cer aeróbicamente} con maïato como sustrato (Gibson, 1967).

La veiocidad de oxidación de] maiato en Chn. vinosum
es aproximadamente 1a mitad de 1a de] tiosuifato. Por io tanto,
ias bajas veiocidades de consumo de 02 no son una eXpiicación
suficiente para 1a faita de crecimiento aeróbico.

Las Chromatiaceae no poseen pigmentos característicos
tipo citocromo oxidasa y tampoco se ha demostrado 1a existencia
de fosforiiación oxidativa. Sin embargo, Gibson (1967) obtuvo
una reiación P/0 de aproximadamente 1.0, en ciertas experien
ciascan céiuias enteras en ias cuaies se midió e] ATPintrace

1u1ar; esto sugeriria cue Chu. u¿no¿umtendria cierta capacidad
para fosforiiar oxidativamente. Esta reiación es muchomenor
que aqueiia obtenida por Ramirez y Smith (1968)(P/0 = 2,8) en
céiuias enteras de Ra. ¿ubñum que pueden crecer aeróbicamente.

Unaposibie expiicación para esta baja eficiencia surgi
ria anaiizando 1a región de ios citocromos en 1a cadena de
transferencia de eiectrones en Cha. vinaóum. Oison y Chance
(1960) y Morita et a1 (1965) encontraron dos componentes citocrg
micos que eran autooxidabies (Cusanovich et a], 1968). Las ca
racteristicas espectraies de estos pigmentos correspondían a a
queiias de ios citocromos aisiados por Bartsch y Kamen(1960),
cuyos potenciaies medios son de 0 V.Los componentes autooxida
bies se oxidan en suspensiones ceiuiares,en ausencia de sustra
to y se reducen enpresencia de] mismo. Comparada con organismos
que contienen sistemas tipicos de transporte de eiectrones, con



citocromos b, c y a. en Ios cuaies se encuentra una re1ación
P/O de 2, 1a oxidación por componentes con potenciaïes medios
de 0V es ineficiente en cuanto a 1a conversión de energia.

Estas consideraciones 11evaron a Gibson (1967) a conciuir
que no existe un ünico factor para explicar e] crecimiento de
Cha. vinoóum, aeróbicamente en 1a oscuridad; sino que este hecho
es una combinación de eïementos que inciuyen 1a baja velocidad
de consumo de 02 y 1a ineficiencia de 1a fosforiïación aeróbica.

E1 segundo proceso generador de energia es 1a fermenta
ción anaeróbica. Van Gemerden (1968) demostró que en Chñomaiium,
los carbohidratos aïmacenados y sintetizados a 1a iuz se conve:
tian en poii-e-hidroxibutirato en 1a oscuridad. Durante esta
transformación, e] azufre eïementai intraceiular se reduce a
suïfuro y se iibera C02. Van Gemerden postuió que ios carbohi
dratos acumuiados se metaboiizaban a piruvato via e] camino
de Embden-Meyerhof, seguido de 1a sintesis de PHBvia acetii-CoA
y acetoacetiÏCoA. Dicha conversión rinde 3 ATPpor unidad giicg
sidica. Este proceso provee a ia céiuia de 1a energia necesaria
para SU mantenimiento y motiiidad en 1a oscuridad, pero e] ren
dimiento está Ïimitado por 1a cantidad de carbohidratos aimacg
nados disponibies.

E1 hecho de que Chncma¿¿um no crezca aeróbicamente a 1a
iuz puede deberse a] efecto de] OZsobre 1a sintesis de 1a Bet.
Hurïbert (1967) hailó que e} O¿inhibe 1a formación de Bel en
Chnuma1¿um.Esta acción es en si suficiente para explicar sus
caracteristicas de fotótrofo anaeróbico ob1igado.

Sistrom (1965) observó oue en Ra. motióchianum e] 02 in
hibia 1a sintesis de Bcfi y carotenoides. Este microorganismo
no puede desarroïïarse p0r tiempo proiongado, en presencia de
aire. E1 crecimiento, medido en función de] incremento en 1a
densidad óptica, y 1a sintesis de proteinas continúan a 1a 1uz
hasta que 1a inhibición en 1a formación de 1a Bot impide e] de
sarroïïo.

En Cha. U¿n0¿um, Huribert (1967) encontró que e] 02 in
hibia 1a división ceïuiar pero no 1a sintesis de proteinas. A
pesar de que e] 02 tiene cierto efecto sobre ia utiiización
dei piruvato y de] tiosuïfato, Huribert conciuyó que este hecho
no es suficiente para dar cuenta de 1a inmediata inhibición de
1a división ceiuïar. Por 10 tanto, sugirió que e] 02 actuaria



sobre aigün proceso esencia], ta] como 1a sintesis de] DNA.

Existen numerosas hipótesis que tratan de explicar 1a seg
sibiïidad de 1as bacterias anaeróbicas obïigadas hacia e] 02.
Estas fueron discutidas en detaïïe por Morris (1975) y tratare
mos de ana1izar1as brevemente:

1) E1 02 es un agente tóxico.
Esta hipótesis no es aplicabïe dadoque se han estudiado mien
bros de 1as bacterias purpüreas que retienen su viabiïidad en
presencia de 02 durante periodos considerabïes.

N
V La céïuïa contiene componentes indispensabïes que poseen gr!

pos SH; 1a oxidación de Ios mismos para formar -S-S- impi
de e] crecimiento ceïuiar.
Aün no se han efectuado estudios respecto a este tema en
Chromatiaceae,

3) E1 02 controïa 1a actividad ce1u1ar determinando 1a concen
tración intraceïuiar o e] estado de oxidación de aïgün reg!
Iador metabólico, ta] como una cupïa rédox sujeta a oxida
ción directa o en equiiibrio con otra simiïar.
Esta hipótesis fue propuesta originaimente para expïicar e]
contro] de 1a sintesis de Bet por e] 02. Cohen -Bazire et
a1 (1957) y Davies et a] (1973) sugirieron que e? estado rá
dox de aigün componente ceïuïar era e] factor que regulaba
1a sintesis de 1a Bet. Sin embargo, existen estudios que in
dican que e] ATP es e] compuesto más importante {Fenica
Gaignier, 197]; Schmidt y Kamen, 1971). En contraste, Oeize
y Kamen(1971) no pudieron demostrar 1a función reguïatoria
de] ATPdurante 1a transición de 1a fase aeróbica a 1a anae
róbica.

4) La presencia de] 02 previene 1a obtención y e] mantenimiento
de] potencia] rédox bajo (Eh) necesario para e] crecimiento.
En condiciones naturales, 1as Chromatiaceae crecen en un in
tervaïo de Eh de -230 a +320 mV (Baas-Becking y Hood, 1955).
Es característico durante e] crecimiento de Ias bacterias

purpüreas observar un cambio en e] Eh de] medio pero este
hecho depende más de] sustrato empïeado que de] organismo.

Según estos resuïtados se puede exciuir a1 Eh como factor
preponderante durante e] crecimiento.



5) Reducción preferencia] de] 03 consumiendo e] poder reductor
ce1u1ar en forma improductiva.
Esta hipótesis sugiere que e] 02 Oxida a1 NAD(P)Hen forma
más rápida que en 1a que es generado, desbaianceando e] poo]
ceïuïar de poder reductor. No existe hasta e] momento, nin
guna información acerca de este tema en Chromatiaceae, a pg
sar de que 1a baja re1ación P/O encontrada en cé1u1as ente
ras, indicaria que esta suposición podria ser Cierta (Gibson,
1967).

En resumen, ios estudios reaïizados no pueden expïicar
aün 1a inhibición inmediata de] desarroïïo producida por e]
02, en Cha. U¿no¿um crecida a 1a 1uz.

Es probabïe que, en 1a oscuridad, exista una combinación
de factores taïes como una yeïocidad de reSpiración baja aco
plada a una eficiencia pobre en 1a fosforiiación, que previenen
e] crecimiento. Por 10 tanto, dado que e] 03 inhibe 1a sintesis
de Bet, 1as Chromatiaceae son fotótrofos anaeróbicos (o micro
aerofiïicos) obiigados.

XVI.4. Efecto de 1a 1uz en 1a respiración

¡ Nakamura (1937) advirtió que 1a veiocidad de consumo de
02 eh Rp. paEustñLa disminuia durante 1a iïuminación. Este
autorinterpretó estos resuitados comoevidencias de 1a producción
fotoquimica de O2 en 1a bacteria y no como un decrecimiento en
e] consumo dei mismo.

En Rs. nubñum se ha observado frecuentemente una Supre
sión compïeta de 1a utiïización dei 02 mientras que en Rp.
¿phaenoides y Rp. capsufaia se ha encontrado sóïo una inhibición
parcia] de 1a misma. Sin embargo, por tratamiento de 1as céïu
1as con periodos secuenciaïes cortos de 1uz y oscuridad, se ob
tiene también una inhibición compïeta. Este cambio está acompa
ñado de un incremento de 1a reSpiración en 1a oscuridad (Fork y
Goedheer, 1964; Ramirez y Smith, 1968). Además, e] crecimiento
continúa a 1a misma velocidad tanto en presencia de aire c0mo
en anaerobiosis (Cohen-Bazire et a1, 1957)

Según van Nie] (194]) y Morita (1955) 1a utiiización de
105 sustratos no varia. Asi e] con5umo de acetato es e] mismo



en suSpensiones iluminadas en presencia de aire o nitrógeno,
mientras 1a captación de 02 se ha11a totaïmente suprimida. Se
gün Cïayton (1955), existe una veíocidad diferente de consumo
de succinato en 1uz y oscuridad. Más aün, Cíaytondemostró que
e1 succinato utiiizado vía respiración o fotosíntesis dependía
de_1a intensidad 1uminosa y de 1a tensión deoxígeno. E1 modo
preferencia] de uso de] sustrato fue a través de 1a fotosíntg
sis. Van Nie] interpretó estas observaEiones sugiriendo que
1a 1uz inhibía 1a respiración.

No existen dudas acerca de que 1a disminución en e] con
sumo de 02 en 1a iuz, es e] resuitado de una interacción entre
105 procesos respiratorio y fotosintético. White y Vernon (1958)
consideraron 1a posibiíidad de que este efecto podía estar re
1acionado con 1a fotofosforiíación. Si 1a oxidación se haíia
acopiada a 1a foSfOriiación como en ias mitocondrias de mamífg
ros, 1a competencia entre 1a fotofosforiiación y 1a fosforiíación
oxidativa podría explicar 1a inhibición de 1a respiración por
parte de 1a 1uz. De acuerdo con esta hipótesis, Ramírez y
Smith (1968) encontraron que los compuestos 2-n-hepti1-4-hidro
xi-quinoïina-N-óxido (HONO)y carbonií-cianuro trifiuorometoxi
feniihidrazina (FCCP)prevenían dicha inhibición en céíuias en
:eras de Ra. nubnum. HQNOes un inhibidor de] tranSporte de
electrones deía fotosíntesis y FCCPes un desacopïante de 1a

sforiiación. Un segundo mecanismo para expíicar e] efecto de
ía luz está reiacionado con 1a idea de que e] transporte eieg
irónico invoiucrado en 1a fotosíntesis y e1_oxidativo compiten
por e] hidrógeno o p0r dadores de eíectrones (van Nieí, 1941;
Ciayton, 1955; Morita, 1955; Fork y Goedheer, 1964).

Horio y Kamen (1962 b) sugirieron que 1a presencia de
una soia cadena oxidativa comocarrier eiectrónico, era sufi
ciente para responder a ambos transportes. En cambio, Ramírez
y Smith (1968) y Neisch y Smith (1969) postuiaron 1a existen
cia de dos cadenas separadas para e] transporte deeíectrones,
de acuerdo con sus observaciónes de 1a síntesis de ATPen cé
1u1as intactas crecidas fotosintéticamente.

Estudios reaïizados por Pfennig (1970) mostraron que ias
especies marrones de Rhodo¿p¿n¿tZum (áufiuum, mofiióchianum y
photOmetn¿cum)ias cuaies eran consideradas anaerobias obíigadas,
podían crecer en 1a oscuridad provistas de una tensión de 02



10 suficientemente baja comopara permitir 1a sintesis de
pigmentos. Estos ha11azgos son incompatibies con 1a idea de dos
cadenas separadas de transporte de eiectrones, en estas espe
cies. Pfennig supuso que estas bacterias Obtenian e] ATPpor
fosforiiación oxidativa via 1a cadena de transporte e1ectróni
co invoiucrada en 1a fotosíntesis.

Un tercer mecanismo que trata de exp]icar_1a inhibición
de 1a respiración por 1a iuz resuita de ios trabajos de Thore
et a1 (1969) y Keister y Minton (1971). Estos autores postuia
ron que 1a inhibición 1a producia un cambio, inducido por 1a iuz,
en ei estado rédox de] carrier eïectrónico. Thore et ai (1969)
ha11aron que 1a 1uz inhibia reversibiemente 1a oxidación de]
NADHen cromatóforos de RA. nubnum crecidas a 1a 1uz. La com

binación de undesac0p1ante de 1a fosioriiución y de un inhibi
dor dei transporte de eiectrones,no sóïo previene 1a inhibi
ción sino que también estimuia sinergisticamente 1a oxidación
de] NADH a 1a iuz.

E] mecanismo de estos efectos no se haiia aún totaimen
te diiucidado. E1 transporte de eiectrones ¿n v¿rno es sumamen
ri e sensible a] estado rédox de ios carriers y 1a presencia de
un medio sobreoxidanteo sobre-reductor inhiben 1a fotofosforl
1ación (Horio y Kamen, 1962 a; Bose y Gest, 1963).

En conciusión, 1a 1uz inhibe 1a oxidación de] NADHen
cromatóforos y ias etapas c0rresponcientes a ias deshidrogena
sas en 1a cadena de transparte de eïectrones son ios sitios
probabies para dicho efecto.

Bajo ciertas condiciones a 1a 1uz, 1a oxidación de] NADH
y de] succinato OCUrren predominantemente via e] sistema foto
sintético. Estas observaciones junto con los ha11a2905 de Thore
et a1 (1969) sugirieron que dichas etapas son comunes a ambos
sistemas fotosintéticos y respiratorio.

Según Thore et a] (1969) 1a única actividad, asociada
a] transporte de eïectrones, que aumenta durante 1a transición
iuZ-oscuridad en RA. nubnum, es ia oxidasa termina] (posibie
mente citocromo o). Asi, ambos sistemas divergerian a nive] de‘
1a oxidasa.
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XVII. CRECIMIENTO Y METABOLISMO FERMENTATIVO

XVII.1. introducción

Las bacterias fototróficas anoxigénicas representan un
gran grupo de microorganismos que poseen 1a capacidad de crecer
anaeróbiamente a 1a 1uz y fotosintetizar. Sin embargo, existen
aïgunas Rhodospiriiiaceae que pueden desarroiiarse bajo condi
ciones aeróbicas, en 1a oscuridad. Uffen y Noife (1970) descubrig
ron que ciertas especies de esta famiiia también podian crecer
en anaerobiosis y en oscuridad. Estas reacciones recibieron una
atención iimitada y en consecuencia, aün no ha sido evaiuado Su
significado.

En e] presente capituio trataremos de discutir brevemen
te este tema.

XVI].2. Rhodospiriïiaceae

XVII.2.1. Metaboiismo anaeróbico en 1a oscuridad

Hasta 1930, se consideraba que ias Rhodospiriiiaceae crg
cián anaeróbicamente a 1a 1uz y metaboiizaban una amplia varie
dad de sustratos orgánicos. Ciertas observaciones realizadas
por Gaffron (3933) y Roeiofsen (1934) sugirieron que podria exií
tir desarroiio anaeróbico en 1a oscuridad. Estos investigadores
intentaron determinar ias condiciones nutricionaies para mante
ner dicho desarroïïo y dedujeron que ias reacciones que ocurrian
en OSCuridadcorrespondíana un metaboiismo endógeno "peculiar"
ei cua] proveia de energia a 1a céiuia para su mantenimiento d!
rante ios periodos de oscuridad (Muiïer, 1933; Roeiofsen, 1934;
van Nie], 1944). Aparentemente, ios sustratos se convertían pri
mero en materia] de reserva durante ei crecimiento anaeróbico,
a 1a iuz que iuego se degradaba cuando ias céiuias se haiiaban
en oscuridad.

Nakamura (1937, 1939, 194]) observó que en suspensiones
de Rp. patusrnia incubadas anaeróbicamenïe, en 1a oscuridad, e]
consumo y 1a evoiución de] H2 eran estimuiados por 1a adición
de una variedad de compuestos orgánicos.



Diez años más tarde,Koh1mi11er y Gest (1951) informaron
que e] metaboiismo anaeróbico y en oscuridad, de céiuias de Ra.
nubnumse podia estimuiar en forma anáïoga, durante incubacio
nes con piruvato.

XVII . 2.1.1. Rhodopáeudomonaa mafia/¿IMM

Nakamura (1937, 194]) estudió 1a estimuiación de] metabg
1ismo anaeróbico, en oscuridad, usando Rp. paquIALA crecidas
fotoheterotróficamente. La adición de compuestos taies como
formiato, piruvato y giucosa dieron como resuitado un incremen
to en 1a formación de H2 y C02, mientras que sustratos de] ti
po maiato, fumarato, L-asparagina, giiceraidehido y fructosa-i
6-difosfato estimuiaban e] consumo de H2. Es de particuiar in
terés, 1a capacidad de Rp. pakuóïk¿ó para metaboiizar formiato
y prruvato en 1a oscuridad. Nakamura (1937, 1939, 1941) conciu
yó que e] piruvato se degradaba a acetato, cuando céiuias de
Rp. palubïnáó crecidas fotosintéticamente se coiocaban en condi
ciones anaeróbicas, a 1a oscuridad.

Yochy Lindstrom (1969) purificaron parciaimente 1a for
miato deshidrogenasa deeste microorganismo, después que ias cg
iulas habian crecido fotosintéticamente en un medio supiementa
do con pequeñas cantidades de formiato. En estos estudios, 1a
degradación enzimática de] formiato ocurría de iguai forma tan
to en iuz como en oscuridad, utiiizando NAD?como oxidante.

Qadri y Hoare (1968) midieron 1a actividad de 1a enzima
formiato deshidrogenasaencéiuias crecidas fotosintéticamente.
En estos estudios 1a hidrogenasa presente en ios extractos cg
iuïares se acopió con 1a enzima formiato deshidrogenasa y se

produjo 1a oxidación dei formiato a C02 e H2. Estas observacig
nes indicaron que en Rp. pafuaznia se desarroiiaba actividad
de fórmico hidrogeniiasa.

Sin embargo, en 1973, Qadri y Hoare Sugirieron que Rp.
patuóznia degradaba e] piruvato mediante un proceso fermentati
vo via una oiruvato decarboxiiasa con producción de C02, acetal
dehido y acetoina.Actividades simiiares de esta enzima se ObSEL
varon también en otras Rhodospiriiiaceae.

Desafortunadamente aún no se han haiiado ias condiciones



para mantener el crecimiento anaeróbico y en la oscuridad de
Rp. paiuóinib. Además, se desconoce si para la producción de
energia en estas condiciones funciona el camino de la piruvato
decarboxilasa o de la piruvato-formiato liasa o de ambas.

XVII.2.1.2. Rhodoapüúl’lïum hub/¡um

En l951, Kohlmiller y Gest publicaron resultados de es
tudios acerca del metabolismo anaeróbico, en la oscuridad de
Rhodospirillaceae. Estos investigadores realizaron experiencias
usando suspensiones de Ra. nubnum crecidas en medios suplemen
tados con malato y glutamato, bajo condiciones anaeróbicas, con
luz y aeróbicas, en oscuridad. Estas células poseen la capaci
dad de fermentar compuestos Orgánicos tales como lactato, suc
cinato, fumarato o malato; sin embargo, se ha usado en forma
predominanteel piruvato.

Cuando células de Ra. nubnum crecidas anaeróbicamente,
a la luz,se Suspendieron en buffer fosfato con piruvato y, se
incubaron anaeróbicamente, en oscuridad, se observó la forma
ción de C02, ácidos acético y prOpiónico y trazas de H2.

Las suspensiones de células crecidas aeróbicamente,en la
oscuridad también fermentan el piruvato en forma análoga, exceg
to que el consumo de sustrato produce grandes cantidades de H2,
detectándose masas pequeñas pero significativas de butirato, ve
lerato y caproato.

De acuerdo con estos datos, Kohlmiller y Gest (l95l)
concluyeron que Ra. nubnum fermentaba el piruvato anaeróbicameg
te, en la oscuridad, en forma similar a la de las bacterias del
ácido propiónico.

Schon (l968) y Schün y Biedermann (l972, 1973) realiza
ron experiencias semejantes utilizando Rs. aubaum crecida en
forma aeróbica en la oscuridad y luego adaptada a condiciones
anaeróbicas. Estos investigadores observaron que la cantidad
de acetato y propionato formada, partiCUlarmente con fructosa
comosustrato no se hallaba de acuerdo con los valores teóricos
calculados en base al conocimiento del metabolismo fermentativo
en bacterias del ácido propiónico (Hood, l961). Los autores prg
pusieron que las diSCrepancias se podian explicar teniendo en
cuenta las condiciones de cultivo y el sustrato empleados antes



de 1a adaptación anaeróbica. Dado que estas céiuïas fOrmaban
cantidades variabïes de propionato y como RA. nubnum crecida
anaeróbicamente en 1a oscuridad producía soïamente ácidos fór
mico y acético, a partir de piruvato (1a fructosa no puede
mantener e] crecimiento fermentativo anaeróbico, en oscuridad),
no se encontró una causa para 1a formación dei propionato en 1a
generación energética (Uffen, 1973 a).

De estos resu1tados se contiuyeoue e] propionato funciona
riacomo un intermediario durante e1 metaboiismo fotosintético
ce1u1ar. Si asi fuera, cuando ias céiuias se trasiadan a condi
ciones anaeróbicas, en oscuridad, 1a formación de] pr0pionato
ocurriría durante 1a represión de] sistema enzimático fotosin
tético, en ios estadios tempranos de 1a transición de] metabo
lismo fermentativo (Uffen, 1973 a). La aparición de propionato
se re1aciona también con e] aumento de] tiempo generacional de
Ra. kubnum (Uffen, 1973 b) cuando ias cé1u1as crecidas fotosin
tétióamente se transfieren a condiciones de oscuridad o baja ig
tensidad Iuminosa.

Cuando se incuban suspensiones de céïuïas crecidas anae
róbicamente a 1a 1uz o aeróbicamente en oscuridad, con formiato
comosustrato, en condiciones anaeróbicas y en oscuridad, se for
man cantidades equimoiares de C09 e H2. Estos resuitados sugie
ren que las céiuïas oxidan e] formiato mediante una formiato
hidrógeno iiasa. Jungermann y Sch5n(1974) presentaron evidencias
adicionaïes. Segúnestos autores, susoensiones de céiuias ente
ras adaptadas a 1a oscuridad degradarian e] (3“C)piruvato con
producción de formiato. Dado que esta actividad se detectó apg
nas, en céluias no adaptadas a 1a oscuridad,Jungermann y Schón
(1974) conciuyeron que ia capacidad de producir ácidos voiáti
ies mediante 1a piruvato fórmiato iiasa, era un evento ceïuiar
importante que ocurría durante e] periodo de adaptación a 1a
oscuridad. Esta reacción parece ser esencia] en céïuïas creci
das anaeróbicamente, en oscuridad (Gorreliy Uffen, 1977). Sin
embargo, no se puede aún descartar 1a existencia de aigün cami
no aïternativo de degradación de] piruvato durante 1a transi
ción de luz a oscuridad en e] desarrolïo anaeróbico. Especifie
camente, podria haber actividad de piruvato-ierredeina oxido
reductasa en cé1u1as fermentativas, aún después de un iargo
periodo de crecimiento anaeróbico en oscuridad.



XVII.2.2. Crecimiento anaeróbico en 1a oscuridad

XVII.2.2.]. Bbodopseudomonas

Mientras numerosas eSpecies de Rhodopseudomonas crecen
ientamente en anaerobiosis y oscuridad, en medio sóiido (Uffen
y Noife, 1970), Rp. gelatinaaa se desarroiia rápidamente en es
tas mismas condiciones en medio iiquido. Estudios preiiminares
sugirieron que 1as céiuias metaboiizaban e] piruvato en forma
diferente a ias de Ra. nubnum, dado que no se producía H2 duran
te e] crecimiento en oscuridad.

Además, tres cepas de ciertas especies de Rhodopseudomo
nas que metaboiizan activamente 1a geiatina durante e] creci
miento fotosintético, muestran capacidad para crecer metiiotró
ficamente bajo condiciones anaeróbicas, en oscuridad, con C0
( ffen,1976). E1 desarroilo de 1a cepa 1 en anaerobiosis y oscu
ricad era CO-dependiente. Asi, no existia crecimiento cuando cg
1uias de esta cepa se incubaban anaeróbicamente en oscuridad
con metano, metano], formaidehido, formiato o una mezcia gaseg
sa de Hz-COZ. Comoera de esperar, cuando suspensiones deia cg
pa 1 crecida en C0, se incubaban en OSCUridad con metano, meta
no], formaidehido o formiato no se detectó actividad oxidante,
medida como formación de H2.

La interacción entre 1a iuz y ei C0 en e} metaboiismo
ceiuiar es Sumamente compieja. Cuancc céiuias de 1a cepa 1 crg
cidas en C0 se coiocaron a 1a iuz, continuaron su desarrollo y
metaboiizaron e] C0 en 1a misma medida que 10 hacian en anaerg
biosis y oscuridad. Además, formaban cantidades simiiares de
Bei a en iuz y en oscuridad (7,5 y 7,8 nmoles/mg proteina res
pectivamente). Estos resuitados sugirieron que 1a actividad oxi
dante de C0 en 1a cepa 1 era inducibie e insensibie a 1a iuz.
Por otro 1ado, cuando esta cepa se coiocaba a 1a 1uz(aproximada
mente 1300 1ux) bajo atmósfera de argón en 1ugar de C0,se per
dia dicha actividad oxidante, 1a concentración de Bet a se in
crementaba a 30 nmoies/mg proteina y e] Crecimiento ocurría fo
tosintéticamente. La transferencia de estas céiuias nuevamente
a ias condiciones anteriores (luz u oscuridad, en presencia
de CO) no dio iugar a 1a reaparición de ias reacciones especifl
cas para e] C0 (Dashkevicz y Uffen, resuitados no pubiicados)¿



Entonces, a pesar de que la cepa l posee la capacidad de
¡etabolizar y crecer en C0, dicha actividad no vuelve a expre
¡arse después que las células han sido desarrolladas en preseg
:ia de argón, a la luz.

{VII.2.2.2. Rhodoópiaillum nubnum

Numerosas especies de Rhodospirillaceae crecen lentamen
Le en oscuridad y desarrollan colonias pigmentadas en la super
’iciede medios sólidos, preparados anaeróbicamente por una mo
iificación de la técnica de Hungate (Uffen y Wolfe, l970). Estas
especies incluyen Rp. paLuAÍ&¿¿, Rp. ¿phaenotdeó, Rp. u¿n¿d¿a y
Ea. inbnum.

Cuando células de R5. hubnum crecidas anaeróbicamente

a la luz se transfieren a condiciones anaeróbicas y oscuridad,
Ia síntesis de proteínas continúa, las células muestran un tiem
30 generacional mayor y después deaproximadamente 20 divisiones
:elulares la concentración de Bct a disminuye de 28 a l4 nmoles/
ng proteína.

'Luego de un prolongado crecimiento en OSCuridad, la con
:entración de Bel a diSminuye lentamente hasta 0,3-0,5 nmoles/mg
proteína, decreciendo también el tiempo generacional (Uifen et
al, l97l; Uffen, l973 a).

Se sugirió que la pérdida de pigmentación en cultivos en
oscuridad y anaerobiosis ocurría demasiado lentamente comopara
ser explicada por una simple dilución durante el crecimiento don
de las células producían una represión ineficiente. Se observó
que células obtenidas a partir de cultivos no pigmentados (cor
diciones de anaerobiosis y oscuridad) desarrollaban una variedad
de colonias coloreadas de rosa a rojo, durante el crecimiento
en medio sólido en anaerobiosis (Uffen y Wolfe, l970) e incuba
das sin luz. De acuerdo con la pigmentación, se seleccionaron
mutantes fenotípicas C y Gl Durante el crecimiento en oscuri
dad, la mutante C producía colonias de color rojo y sintetizaba
5-l0 nmoles Bet a/mg proteína. Bajo similares condiciones de de
sarrollo, la mutante Gl formaba colonias ligeramente rosadas que
contenían sólo trazas de Bet a.

Uffen et al (l97l), Uffen (l973 a) y Gorrelly Uffen (l977)



estudiaron las pr0piedades de crecimiento, ias reacciones de 0x1
dación inducidas por iuz y e] metabolismo de] piruvato en es
tas mutantesfenotipicas.

a) Propiedades de crecimiento

Las céiuias de ias mutantes C pueden desarro]1arse_igual
mente bien en aerobiosis o anaerobiosis en oscuridad o anaeróbi
camente a 1a iuz.

La mutante G] puede crecer tanto en aerobiosis como en
anaerobiosis pEro es sensibie a 1a luz. Por otro 1ado,cuando
estas céiuias se desarroiian en condiciones aeróbicas y oscuri
dad y 1uego son transferidas a 1a 1uz en forma anaeróbica, e]
número de ias mismas capaces de crecer y formar coionias c010
readas es considerabie. Aün no se conocen ias variaciones.gue
ocurren en oscuridad, en ios cultivos aeróbicos de G], ios cua
les parecen favorecer e] desarroiio de células insensibles a
1a luz y potenciaimente capaces de fotosintetizar.

b) Reacciones de oxidación inducidasgpor 1a iuz

La ienta reSpuesta de 1a Bcfi a a 1a 1uz en 1a mutante
G] y 1a ausencia de reacciones de oxidación de citocromos sugi
rieron que 1as trazas de fotopigmento presentes no se haiïaban
directamente invoiucradas con e] crecimiento fermentativo en
1a oscuridad. En contraste se midieron reacciones rápidas de
oxidación inducidas por iuz en 1a mutante pigmentada C crecida
en fase semiiogaritmica, pero ios cambios de absorción no eran
tipicos de Rs. nubnum. activa fotosintéticamente. Tampocose
detectó 1a oxidación inducida por 1uz de] citOCromo c2 asocia
do con 1a actividad fotosíntética.Como se puede deducir, aün no
está aciarada 1a función de estas reacciones sensibies a 1a iuz.
Se considera que seria necesario un estudio de Rs. nubnum Creci
da en condiciones fermentativas, para poder determinar ia cali
dad de Ïuz que funciona para de-reprimirïa sintesis de pigmen
tos y reguiar ios cambios en 1a absorción, característicos de
céiuias durante e] desarroiio fotosintético.

c) Metaboiismo de] piruvato

Rs. nubüum Crece rápidamente en medios compiejos (Uffen
y Noife, 1970) o químicamente definidos (Uffen et a1, 1971) ii
bres de 02 y conteniendo piruvato. Ufien (1973 a) observó que



en OSCuridadias céïuias producían formiatot acetatoy cantidades
equimoiares de H2 y C02. Como 1a mayoria de ios microorganismos
que fermentan, R4. nubnum incorpOraba sóiamente un pequeño por
centaje de] sustrato en materia] ce1u‘ar y en productos de reserva
comopoii-e-hidroxibutirato. E1 96% estante de] piruvato se uti
1izó en ei metaboiismo energético y rindió aprOximadamente 1 mo]
ATP por moi con5umido (Uffen, 1973 a).

E1 conocimiento de Ios productos de fermentación y 1a acg
muiación de poii-f-hidroxibutirato en las céiuias durante e] crg
cimiento en OSCUridad, sugirió que e] sustrato se degradaba por
medio de 1a piruvato formiato-iiasa o mediante e] camino de 1a
piruvato-ferredoxina óxido-reductasa o ambos.

En 1a [igura 12:1. se encuentra una descripción compieta
de ias reacciOnes gue metaboiizan a1 piruvato en Ra. nubnum crg
cida anaeróbicamente, en oscuridac orre11 y Uffe, 1977).

La presencia de ferredoxinas, 1a sintesis de poii-e-hidrg
xibutirato y 1a detección de actividad de piruvato sintetasa en
céiuias crecidas fotosintéticamente Sugirieron que podria existir
ei caminodeia piruvato-ferredoxina oxido-reductasa en R¿.nubnum
desarroiiada en OSCuridady anaerobiosis. Suspensiones de céluias
enteras y extractos iibres de cé]. s delas mutantes Gi y C crecí
das anaeróbicamente en oscuridad, tataiizan e] intercambio de
(3“C)bicarbonato en piruvato. Esta reacción parece ser especifica
para e] bicarbonato y no se haiia afectada p0r 1a adición de hipg
fosfito de sodio 9mM,potente inhibidor de 1a piruvato-formiato
iiasa (Thauer et a], 1972).

Por otro 1ado, este interca'bio no es una prepiedad única
de céiuias fermentativas.

Experiencias realizadas con extractos 1ibres de céiuias de
G] sugirieron que 1a piruvato ferredoxina oxido-reductasa no fun
cionaba como una reacción productora de energia, durante e] crecí
miento anaeróbico y en oscuridad, ya que no se observó acumuiación
de acetii-fosfato (Ac-P), intermediario energético de este camino.

La producción de formiato a partir de piruvato, en cu1ti
vos anaeróbicos, en OSCUridad Sugirió ei funcionamiento de una pi
ruvato fOrmiato—1iasa. A diferencia de] intercambio con bicarbo
nato, ei hipofosiito de sodio inhibe fuertemente esta reacción.

Para determinar si existe actividad de piruvato iOrmiato
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iasa durante e] desarroïio fotosintético, se midió e] intercam
¡io utiiizando 1a mutante C y e] tipo saivaje Si de Ra. hubnum
,recidos a 1a 1uz en un medio conteniendo piruvato, extracto de
evadura y peptona. Los reSuitados muestran que ambos cataiizan
r1 intercambio de (1“C)formiato. Nuevamente esta reacción parece
no ser exciusiva de céiuias fermentativas. Estos datos estarian
rn contradicción con 10s ha11ados p0r Jungermann y Schon (1974)
¡uienes sugirieron que 1a piruvato formiato-Iiasa existia sóia
iente en ceiuias de Ra. nubnum adaptadas a 1a OSCUridad. dorreii
' Uffen (1978) expiicaron esta discrepancia proponiendo que para
¡ue 1a piruvato formiato-iiasa se desarroiiara durante e] creci
iiento anaeróbico, a 1a iuz, era necesaria 1a presencia de piru
Iato en e] medio.

Experiencias adicionales indicaron que esta reacción esta
“ia asociada a 1a generación de energia.

c A semejanza con 1a reacción de intercambio de] formiato,
e] hipofosfito de sodio 9 mMtambién inhibe 1a degradación de]
Jiruvato. La producción de Ac-P y de formiato Sugirieron que RA.
tubnummetaboiizaba e] piruvato mediante una piruvato formiatoiia
sa simiiar a la haiiada en E.cof¿ crecida anaeróbicamente (Knappe
et a], 1974). La reguïación de este camino en Ra. nubnum se en
:uentra infiuenciada por ios cambios de pH durante e] crecimien
to y desarroiio ceiuiar.

Las actividades metabóiicas discutidas hasta eSte punto se
ian encontrado también en céiuïas fotosintéticas de R¿¿ nubñum.
Jna de ias diferencias existentes entre e] Crecimiento anaeróbl
:o en iuz y oscuridad, consiste en que ias céiuias fermentativas
no requieren 1uz para producir H2 a partir de piruvato (GeSt,
1951, 1972).

Utiiizando suspensiones de R¿.nubnum crecidas anaeróbicg
nente en 1a OSCuridad, se observó que ias céiuias producían can_
tidades equimolares de C02 e H2 a partir de piruvato o formiato.
En presencia de hipofosfito de sodio 2 mM,no hubo desprendimieg
to gaseoso a partir de piruvato.

La producción de H2 en céiuïas de R5. nubnum crecidas anag
róbicamente en oscuridad, parece ser simiiar a 1a presente en o
tros microorganiSmos heterotróficos anaerobicos (Thauer et a],
1972, 1974). Es decir, 1a formación de H2 a partir de formiato es
tá inhibida por C0 y 1a reacción de oxidación no requiere ATP.
En contraste, en céiuias de RA. nubnum crecidas anaeróbicamente



a la 1uz, Ia producción de H2 es insensibïe ai'CO y constituye
una reacción ATP-dependiente, asociada a] sistema de nitrogena
sas (Daiton y Morterson, 1972; Watt et a]. 1975). En estas céiu
ias se ha medido 1a actividad de 1a nitrogenasa por reducc16n
de] acetiieno a etileno.

A pesar de que e] formiato produce H2 en Ra. aubnum Cre
cida con piruvato, en anaerobiosis y en oscuridad, aün no se cg
noceei mecanismo de 1a oxidación de] formiato. Este compuesto
también se metaboiiza para proveer de piridin nucieótidos reduci
dos durante e] crecimiento ce1u1ar. En 1a [laura 17.1. se mues
tran ios posibies caminos para 1a Oxidación de] formiato. Asi, e]
formiato puede oxidarse directamente a H2 y C02 mediante 1a fór
mico hidrógeno-iiasa. E1 H2 formado puede actuar para reducir e]
NAD(P)+como su5trato en presencia de ferredoxina (Yoch et a],
1975).

Por otro 1ado, ias céiuias puden oxidar mayor cantidad
de formiato a productos gaseosos pero 1a formiato deshidrogenasa
funcionaria también para reducir directamente 1as cantidades kg
queridas de piridin nucieótidos.

Finaimente e] formiato podria oxidarse exciusivamente, por
una formiato deshidrooenasa NAD(P‘—dependiente. E1 exceso de pi
ridin nucieótioos reducidos se oxidarian con iiberación de H2
a través de una NAD(P)H-ferred0xina reductasa (Jungermann et a],
1971; Thauer e: a], 1971), en asociación con ia piruvato-ierredg
xina óxido-reductasa. Sin embargo estas especuiaciones no encon
traron apoyo experimental, por cuanto no se detectó 1a forma
ción de NAD(P)Hasociada con 1a oxidación de] formiato, como tam
poco actividac de piruvato-ferredoxina óxido-reductasa. Gorrei y
Uffen (1977) concïuyeron que 1a piruvato formiato hidrogen-iiasa
y 1a piruvato-lipoato óxido-reductasa operaban en forma concerta
da originando ATPy NADHrespectivamente y manteniendo e] creci
miento ceiuiar fermentativo.

Recordemos que numerosos investigadores Encontraron que
Ra. nubnumcrecida fotosintéticamente producia H2 a partir de
ciertos sustratos, sólamente a 1a 1uz (Gest, 1951, ¡972). Bajo
estas condiciones, 1a formación de H2 luz-dependiente era insen
sibe] a1 C0. Resultados simiïares se obtuvieron usando Ra. nu
baum SI expuesta a piruvato, iuego deun crecimiento en medio defi
nido conteniendo maiato y giutamato (Kohimiiier y Gest, 195]).



Sin embargo, 1a cepa Si crecida en e] mismo medio compig
jo usado para mantener e] crecimiento anaeróbico y en oscuridad
de 1as cepas GI o C producia sólo trazas de H2 y tenia baja acti
vidad de fijación de nitrógeno. A pesar de que aún no se han pg
dio expïicar estas variaciones en e] metaboiismo de S]. ios
resuitados indicarian que RA. nubnummetaboiizaria e] H3 mediag
te dos mecanismosdiferentes, que dependerian deia disponibiii
dad de 1a 1uz durante eïcrecimiento ceiuiar. Mientras 1as ce]!
ias crecidas fotosintéticamenterequierenenergia iuminosa (o
ATP), ias desarroiiadas en anaerobiosis yoscuridad pueden f0rmar
H: mediante reacciOneS independientes de 1a luz (y posibiemente
también independientes de ATP).

En contraste con 1a cepa salvaje Si, 1a mutante C creci
oa anaerópicamente a 1a iuz mOStraba actividad de hidrogenasa
tanto independiente c0mo dependiente de 1a 1uz (Gorreii y Uffen,
1978). Ademásesta mutante poseia aCtividad de nitrogenasa, me
dida como reducción de acetiïeno, mientras que ia Crecida en 1a
oscuridad carecia de 1a misma.

E1 deSCUbrimiento de que ambas reacciones de hidrogenasa
Hermentativa y ATP-dependiente) existían en 1a mutante C de Ra.
nubnum crecida en anaerobiosis a 1a 1:2 fue de suma importancia.

Desde un punto de vista ecoiógico, 1a existencia de ambas
actividades en 1a mutante C provee a ias céluias de una ventaja
selectiva durante ei crecimipnto majo condiciones oe iuz diurna,
en un medio natura]. Esta mutante seria representativa de 10 que
ocurre normaimente con céiuias de Ra. hubnum en su habitat.

Comoconcïusión, si 1as céiuias de Rs. nubaum crecidas foto
sintéticamente se trasiadan a un medio estrictamente anaeróbico.
en oscuridad, las mismas pueden segu1r CreCiendo y mantener ios
pigmentos y las propiedades de 1as membranas, caracteristicas de
ias céiuias fotosintéticas. Bajo estas condiciones, metaboïiza
e] H2. Una vez Que 1a reacción de formación de Hz (independiente
de 1a 1uz) se ha expresado durante ei crecimiento en 1a oscuri
dad, ésta tiene 1ugar a] miSmo tiempo que SU anáioga (qu depen
diente), normaimentepresente en céiuias fotosintéticas.



XVII.3. Chromatiaceae

XVII.3.]. Metaboiismo anaeróbico en 1a oscuridad

Las Chromatiaceae son anaeróbicas estrictas, con excep
ción de Tháocapsa noseopenó¿c¿na 1a cua] puede respirar bajo
condiciones microaerofiïicas en 1a oscuridad (Rienniq y Trüper,
1974). Las Chromatiaceae puedenutiïizar compuestos orgánicos o
inorgánicos durante e] desarroïio fotosintético.

Asi comoocurre con ias Rhodospiriïiaceae, cuando ias
Chromatiaceae Crecidas a 1a 1uz se transfieren a 1a oscuridad,
las céïuias metaboiizan y producen ácidos y productos gaseosos.
Más aún, bajo ciertas condiciones las céiuias reducen compues
tos azufrados o nitrogenados.

XVII.3.].1. Producción de ácidos

Experiencias realizadas por van Nie] (1931) mostraron que
las Chromatiaceae usaban compuestos reducidos de] azufre o sus
tancias Orgánicas comodadores de eïectrones durante e] creci
miento fotosintético.

Dado que no hubo Crecimiento durante incubaciones en os
curidad, en condiciones aeróbicas y anaeróbicas, en medio su
piementado con gïucosa , fructosa, Iactato, extracto de ievadura
y mezcïas de estos compuestos, van Nie] conciuyó que las Chroma
tiaceae no podian fermentarcompuestos orgánicos ni sintetizar
materia] ce1u1ar en ausencia de energia Iuminosa.

Sin embargo, Gaffron (1934, 1935) y Roeïofsen (1934) ob
servaron que suspensiones de céiuïas crecidas fotoautotrófica
mente formaban C02 y ácidos (especiaimente acético) durante
1as incubaciones en OSCUridad bajo atmósfera de N9 o de una meg
cia Nz-COQ.

Experiencias posteriores para determinar qué Sustratos
se utiïizaban en e] proceso fermentativo, dieron resuitados ne
gativos. En consecuencia, Roeiofsen (1934) postuïó que aigún
materia] de reserva, depositado dentro de 1a céiuia durante e]
crecimiento a 1a 1uz, podria actuar comosustrato de un proce
so de "autofermentación", independiente de 1a iuz, que provee



ria 1a energia necesaria para mantener Ias céiuïas en oscuridad.

Van Gemerden (1968 a, b) encontró que Chnomai¿um utnoaum
cepa D depositaba po1igiucosa durante e] desarr011o fotosintéti
co. que 1uego era metaboiizada a poii-e—hidroxibutirato en 1a
oscuridad.

En estudios reaiizados con Cha. vtnoaum cepa D se obser
vó 1a existencia de] camino piruvato-ferredoxina óxido-reducta
sa en céiulas crecidas fotoheterotróficamente con L-maiato. Es
te mecanismo es independiente de 1a qu y da origen a acetato y
a cantidades equimoiares de H2 y C02.

XVI].3.1.2. Metabo1ismo de compuestos inorgánicos

Ademásde 1a actividad fermentativa, las Chromaticaceae
pueden.respirar en 1a oscuridad utiiizando compuestos azufrados
oxidados o nitrogenados como aceptores de eiectrones.

a) Compuestos de] azufre:

Gaffron (1934, 1935) informó que cuando se coiocaban sus
pensiones de cé1u1as anaeróbicamente a 1a oscuridad, e] ion sul
fate se reducía a SH2. La adición de giucosa, hexosafosfato, bu
tirato o maïato a las mezcias de reacción estimuiaba 1a forma
ción de C02 y SHZ. Gaffron interpretó estos datos proponiendo
que en ia oscuridad existían ciertas reacciones de degradación;
pero a 1a iuz ias Chromatiaceae sintetizaban e] materiaï ceiu
1ar autotróficamente a partir de C0; utiïizando e] Hgs como re
ductor.

Van Nie] (1936) trató de confirmar esta hipótesis expe
rimentaimente utiiizando cuitivos puros de Cha. uansum cepa D.
Van Nie] usó cé1u1as Iibres de azufre, crecidas fotoheterotrófi
camente con L-ma]ato.(de esta forma no seria posibie 1a produc
ción de SH2 a partir de] azufre aCUmuiadoen e] interior ceiu
1ar) y midió entonces e] SH2 formado en ias mezcias de reacción
después de la incubación en OSCuridad con suïfato, tiosuïfato
o azufre. Los reSuitados indicaron que e] azufre era e] mejor
Sustrato para 1a producción de SHz. De ios datos y observacio
nes de van Nie] (1936) re5u1tó evidente que en OSCUridad, ias
céiuias debian formar otro materia] reducido distinto de] SH2.



b) Nitrito y Nitrato:

Nakamura (1939) informó que e] consumo de H2 en Cha. mi
nutióaimumcrecida fotoautotróficamente se haliaba estimuiado
no sóio por 1a adición de compuestos azufrados oxidados a Sus
pensiones ce1u1ares durante 1a incubación en oscuridad, sino
también por nitrito y nitrato de potasio.

Se propuso entonces que ios compuestos nitrogenados se
reducian a amonio, en presencia de H2. Sin embargo, esta hipótg
sis aün no se ha comprobado experimentaimente.

c) fiidróqeng:

E1 H2 sirve como sustrato en ciertas reacciones indepen
dientes de ia 1uz, que involucran compuestos azufrados. Cuando
céiuias crecidas fotoheterotróficamente se coiocan a 1a OSCuri
dad en presencia de compuestos orgánicos reducidos, se forma
H2.

Cha. m¿nut¿a¿¿mum (Nakamura, 1939, 194]) oxida rápidameg
te formiato, piruvato, giiceroi, giiceroifosfato o giucosa.

Cha. anoaum cepa D origina H2 y C02 durante 1a incuba
ción en OSCUridad en presencia de piruvato (Bennett y Fuiier,
1964).

Estos datos y 1a demostración de 1a existencia de 1a
piruvato-ferredoxina oxido-reductasaen Cha. uáursum cepa Dy
de 1a hidrogenasa sumados a 1a evidencia de que Can. minut¿¿b¿
mumdegradapa e] formiato y e] piruvato mediante 1a piruvato
formiato-iiasa, Sugirieron que ciertas Chromatiaceaecrecerian
en OSCuridad en forma fermentativa.

XVII.3.2. Crecimiento anaeróbico en oscuridad

Numerosos trabajos acerca de 1a distribución de ias
Chromatiaceae en 1a naturaieza, Sugieren que es:as céiuias se
desarroïian en oscuridad.

Hendiey (1955) rec0noció 1a posibiiidad de que ias céiu
ias respiraran anaeróbicamente, en oscuridad, con azufre.

Van Gemerden (1968 a, b) informó que Cha. u¿no¿um cepa
D mantenia su motiiidad durante largos periodos en oscuridad
y metaboïizaba poiigiucosa a poli-e-hidroxibutirato. Bajo estas



condiciones de oscuridad, 1a reducción de] azufre a SHZprocede
ria demasiado lentamente como para proveer 1a energia adecuada
para e] crecimiento ce1u1ar.

Roeïofsen (1934) observó que céiuias crecidas fotoheterg
tróficamente e incubadas en oscuridad, formaban H2 en ausencia
de azufre. Cha. uinoaum cepa D muestra actividad de piruvato
ferredoxina oxido-reductasay de hidrogenasa, en presencia de
azufre se forma SH2, en 1ugar de H2 durante 1a degradación de]
piruvato (Hendiey, 1955). Asi, e] azufre tendria un ro] comple
jo en e] metaboïismo ce1u1ar en OSCUridad, aün no determinado.
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PARTE 1: INTRODUCCION

I. ECOLOGIA

1.1. Generaiidades

Eugficna constituye todavia en 1a actuaïidad un enigma
sumamenteatrayente.

Sus caracteristicas correspondientes tanto a1 reino ani
ma] como a1 vegeta], 1a convierten en un verdadero problema
taxonómico. Los zoó1ogos consideran a Eugiena como un protozoo
mientras que ios botánicos 1a tratan como un aiga.

Sin embargo, debido a SUS propiedades, 10 correcto es in
ciuiria en e] reino protista, creado por Haecke] en 1866.

E1 género Eugtena posee una gran cantidad de formas ta
xonómicas estabies y habita en una ampiia variedad de nichos e
coiógicos, ios cuaïes incluyen: aguas frescas y saiobres, áci
das y a1ca1inas,aeróbicas y anaeróbicas y también tropicaies.
Aïgunas especies pueden además, producir fïoraciones en 1a nie
ve. Estas propiedades, junto con 1a formación de cepas incoio
ras y con 1a ausencia de sexuaïidad, transforman a Eugficna en
un organismo sumamente interesante para 1a investigación.

Gojdics (1953) describió e ilustró 155 especies de Euglg
na. Huber-Pestaiozzi (1955) estudió 101 especies y Pringsheim
(1956) informó acerca de 1a presencia de 200. Actuaïmente, e]
número tota] asciende a 250,

Existen tres razones fundamentaies por ias cuaies no se
posee un conocimiento profundo de 1a ecoiogia de numerosas es
pecies de Eugiena. E11as son:

a) confusión acerca de 1a vaiidez de ciertas especies;

b) registro infrecuente de 1a existencia de aigunas especies,

c) carencia de observaciones ecoïógicas deta11adas.



Según 10 esperado, 10s habitats de Eugtena son muy varia
dos, debido a 1a gran cantidad de especies existentes.

Pueden ciasificarse de acuerdo con 1a saïinidad de 10s
mismos.

1.2.1. Especies de aouas saïadas

Gojdics (1953) informó acerca de 1a presencia de nueve
especies, capaces de habitar aguas saiadas de 1as Cuaies Prings
heim (1956) aceptó soïamente dos.

aauervc c
(H, :escrizcién :exonómica de monografias

reciente (E. vcnm¿¿oam¿¿) existe en abundancia en

1- '_ ._¿.. rr-.‘-:.v "luv‘u

s E. a

aguas saiadas. Sin embargo, parece contradictorio esperar que
c considerabie, en efïuentes ce

ninas de carb ó as aguas aica
ïinas de ios océanos- Es mas razonable pensar cue están invoïu

p a".amente reiacionaoas en e
.—I (D (n .—l -s ql _. specco mor

. vcanáácnmibl es ge
oco más iarga ' presenta ocho cromatóforos. En

a CromatóiOros y existe en un

otras de ¡as especies cue aparecen en este nabitat con
cierta reguïaridad y en número c0nsiderab1e son E. óencaïnata
(Gojdics, 1953) y menos frecuentemente E. ¿angu¿nea (Lackey,
1968).

ExiSten otras especies que toieran aguas saladas pero
sóïo durante ciertos periodos de tiempo: E. vinidia, E. piac¿¿a¿
m¿ó y E. deaeó. Aunque mantienen su actividad de movimiento,
ninguna de eïïas se muïtipïica aún en bajas c0ncentraciones sa
lines

1.2.2. Especies de aouas frescas

La mayoria de ias especies conocidas de este habitat
(E. cxguhLó, E. pióciécam¿¿, E. vinidib, E. ghaC(f¿ó) se ha11an
ampiiamentedistribuidas.



E. oxgunLAfue encontrada en toda Europa occidenta], Asia
y Austra]ia,I y junto con E. ciana, E. gnac¿K¿¿, E. mutab¿i¿¿
y E. p¿¿c¿fionm¿ó se ha11aron en mayor prop0rción en Honoiuiü,
Isla Oahu de Hawaii.

1.2.3. Colonización de nuevos habitats

Existen numerosas especuiaciones acerca de cómo 11egó
E. oxgunLA a 1a Isïa de Oahu. De 105 abundantes especimenes ob
servados todos presentaban e] máximo tamaño informado (400 u)
Schïichting (1960) encontró dos o más especies de Euglena en
patos, no conociéndose si ias mismas se ha11aban ya presentes
en e] Ïugar de origen de-estos animaies. Existen también aïgu
nos pájaros migratorios que podrian haber transportado dichas
especies en SUSpatas, por ejempio 10s "goiden pïovers" que efeg
tüan una parada en Oahu durante sus viajes entre e] Artico y
Sudamérica. Lamentabiemente, no se ha encontrado E. oxyuan en

ninguno de estos dos üitimos puntos geográficos nombrados.
En cuanto a ias especies marinas, se efectuó un soïo re

gistro, pudiendo haber inf1uido en este caso 1a presencia de
aigas marinas, de desechos arrastrados por 1as corrientes y
también de ios pájaros migratorios.

1.3. Naturaieza de 105 habitaIs acuáticos

Las especies deaguas frescas son típicamente formas que
habitan aguas tranquiïas (charcos, estanques, ïagunas y 1agos);
sin embargo, existen aigunas presentes en Ios rios.

E. ¿anguana coiorea 1a superficie de 1as Iagunas de rg
jo iadriiïo a rojo bri11ante. Estas fioraciones se encuentran
temporariamente a nive] de 1a superficie, migrando a1 anoche
cer a zonas más profundas, generaimente hasta e] fondo.

Lund (1942) haiïó 18 eSpecies de Eugiena en ios restos
marginaies de cinco Iagunas.



1.3.1. Existencia de especies pianctónicas de Euqfcna

Hay numerosas dudas acerca de1a existencia de especies
pianctónicas de Eugfcna.

Pringsheim (1956) definió a E. ILacac, E. uaaiab¿f¿a,E.
ap¿nuggna y E. In¿p¿en¿¿ como "especies nadadoras".

Lackey (1968) encontró E. acua, E. ap¿noggna y E. {n¿p
Zen¿¿ tanto en e] agua como en e] materia] de 1a interfase; ias
dos üitimas mencionadas se haiiaron frecuentemente desiizándose
debido a una 1eve torsión de sus céiuias, ias cuaies muchas ve
ces no presentaban ni un signo de sus fïageios.Este aut0r obser
vó a E. p¿5c¿¿oam¿a, E. gnac¿€¿a, E. ctana y E. uclaía "nadando"
c _I ln o .1 h lfl tu

l
m :1 .I ll) r' .l ll) '3 r1 .l 1|) 2‘ F) O tu¿ . ' formar fieraciones en 1a superfi

La mayoria de ias especies, tanto de aguas frescas como
saïaües, estudiases pOr Lackey (1968) tendian a habitar en 1a

c se -E-ET;: a ia reíación existente enzre un
agelar debí] o un fiaeeic sumamente c0rto y e] tama.o c3

1.4. Factores innerentes a ios habitats acuáticos

1.4.]. gprrientes

Muy poco se cOnoce actuaimente acerca de 1a infiuencia
de ias corrientes. En genera], 1a vida de estos organismos pare
ce ser independiente de 1a presencia de corrientes o aguas tran
quiïas, siempre y cuando éstas permitan a 1a especie mantener
su posición.

1.4.2. Lu;

Según numerosos estudios reaiizados parece ser de Suma
importancia 1a cantidad de 1u2 disponibïe.

E. ¿p¿nugyia y aigunas variedades de E. chncnbcng¿¿ exis
ten muy freCuentemente en 20nas sombreadas de charcos y iagunas
mientras que E. ¿angu¿nea habita en 1a Superficie de ïagos y es
tanques iluminados por e] so], dondees Susceptibie a daños pro



ducidos por 1a iuz uïtravioieta.

A pesar de ias experiencias reaïizadas, muy poco se co
noce acerca de 1a reiación temperatura-crecimiento y desarroiio
de ios.eug]enoides, en condiciones naturaies.

Jahn (1946) informó acerca de 1a periodicidad de Engla
na reiacionada con 1a intensidad 1uminosa; sin embargo, ias in
vestigaciones de 1aboratorio han permanecido hasta e] momento
inconciusas.

1.4.3. Aguas duras

Aparentemente parece ser que ias mismas especies que pue
den habitar en aguas normaies pueden hacerio también en aguas
duras. Esto sugeriria que e] crecimiento y desarroiio de Eugic
na es independiente de] pH pero además indicaria una cierta to
1erancia a eievados niveies de C02 y C03=. ‘

Fritsch (1931) citó textos de Tannrenther segün e] cua]
E. gnacifiia crecia en medios a1ca1inos y de Skadowsky, quien ex
presó que estas especies poseian un pH óptimo de aproximadamen
te 4.

1.4.4. 0xi eno

Hasta e] momento se ha investigado reiativamente poco
acerca de 1a reïación existente entre e] crecimiento y desarrg
110 de Eugtena y e] oxigeno disueito en e] medio acuoso.

Se ha observado que cuitivos densos de E. gnacLiLa que
han perdido su ciorofiia, persisten durante muchos dias ya sea
en una cuba abierta o en una cubierta de una gruesa capa de
parafina, a pesar de que 1a única via de obtención de] oxigeno
sea por difusión.

E1 mayor nümero de especies de Eugicna se desarroiian
en habitats que contienen oxigeno. A pesar de que pueden toierar
bajas tensiones de oxigeno, ios ambientes oxigenados se aproxi
man a ios óptimos.

Las especies de aguas saiadas Sueien encontrarse en 1a
superficie de] materia] marino de interfase. Si se ha11an en



época de marea baja, penetran en dicha interfase probabiemente
anaeróbica, pero sóïo unos miiimetros por debajo de 1a superfi
cie. Aiïi cohabitan con eugienoides incoioros, con ciertos zoo
f1age1ados,con aigunas aïgas azu1—verdosasy con bacterias su]
füreas.

Evidentemente, es una caracteristica de Eugfiena e] adaR
tarse a un ampiio rango de tensiones de oxigeno.

1.5. Euqfiena y Contaminación

1.5.1. Excreciones de Animaies

Es un hecho ya demostrado que uno de ios requerimientos
para e] crecimiento de Eugtcna es 1a materia orgánica, inclu
yendo ïa cobaiamina.

Las es:e:ies se ÏJQLCHChan sido mencionadas en numero
sas ocasiones, como Organismo indicaGOres de ia poiución orgá

im, e

s

nica. Este tenóneno es s' o] mente una respuesta de] tipo “nu

r ('U U '1 fl) U1 (L‘ -<. Ii I
h!A de excrementos y Orina de ganado tiende a

desarroïïar rápidamente pobïaciones densas de eug]enoides,además
oe otros organismos. L0 sismo ocurre con ias aguas servidas do
mesticas, pero no en forma inmediata sino luego de una conside
rabie acción bacteriana.

Las diferentes especies de Eugfcna presentan-un comp0r
tamiento distinto frente a 1a poiución ani +1 en comparación
con ios desechos domésticos. Una deias expiicaciones sería 1a
naturaieza diferente de 1a materia fecai anima], 1a cua] contig
ne una gran cantidad de ceiuiosa y derivados y materia nitroge
nada más reducida. Leedaie et a1 (1965) informó acerca de] incrg
mento en e] desarroïïo de E. ¿p¿nogyna en aguas servidas que con
tenían fosfato de magnesio y amonio. Posibiemente, 105 desechos
humanos se degraden a ortofosfato y a nitrato.



1.5.2. Tipos especificos de contaminación

1.5.2.1. Medios ácidos

Aigunas especies de Eugtcna muestran diversas reacciones
con ciertos tipos particuiares de contaminación. Ya se ha mencig
nado 1a presencia de E. mutab¿t¿a en residuos ácidos de Ias mi
nas de carbón (Lackey, 194]). Se encontraron Euglcnaa en este
medio, aün a pH's tan bajos como 0,9.

Estas mismas especies se ha11an también en manantia1es
que poseen hierro o en ias ori11as de pequeñas corrientes que
contienen hidróxido férrico.

e b o ciénagas y materia
s de astSIos y amianto. Aigunas
r a nosa a 1a cua] se ad

G e mecio por numerosos

Observaciones efectuadas en un área con hoyos de dese
chos radioactivos en ios cuaies existia un escape, mostraron
que numerosas especies de este género, como asi también otras
aïgas y protozoos, que habrian estado expuestas a dosis masivas
de radiación durante aïgunos años, no presentaban formas anorma
ies. Una pequeña iaguna ubicada en dicha área, se encontraba tan
irradiada que 1a dosis humana de toierancia se a1canzaba en una
hora aproximadamente. Esta iaguna aibergó durante todo e] vera
no a una densa pobiación de E. L¿mn0ph¿ta. Sin embargo, ios mi
croorganismos de esta especie eran en genera] de mayOriongitud
(200 p).

EnioaXphonaufcarum, eugienoide incoioro, fue irradia
do con 60Co (Lackey y Bennett, 1962) durante 60 generaciones.
Durante dicho tiempo su viabilidad fue norma] y su veïocidad de
reproducción no se vio afectada.



1.6. Otros tipos de habitatí

Existen ciertos ambientes especificos que favorecen el
desarrollo de Eugfcna. Uno de estos es la comúnmente llamada in
fusión de heno. Cuando esta infusión entra en contacto con una
pequeña cantidad de detritus obtenidos de lagunas o charcos, se
desarrollan cultivos densos que incluyen a E. acua, E. gnactttó
y E. p¿¿c¿6onm¿¿. Bajo tales condiciones, E. gnaott¿s crece en
forma incolora, asi como también E. aeus pero en menor grado.
Esta pérdida de clorofila les permite vivir comoorganismos au
tótrofos o heterótrofos. En realidad, la existencia normal de
numerosas especies de Eugtcna constituye una combinación de am
bos tipos de obtención de carbono celular.

1.6.1. _jeve
Q

n-ener (“914 encartrñ ‘l:*a:io'es :e cala' terna cc'reí
pondientes a especies no determinacas oe Eugtcna, en planicies
nevadas.

Estas observaciones son Sumamente importantes ya que
ind que algunas especies son viables en ciertas condiciones

ln h

ican
v cuecen colonizar arbientes an le ¿ales su cricer es un mis
terio.

1.6.2. Cavidades de árboles

Los euglenoidesconstituyen una parte importante de la
alimentación de las larvas de ciertos mOSQUitos.

Se encontró que existían poblaciones densas de E. veta
ta en las aguas contenidas en huecos de árboles cercanos a pan
tanos. En dicho ambiente se halló también larvas de Annpheteó

Ibazbeai tShields y Laekey, 1938), Que se alimentan de euglenoi
des (Senior-White, 1928).

Queda el interrogante acerca del grado en que son dige
ridos ya que estos microorganismos pasan a través del tracto di
gestivo en estado viable.



1.6.3. Desiertos y montañas

En 1as 30 iocaiidades desérticas examinadas no se en
contró ninguna especie de Eugiena, a pesar de que se haiió un
nümerosignificativo de aigas y protozoos.

Tampoco se observó 1a presencia de especies de Eugüena
a grandes aititudes (Durreii y Norton, 1960), es decir más de
2.700 m.

Esta ausencia de Eugiana podria deberse a ias grandes va
riaciones de temperatura y a cambios en 1a presión atmosférica.

1.7. Simbiosis y parasitismo

Aparentemente no existirian casos de simbiosis en este
género. Sin embargo, Gojdics (1953) reportó 1a presencia de E.
cgciopicoza en pequeños copépodos y otros invertebrados. Esta
especie poseia un estado iibre que "nadaba".

Pringsheim (1956) discrepó con Gojdics, asegurando que
E. cyciopicoia habia sido confundida con Cotac¿um.

Existen ciertas formas de] tipo de Eugfcna que frecuentg
mente se encuentran en e] tracto digestivo de renacuajos.

Heinrich (1924) describió a Eugtenamonpha hegnen¿ presen
te en e] intestino de Rana prian. Es necesario poseer mayor
información_sobre SUS condiciones de vida como ente libre para
poder definir Su existencia comosimbiótica o parásita.

E. Leucopó es e] ünico caso de verdadero parasitismo
(Haii, 193]) ya que puede habitar en ciertos gusanos pianos
(Stcnostomum pncdatonum).

1.8. Euqlena como aiimento

Numerosos miembros de este género sirven como aiimento
para muchos invertebrados ya que existen en abundancia, poseen
un tamaño adecuado, contienen vitaminas, habitan en pianctons
y en 10s desechos ubicados en ias oriiias de 1agunas, estanques



y 1agos.

C0moya se mencionó (item 1.6.2.), existen ciertas 1ar
vas de mosquitos que se aiimentan de eugienoides. Lackey (1968)
observó que estos microorganismos eran ingeridos también por
1arvas de otros insectos, por gusanos pianos, por ciliados, etc.
Sin embargo, ios eugienoides son sumamente resistentes. Se ha
recuperado Eugfiena viabïe de materia feca] de copépodos, de re
nacuajos y de Iarvas de mosquitos. También se han'haiïado en di
secciones de] tracto digestivo de estos dos ü1timos organismos. No
se conoce exactamente e] mecanismo que produce esta resistencia;
sóïamente es importante mencionar que mientras otros protozoos
y aïgas son digeridos, un aïto porcentaje de cé1u1as de Eugtena
atraviesan e} tracto digestivo en forma viabïe.

sta rssistencia seria 1a
a que prot geria a 1a cé
e e

i e

Iula: Otra posibiïidad seria que 1 iicuia ext rna fuera de
r . e e la acción de ias enzi
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II. TAXONOMIA

11.]. Generalidades

En 1883, Kiebs consideró a ios eugienoides como aigas
en base a Su coior verde.

Chadefaud (1937, 1938) señaió ]as similitudes existen
tes entre los eugienoides y ios dinofiageiados, considerando ias
estructuras de ios respectivos citoplasmas. Posteriormente, es
te aut0r reiacionó a ios eugienoides con ias aigas marrones en
1ugar de ias verdes (Chadefaud, 1962).

La presencia de ciorofiias ay b y 1a ausencia de cioro
fiia c en Eugtena anuia toda Suposición acerca de una cierta a
finidad con ias algas marrones; sin embargo, Krinsky (1964) in
formó de 1a existencia de por 10 menos una xantina en E. gna
c¿K¿¿.

Los grupos de Goodwin y Jamikorn (1954), Krinsky y
Goidsmith (1960) y Green (1963) estudiaron 1a sintesis de pigmen
tos y anaiizaron sus espectros, en eugienoides.

Scage] et a] (1965) ubicaron a estos protistas en un gru
po separado de ias aigas, reconociendo sóio una ciase: Eugteno
phyceae.

11.2. Orden Eugienaies

Hollande (1952) dividió a este orden en varias famiiias:
Eugienidae, e] cua] inciuye e] género incoioro Aaraaia, Penanc
m¿dae, Anisonem¿dae y Pcíaiomonidac. A su vez, 1a famiiia Eugig
nidae se dividió en tres Subfamiiias: Eutreptiinae, Eugieninae
y Eugienamorphinae, ias cuaiesposeen dos, uno y tres o mas fla
geios funcionaies respectivamente.

En 1966, Kudoenumeró ias siguientes familias: Eugienidae,
Astasiidae y Anisonemidae; ias dos üitimas inciuyen ias formas
incoioras.

Chadefaud (1962) se aproximó a 1a clasificación efectua
da por Kudo, sustituyendo 1a famiiia Anisonemidae por Eerangmeneí.

E1 sistema propuesto por Hoiiande (1952) es e] que más



se acerca a una reïación natura], especiaimente considerando Tas
formas incoïoras. Sin embargo, es cuestionabïe que e] número
de fïageïos externos sea una caracteristica Suficiente para di
ferenciar famiïias ya que e1 género Eugtena posee dos fïageïos,
uno externo y otro interno.

11.2.1. Fami1ia: Eugïenidae o Euqïenaceag

En 1883 Kïebs dividió a 1as EugJenaceag en Eugïenae y
55333135. Dentro de] primer grupo se encontraban los géneros
Eugkena, Phacuó, Eutnepráa, Aócogtena, Tnachafumonab y Cofacium,
mientras que 105 géneros inc010ros Aóta¿¿a, Rhabdomonaó, Manu¿
diam, Fc ¿mama y Anáécnum; se ha--aban dentro de} segundo gru
po.

H011ande (1952) incïuyó dentro de 1as gucïeninae 105 si
guiántes géneros: Eugieua, Menc¿d¿un, Asccptena, Tïachcïv.vnaó,
Sïirmzumcna¿, Phacua, choeánct¿¿ y falaciu..

En 1956, Pringsheim enumeró 11 géneros pertenecientes a
esta famiïia: Eugfena, Cotac¿un, EHÉHCPZ¿a,Euïaepáiella, Phacus,
Lepacinct¿¿, Cnyicgtcna, ¡zaCECÉCmvna¿,Stacmbc.cnaó, Aóccgicna
y Ktcb¿¿c€¿a.

. Los tipicos
nnaceae se iïustra

Lepocinc[¿¿._(A) y Phacuó (B) poseen numerosas caracte
risticas en común: cromatóforos pequeños con forma de disco, sin
pirenoides, cuerpo rigido, distribución fïageïar tipica de Eugkg
na y estrías espira1adas.

Los géneros ColacLum (D) , Sínombomunaa (H) y TaacheLomg
naa (G) tienen cromatóforos de igua] forma que ios nombrados an
teriormente. Estos contienen pirenoides, en 1a mayoria de 1as es
pecies estudiadas. En C0facium,dichos pirenoides se encuentran
cubiertos con paramiïon.

En cambio, en Aacogficna (E) y en Kfiebaictfa (F), 105 pi
renoides pueden o no estar presentes en cromatóforos de forma de
disco. Estos dos géneros poseencubiertas protectoras canaspecto
de jarrón. La simiïitud entre 1a estructura de] protopïasto de
estos génerosy 1a de Tnachckamunaó es una evidencia más para cg
rroborar 1a hipótesis de] ancestro común.



FIGURA2.1.: Géneros de 1a família Euglenidae:
A: Lepacincfiió; B: Phacub; C:
Ineptia; D: Cokacium;
F: Kiebóielka; G:
H: Siaambomonaó

Eu
E: Aócogiena;

Tnacholomonaó;



II.2.1.1. género: EuaLgfl

Lemmerman(1913) dividió a] género Euglcna en tres gran
des grupos en base a 1a morfoïogia de los cromatóforos (lagla
2.1.).

Chu (1947) y Gojdics (1953) también utiiizaron ia estrug
tura de] cromatóforo para ciasificar a este género.

En 1956, Pringsheim presentó un análisis de ias afinida
des de ias distintas especies de Eugtena. Continuando e] traba
jo de Chu (1947), se basó en e] aspecto de ios cromatóforos y 1a
re1acionó con 1a forma de] Cuerpo y con su moviiidad. Asi formó
seis grupos siendo cada uno de eilos un Subgénero (labia 2.3L).

Jahn (1946) describió dos grupos inaertantes en base a
aspectos nutricionaies: fotot óficos y heterotróficos. Todas ias
Eugkenaa verdes son fotótroías. Las formas fotoautotróficas SOn
capaees de utilizar CCÏZLÉSÏÜSde nitrato y amonio como fuentes
de nitrógeno, ias fotoneSOIróïicas requieren aminoácidos y ias
fotometatróficas usan peatones o roteinas.'U

Las formas heterOtróficas pueden subdividirse de manera
simiïar.

Birdsey y Lynch (1962} informaron acerca de 1a incapaci
dad óe Eugiena gaac¿¿¿a ce c ecer en presencia de nitratos como
fuente de nitrógeno, a pesar de cue esta especie podia reducir
e] nitrato a nitrito.

Describiremos brevemente 105 grupos considerados por
Pringsheim (1956) (Tabïa 2.2.).

II.2.1.1.1. Riqidae

Este primer grupo se caracteriza por sus cuerpos no f1g
xibies. Los cromatóforos son pequeños y tienen forma de discos.
No se han encontrado pirenoides y 1os Cuerpos de paramiion pre
sentan estructuras aïargadas.

Los organismos representativos de este grupo se iiustran
en 1a Figura 2:g¿



TABLA2.1.

:Clasificaciónen

gruposdeacuerdoa1aestructuradeloscromatóforos

GRUPO

ESTRUCTURADEL

CROMATOFORO

EJEMPLO

III

enformadecinta enformadeestre11a enformadep1ato

E.etongata;E.tennácoia E.uihidib;E.¿angu¿nae E.acub;E.deóeb



Grupos descriptos por Pringsheim

I

g .SMCTR NOMBRE TENTATIVO

¿DE DEL GRUPO

(Taxón o Subgénero}

F- aca: Rigidae
E. Fielima Lentiferae
E. gaacilió Catiïïiferae
E. v¿1¡d¿¿ Raoiatae

í. des ¿ ¿ Serpentes
Aóza5¿a É Límpidae



FIGURA2.2.: Grupo Rígídae.
A: E. acab; B: E. acu¿ var. angu
Kan¿¿; C: E. Inióukcata; D: E. _
Iniptenió; E,F,G: E. oxyun¿¿;
H: E. anïefioóáa; I: E.
var.¿upnema; J: E.
manchica.

¿p¿nogyna
¿pinagyna var.



II.2.1.1.2. Lentiï'er_a_g

E1 grupo II descripto por Pringsheim (1956) posee cromg
tóforos simiiares a ios de Rigidae, siendo ios ubicados margi
naimente, más iargos y angostos. No se observan pirenoides y ios
Cuerpos de paramiion libres aparecen c0mo gránuios pequeños o va
ri11as aiargadas.

Una de ias caracteristicas que separa a este grupo de]
anterior, es 1a contractibiiidad de sus cuerpos.

Pringsheim ubicó tres especies en este grupo: E. pnox¿
ma (Dangeard, 1901), E. uaniabifl¿¿ y E. ehnenbcng¿¿ (Kiebs, 1883)
(Fi0u_ra 2.3.).

II.2.1.1.3. Catiiiiferae

uz: se caracterizan por poseer
ctiles, con cromatóforos que contiÉ

ncentraimente v rodeado de u
.1

o a ca

s de paramilon también se haiian en

ue acuerdo con Pringsheim (1956), ios cromatóforos pue
den ser: ce contornos iisos, redondeados o poligonaies com: er

de forma de estreiia (E. cfijuacca), iobuiado (E.
y con "fiecos" (E. p¿¿c¿¿onm¿5, E. gaanutaia y E. ¿ai

guLnea) (Ficura 2 3.). Posteriormente. Pringsheim enfatizó ace:
ca de 1a retracción de estos "flecos" sin 1a aparición de daño
aiguno.

E. ¿angutnca posee un sistema compiicado de cromatófOrcs;
éstos constituyen bandas radiales a partir de un pirenoide cen
tra].

Eugtena gnanutata (Schmitz, 1884) puede ser fácilmente
distinguibïe de ios otros miembros de esta serie por 1a presen
cia de hiïeras de gránuios en e] peripïasto y de cuerpos giobuia
res muciferosos dispuestos en fiias paraieias a ias anteriores.

Pringsheim (1956) sugirió que E. nubna (Hardy, 1911) se
ria un sinónimo de E. ¿anguinea. Sin embargo, a pesar de poseer
ambas ias mismascaracteristicas estructurales generaies, 105
crematóioros de E. nubna no muestran 1a existencia de pirenoides
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mientras que si se observan en E. ¿angu4nca. Se COnciuyó enton
ces que E. nubna era una especie rea], que podria haber deriva
do de E. sangu¿nea por pérdida de ios pirenoides y separación
de ias bandas de ios cromatóforos en unidades.

11.2.1.1.4. Eoiatae

Este subgénero se caracteriza por poseer cromatóforos
con forma de cintas o bandas radiaies con uno, dos o tres cen-'
tros. Estos se ha11an asociados a pirenoides o a cuerpos de para
miion. Pueden aparecer también cromatóforos individuaïes, sin pi
renoides, ios cuaies se separaron de] cuerpo principal.

Eugicna v¿&¿d¿¿ (Ehrenberg, 1830) (Fioura 2.3.) pzsee un
r 1 cua] rodean ias bandas de ios cromatóforos. Sus

rosos son esféricos y se encuentran alineados en

Eugicna pacudouinidáó (Chadefaud, 1937) carece de eSIos
, se 1a considera como un DEYÏOdO dEÏ CÍC10

c. genicufata posee dos centros de paramiion mientras
I:¿¿22Lla (Chu, 1947) contiene tres.

SerDentes

Según lo informado por Pringsheim (1956), este Subgénero
está formado por organismos cuyos cuerpos son 1argos. Se moviii
zan pOr desiizamiento, arrastrandose comosi fueran serpientes.
Poseen un fiageio corto, e] cua] muchas veces se pierde. Los
cromatóforos tienen forma de discos o piatos, siendo de mayor tg
maño que ios de Rigidae y Lentiferae pero menores que ios de
Catiïiiferae. Existen pirenoidesiocaiizados centraimente pero e]
paramilon se encuentra ausente.

Este grupo inciuye a E. deseó (Ehremberg, 1833), E. maig
b¿t¿¿ (Schmitz, 1884) y E. ¿nienmed¿a (Schmitz, 1884) (512223



II.2.1.1.6. Limpidae

Este grupo invoiucra ias formas incoioras, pero no es un
subgénero natura] de Eugiena..Existen numerosas formas no c010
readas, ias cuaies tienen una afinidad directa con aiguno de 10s
cinco subgéneros anteriormente tratados. Existen otros géneros
de 1a famiiia Eugienidae que también poseen formas incoioras.

Hasta e] momento, se han encontrado únicamente ios si-
guientes tipos de Euglena no coioreados: AbiaáLa, Khawhtnea o
Euchna Ap. hyaiina. Fiiogenéticamente, seria idea] identifi
car de qué especie de Eugkena proviene cada una de estas formas.
Biumet a1 (1965) se cuestionan si esto es reaimente posibie, e
xistiendo una aparición natura] de estos tipos incoioros.

aohnson (1968) recomienda designar a ias especies no cg
ioreadas reïacionadas con Eugtena, como E.(especie) uan. Khawhí
nca. Los organismos correspondientes a especies aün no conocidas,
deben agruparse dentro de ios géneros Astaó¿a y Khathnca hasta
que se hayan determinado sus reïaciones ancestraies.
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PARTE 2: MORFOLOGIA Y ULTRAESTRUCTURA

III. LA CELULA DE Eugiena

111.]. Aspectos generaïes

Actuaimente existen numerosos trabajos acerca de 1a uïtra
estructura de Eugkena; aigunos se encuentran reiacionados con es
tudios sobre especies particuiares de este género, especialmen
te E. ¿pinogyna (Leedaie et a1, 1965 a) y E. gnac¿1¿¿ (Buetow,
1968) y otros se haiïan dentro de 1as experiencias de reconoci
miento de eugïenoides f1age1ados (Leedaïe, 1967 a, 1967 b, 1971).

E1 presente capitulo tratará de re5umir los estudios rea
1izados en este Campo, especiaimente en cuanto a 1a distribución
de ias organeias y su estructura.

111.1.1. Tamaño y forma

La distribución de 1as Organe1as de una céiuia de Eugficna
gnacitLb se iiustra en 1a Figura 3.1..Su tamaño es de'aproximada
mente 50 u de Iongitud por 10 u de ancho, siendo su forma 1a de
un cigarro.

En cuanto a otras especies, e] tamaño es variabie: desde
12 x 15 u en Eugkena minuta hasta 530 x 40 y en Eugfiena oxgunáb.

Este tamaño no es necesariamente constante; puede haber
variaciones aün entre miembros de una misma especie. Esta diver
sidad depende de una ampiia variedad de condiciones, por ejempio,
cambiosdefinidos efectuados durante e] cicio de crecimiento o
transferencia de] cu1tivo a un medio fresco (Corbett, 1957).

Por 10 tanto, no se puede utiiizar esta propiedad en 1as
cé1u1as de Euglena para diferenciar ias distintas especies.

En cuanto a 1a forma, 105 miembros de este género pueden
variar desde casi esféricas(E. ¿n6fata) hasta ci1ïndricas (E.
acua y E. desea). Sin embargo, 1a mayoria de ias especies son
fusiformes o "spindie-shaped".

Gojdic (1953), Huber-Pestalozzi (i955) y Pringsheim (1956)
informaron acerca de Ios tamaños y formas de 1a mayoria de ias



xv
uh.

' 1W! |

x
Tlaquo ÏniumoïurSueïhnqflaqeiar \

¡yespoï

kesErvor1o—— «— ——

¡{í
Lurraos nasales

____,— L‘sazsa‘;

FelíCuIa-—— -—-<

’-‘—’ ./ :‘üth‘L

“*- Endosorw

/ Piramideíïuronlastc —'

._ ——¿ucralc ue Galo}

raramiïon _\

kesïcuïa ïïsíaïwzïGICc

FIGURA3.1.: Eugiïana gnauibió

I’\J
0 U‘



especies existentes. Pringsheim efectuó comentarios tratando de
reiacionar estas variabies con 1a identificación de Ios distin
tos organismos.

111.1.2. 291or

Debido a 1a presencia de ciorofiia, casi todas 1as espe
cies son verdes.La c10rofi1a se encuentra agrupada en Jos ciorg
piastos, existiendo una gran diversidad en cuanto a1 número y a
1a forma de Ios mismos, segün 1a especie.

También existen aigunas especies coloreadas por 1a presea
cia de gránuios rojos, de aproximadamente 0,5 u de diámetro, 113
mados ggmgtocromos (Jahn, 1946; Gojdics, 1953). Estos gránu1os
pueden estar concentrados en e] centro de 1a cé1u1a, conservando
ésta su coïor verde debido a una distribución periférica de Ios
cloropiastos. Si en cambio, ias vesiCuïas se haïïan dispersas,
1a céiuia toma un coior rojo.

Las especies rojas son abundantes en ciertos habitats
durante periodos prolongados de cïima ca1uroso (Hardy, 1911; Ko],
1929; Johnson, 1939; Gojdics, 1953).

Johnson (1939) informó acerca dei cambio de coior de Eu
glena nubna, de verde a rojo a] amanecer y de rojo a verde en
e] ocaso. Aparentemente, estas observaciones Sugieren que e] pig
mento protege ias céiuïas contra e] caior y 1a 1uz excesiva (dahn
1946; Gojdics, 1953).

Por otro lado, como c0nsecuencia de un b1anqueamiento o
"bïeaching" mediante agentes taies como1a estreptomicina y 1as
temperaturas elevadas, ias céiuïas pueden aparecer comoincolo
FES.

111.2. Compïejo pe1icu1ar y estructuras asociadas

111.2.1. Pe1icu1a, p1asma1emmay protuberancias

La zona más externa de] citopiaSma de 10s eugïenoides se
encuentradiferenciada o engrosada, constituyendo e] 11amadocom
piejo peiicuiar, peïicuïa o peripïasto.



Esta peïicuia puede ser 10 suficientemente fïexibïe como
para que varie 1a forma de 1a céiuia durante e] movimiento eu
gienoide, como en E. gnac¿¿¿¿ y E. desea; puede ser Iigeramente
fiexibie como para minimizar dicho movimiento (E. tniaufcara y
E. in¿picn¿¿) o rigida de ta] manera que 1a forma ceïuiar sea
fija (Phacuó).

En aïgunas especies eSta peiicuia es lisa o finamente es
triada (Aataa¿a tonta); en otras, aparece estriada y también pre
senta protuberancias, ias cuaies pueden ser de estructura simpie
(E. Apiñogyna, Phacua mon¿taia) o compïeja (E. ¿uóca) (Jahn,
1951).

Mediante micrografias eiectrónicas, se ha reveiado 1a pre
sencia de crestas y ranuras o caneïezes peïiCuiares, observánco
se que 1a cé1u1a entera está recubierta de una membrana"tripar
tita" denominada pïasmaiemma.

Aígunos autores utiïizaror Ias ri1 L7 r| C U' (D 1 DJ 3 ñ .4. lv (II ‘C
'5 D

U? (D 3 P0 (D U‘l

e Io largo de ias estrias dei cempiej :icuiar, para 'efiniro e

ciertas Eugtcnaa. Sin embargo, estas pr tuberancias no pueden em
pïearse para caracterizaciones taxonómicas pues en aigunos casos
no se ha ian presentes y en otros pueden variar de acuerdo con
1as c0ndiciones de crecimiento de] cuitivo.

- En E. Apiacggna , estas protu22rancias contienen c
tos férricos (Kiebs, 1883; Leedaie et a], 1965 b) y posib
también manganesc, ei cuaï produciri n

).
a

ristico de 1a peïicuïa (Pringsheim, 194

En 1956, Pringsheim sugirió que 1as protuberancias conteo
drian geïes inorgánicos, mientras queotrosautores opinaban que
recogian ios exudados a través de los poros de ias membranas.

En Eugiena gnacitió Z este compiejo peiicu1ar estaria fo:
mado por:

a) una densa capa externa o piasmaiemma de aproximadamente 90 Á;

b) un espacio de 80 Á de ancho (fibriHas o microtübu’los);

c) una densa capa interna de 60-80 Á (retiCUio endopiasmático Sub
BgLiguïar que está en conexión con e] cit0p1asma).

E1 piasmaiemma es una tricapa de unidades de membrana;
es continua y cubre iomos, cavernas, fïageïos, reservorios,etc.;
en aigunas céiuïas está recubierto por materia] granuïar.



Cuando se priva de una fuente de carbono, las céiuias de
Ios cultivos de E. gnac¿L¿¿ entran en un estado estacionario pro
Iongado, post-mitótico; todo e] cu1tivo puede permanecer viabïe
por aproximadamente 13 dias. Durante este periodo, ias céiulas
se redondean y se achican, 11evando a cabo una gran variedad de
cambios degradativos (Bium y Buetow, 1963). Sin embargo, 1a pe
1icu1a retiene su rigidez y sus 10mosy cavernas caracteristi
cas (Maikoff y Buetow, 1964; Brandes et a1, 1964).

La céiuïa aduita de E. gnac¿L¿¿ posee aproximadamente 40
compïejos peiicuiares (Bïum et a], 1965). Sommery Blum (1965 a)
sugirieron que este número seria una caracteristica taxonómica
de 1a familia Eugïenaceae, ya que variaba con 1a especie, en o
posición a ias teorias de Kirk y Juniper (1964) quienes informa
ron un número variabie de compiejos pe1icu1ares en E. gnacitáó.

111.2.2. Actividad de fosfatasa ácida peïicu1ar

Cuando ios cultivos de E. gnacitáa se privan de ortofos
fato, las cé1u1as inducen 1a enzima fosfatasa ácida (Price, 1962;
Bïum, 19QS). Las céiuias de E. gnac¿€¿¿ crecidas en un medio nor
ma] en cuanto a1 contenido de ortofosfato poseen una actividad
constitutiva de fosfatasa ácida, especiaïmente en 105 corpüscu
los de Goigi (Brandes et a], 1964; Sommery Bium, 1965 b), aire
dedor de ios gránuïos de paramiïon y de] reservorio y en aigunas
mitocondrias_(Brandes et a1, 1964). Asi, en estas céïuïas, que
ya poseen una actividad constitutiva, 1a actividad inducida se
encuentra también presente en 1a peIÏCUïa (Sommer y Bium, 1965
b) y está 1oca1izada en ias cavernas o hendiduras de cada compig
jo peiicu1ar cerca de] reticuio endopiasmático Subpeiicuïar.

La iocaiización de 1a actividad de 1a enzima inducida,
cerca de 1a superficie ceïuiar indicaria que SU función es ia
de una hidroiasa no especifica de fosfatos orgánicos,que actua
ria durante 1a privación externa de ortofosfato.

111.2.3. Cuerpos de mucus

La superficie de 1as céiuias de Eugfienaestá recubierta
de muciïado e] cua] es secretado por ios cuerpos de mucus, a tra
vés de canaïes.



Los cuerpos de mucus son estructUras subpeiicuiares es
féricas o eiongadas; junto con e] espacio perinuciear y e] re
ticuio endopiasmático forman un sistema continuo en E. gnacitió.

En aigunas especies, 1a mucina secretada produce una ca
pa extensa (E. vinidLa) 1a cua] se puede transformar en un quis
te; en otras se reduce a fibras deïgadas que se fusionan ferman
do cuerdas a 10 1argo de ias estrias pe]icu1ares.de 1a céiuia
(Rosowski, 1977). En E. spánogyna, 1a mucina sirve como ornameg
tación extraceiuiar; en Tnachcfiomonaó,está invoiucrada en 1a
formación de ias envoituras extraceiuiares (Leedaie, 1975 a) y
en COLac¿umes esencia] para e] habitat de este género (Rosows
ki y Niiiey, 1977).

111.2.4. Ouistes

Hoiïende (1942) inïornó acerca de ia formación de CuiSLes
como re5u1tado de una graduaï condensa-ión de ie cubierta ce mi
cine, ia Cuai fue secretada iuego de ia irritación de 1a céiuia.

Jann (1951) observó 1a aparición de quistes en céiuias de
E. gzac¿L¿¿ en ciertas condiciones ambientaies, por ejempio en
medios que contienen etano] a pH's entre 5 y 7. Dentro de] quií
te,.1a céiuia puede dividirse. A pH's más á'ïzes, esta cubierta
no se farma.

La pared de estos quistes en EugLCna está compueSta por
un hidrato de carb0no no identificado aün (Jahn, 1951; Fritsch,
1965).

Generaimente, ios quistes son e icos, existiendo tams er

bién aïgunos pentagonaies o de forma de boteiia (E. on¿cn:at¿¿,
E. Zuba).

Las especies de Eugfcna pueden formar diversos tipos de
quistes; Jahn (1951) ios ciasificó en: protectOres, reproducti
vos, temporarios o de reposo o transitOrios y quistes de pared
deigada.

II].2.4.1. Ouistes protectores

Generaimente estos quistes poseen una pared importante,



a veces estratificada y contienen una soia céiuia. Estas cubieg
tas aparecen como una respuesta a condiciones no favorabies,
por ejempio en cuitivos viejos.

Dichos quistes también se han encontrado en E. deseó
a 0-4 °C.

III.2.4.2. Quistes reproductivos

Estos quistes tienen una membranaeiástica, fina y per
meabie y aumentan su diámetro a medida que ias céiuias se di
viden. En E. gnac¿k¿¿ y E. u¿n¿d¿¿, Ios quistes pueden iiegar a
contener de 32 a 64 céiuïas (Jahn, 1951), ias que no poseen fia
geios.

III.2.4.3. Quistes temporarios

Los quistes temporarios poseen una pared impermeabie a1
agua, pero que contiene pequeños poros. Las céiuias permanecen
flageiadas y tienen 1ibertad de movimiento dentro de ia cavidad.

Estas envolturas surgen comorespuesta a grandes ampiitg
des térmicas. Günther (1928) propuso que aqueiias protegerian
a ias céiuias contra 1a desecación, aunque también aparecen en
las especies que habitan pantanos (E. Icnn¿cota, E. genicufata
y E. ¿anguinea).

III.2.4.4. Ouistes de pared deioada

Existe una soia especie (E. taba) que se enCuentra dentro
de esta categoria, no pudiendo dividirse durante e] enquistamien
to.

III.3. Organeias

111.3.1. gana] X reservorio

Los eugienoides fiageiados poseen una invaginación ante
rior de 1a cua] emerge e] fiageio iocomotor (Pringheim, 1956;
Fritsch, 1965). Esta invaginación está formada por dos partes:



e] cana] o guïïet (también 11amado cytopnarynx) y e] reservorio
interno. La apertura anterior de] cana], que comunica con e] e¿
terior, se denominacitostoma.

Ni e] cana] ni e] reservorio están invo1ucrados con 1a
ingestión de particu1as sóiidas, ya que no existe ninguna espe
cie de Eugflena que sea hoiozoica.

Sin embargo, posteriormente Miier y Mi1er (1978) obSer
varon preparaciones de membranasde] reservorio, obteniendo i
mágenes consistentes con 1a existencia de endo y exocitosis.
Kivic y Vesk (1974) demostraron experimentaïmente 1a presencia
de pinocitosis, 1a cua] seria un mecanismo para 1a recuperación
de moïéCUias grandes perdidas durante 1a descarga de ias vacuo
ias contráctiies.

E1 reservorio está permanentemente conectado ai exteriOr
intermedio de] cana]. Este es un tubo rigido subapica]

_Leedaie, 1967 a) que se encuentra iocaiizado sobre e] iado o
to a1 "eyespo:" (ijoura 3.2.).

P, stá recubierto de materia] pelicuiar, apareciendo nume
rosos microtübuïos subyacentes a] piasmaiemma. La región poste
rior'de] cana] y ei reservorio están cubiertos sóiamente de
piasmaiemma.

Ei reservorio es una cámara coïecta-a ¿entre :e ie cua}
1as-vacu01as contrácti1es v s.Estas a u vez,acian Sus c0ntenid
ios teman de ias vacuoïas secundarias o ecces
e] fiuido de] citoplasma.

La disposición y ubicación de este sistema excretor es
característico de ias especies y de 1a forma de ias céiulas.

III.3.2. Vacuoiascontráctiies

En E. gnac¿t¿¿ 1a vacuoia contrácti] está Iimitada por
una membrana de 80-100 A de espesor y se naiia ubicada cerca de]
reservorio (Gibbs, 1960).

La descarga de 1a vacuoïa contrácti] en e] reservorio o
curre en 20-30 segundos, a temperatura ambiente. Durante dicho
intervaïo las membranas de ambos se ha11an fusionadas y ei fiui
do de 1a vacuoia se vacia dentro de] reservorio. Este retovna



inmediatamente a su forma y se origina posteriormente una nueva
vaCUoiacontrácti] a partir de ias vaCuoias secundarias (Leeda
ie et a], 1965 a).

Cerca de ias vacuoias accesorias, se.encuentran vesicu
1as esféricas de 1000 Ádediámetro, ias cuaies se haiian sóla
mente en esta región dei citopiasma. Estas vesicuias pueden fu:
sionarse con ias vacuoias secundarias, con 1a principai y tam
bién con e] reservorio. Según Leedaie et a1 (1965 a)_están invg
iucradas en 1a retención de soiutos de] citopiasma y en 1a se
creción de agua y productos de deshecho hacia ias vacuoias. En
esta zona de] citopiasma también se enCuentran corpüscuios de
Goigi, ios cuaies tendrian una actividad osmo-reguiatoria

111.3.4. ¿lageioí

Eugkena tiene dos fiageios. Los cuerpos basaies, de ios
cuáies Surgen ios fiageios, se denominan ginetosomas. Estos se
haiian iocaiizados debajo de 1a membranade] reservorio.

De ios dos fiageios. e] más iargo posee movimiento fiagg
iar, empieándose asi en 1a 10c0moción. Se extiende a lo iargo
de] cana], ilegando por 1a apertura anterior hasta e] exterior.
Este fiageio constituye además una estructura fotosensibïe a ni
ve] de] “eyespot”.

E1 otro fiagelo no posee movimiento. Es más deigado y co:
to que e] 10comotor, haiiándose contenido dentro de] reservorio.
Se encuentra adherido o unido a] otro fiageio a 1a altura de]
"eyespot", de ta] forma que ambos parecen una estructura fiage
1ar bifurcada.

En aigunas especies de Eugtena, ambos fiageios no emer
gen (E. obtuóa) y ios organismos poseen movimientos reptantes.

Aún entre ios miembros de una miSma especie, 1a iongitud
de] fiageio iocomotor puede ser variabie (40-60 p). E1 segundo
flageio mide 7-8 u de iongitud.

En situaciones de stress o irritación, e] f1age10 puede
perderse fáciimente; sin embargo, Sueie regenerarse en condicig
nes apropiadas. Aigunas especies poseen fiageios más resistentes,
por ejempio en E. gnac¿2¿¿ Z, e] movimiento fïageiar continúa
aün exponiéndose ias céiuïas a eievadas presiones hidrostáticas



(Byrne y Marsiand, 1965), mientras que a_bajas presiones e] mis
m0 cesa.

III.3.5. E_st_i_gma_

E1 estigma o "eyespot" se haiia presente en todas ias
especies normaimente verdes de Eugiena. Se encuentra iocaiizado
en 1a Superficie de] reservorio cercano a 1a salida de éste y
enfrentado a1 cuerpo parafïageiar o foto-receptor(Gibbs, 1960;
Piteika, 1963). Numerosas Eugienaceae no coioreadas también pg
seen "eyespots", aunque en A. Langa no aparece (Pringsheim
7956).

En E. gzacilta ios estigmas parecen gióbuïoscvcorpüscu
ios homogéneos y densos, de diámetro variabie (150-660 mp).
Hoikgn y Païade (1953) informaron acerca de 1a presencia de es

7 ,4 _as -e aproximadamente 2 u de diámetro y 3 de iongitud,
s Cuaies contienen de 30 a 50 gránuios de tamaños dispares
OC a ÉÜÜWmÏ (Noiken, 1958).

Ueda (195 ) encontró que cada uno de estos gránuïos esta
ba rodeado de una membrana. Estos parecian estar iibres en e]
citopiasma formando parte de una estructura fiojamente empaque
tada en iugar de un conjunto embebido En una matriz, como abia
side descripto por Noiken y Paiade (1953). Entre ios grá
de] estigma y 1a membranaiimitante ce] reservori: Existe
formación paraieia de tübuios, de aproximadamente 180-250
de diámetro (Roth, 1958; de Ha11er, 1959; Gibbs, 1960).

Moiken (1956) estimó que e1'byespot"contenia de 5 x 105
a 10° moïécuias de pigmento. Batra y Toiiin (i964) aisiaron ios
gránuios de] estigma de E. gnac¿f¿¿ 2, que por microscopía eieg
trónica aparecían como esferas huecas de variados tamaños.

Existen evidencias acerca de que ei estigma es una orga
neïa funcionaimente especiaiizada, ya que:

1) durante 1a división ce1u1ar, se reproduce (Jahn, 1951);

2) es compietamente independiente de ios cioropiastos (Piteika,
1963; Leedaie et a], 1965 a);

3) se pierde irreversibiemente por tratamiento de ias céiuias
con estreptomicina o con temperaturas de 34-35 °C (Pringsheim
y Pringsheim, 1952).



Batra y Toiïin (1964) identificaron 10s pigmentos aisïai
dos de Ios "eyespots" de E. gnaeiiia Z de acuerdo c0n sus com
portamientos cromatográficos y espectrofotométricos y sus coe
ficientes de partición. La 1uteina (o probabïemente 1a antera
xantina) y 1a criptoxantina c0mprenden e] 83%de ios pigmentos.
E? resto está compuesto por B-caroteno y un compuesto no identl
ficado.

E1 caior y 1a estreptomicina, bajo condiciones que permi
ten 1a división ceïular (Megoy Buetow, 1966, 1967) blanquean a
Euglcna afectando e] desarroiïo de 105 cloropïastos; sin embargo,
se obtienen resuïtados variabies con e] estigma. En aïgunos C19
nes de E. gnac¿i¿a permanentemente blanqueados por caior, e]
"eyespot" persiste mientras 1as céiuïas estén iïuminadas (Prings
heim y Pringsheim, 1952). Conviene acïarar aqui que e] espectro
de acción para 1a preservación de] "eyespot" corresponde a 1a
luz absorbida por 105 carotenoides de] estigma. Estos mismos
ciones, aün después de seis meses de blanqueamiento y de varios
subcuïtivos, 5610 11egaron a perder e] estigma cuando ias céiu
ias se coiocaron en 1a oscuridad. Asi, en 1a mayoria de 1as céïu
1as de EugZena bïanqueadas por caïor, e] estigma desaparece en
1a oscuridad y se preserva en 1a 1uz. Los cioropiastos pueden
ser destruidos y e] “eyespot” preservado, pero 10 opuesto nunca
OCurre ; no se han encontrado céiuias verdes sin "eyespot".

La estreptomicina tiene un efecto simiïar sobre e] "eyes
pot" y ios cioropiastos (Pringsheim y Pringsheim, 1952); tanto
uno como otro, una vez perdidos no se regeneran.

Sin embargo, 1a nutrición heterotrófica y e] vigor reprg
ductivo no se encuentran afectados en cepas bïanqueadas por
tratamiento con estreptomicina o temperaturas elevadas.

Estudios más detaiiados acerca de 1a estructura de] estig
ma, sus pigmentos y 1a reïación existente con otras organeias se
haiian recopiiados en e] trabajo de Haine (1980).

111.3.6. Cuerpoparafïageiar o sweiïing fïageiar

E1 Cuerpo parafiageiar también Iiamado swe11ingf1age1ar
es una estructura cristaïina que se encuentra ubicada dentro
de 1a membrana fïageïar, a nive] de] "eyespot" (Leedaie, 1967 a;



Haine y Arnot, 1967; Maine, 1971; Kívlc y Vesk, 1972).

Este cuerpo desaparece junto con e1 "eyeSpot" y ios c10
ropiastos (Pringsheim, 1956) cuando diferentes cepas de Euglena
son tratadas con estreptomicina o expuestas a temperaturas e1e
vadas. Sin embargo, Vavra (1956) enc0ntró una cepa de E. gnac¿
t¿¿ en 1a cua] este cuerpo se conservaba cuando se ap1icaba un
tratamiento de estreptomicina gue destruia e] I'eyespot" y-Ïos
cioropiastos. '

Wager (1900) descubrió que e1 cuerpo parafiageiar se
ha11aba asociado a1 "eyespot". Mast (1911, 1917)conc1uyó que
e] cuerpo parafiageïar formaba parte de] estigma y 10 consideró
comofoto-receptorde]'sistema. Sin embargo, actualmente se ha
determinado que e] “eyespot” y e] cuepo pereiïageïer cOnstitu
yen estructuras independientes y separadas. Le evidencia conciu
yente de que e] sweiiing fiageïar es e] verdadero f
prOwino de Tchakhotine (1936), quien irradió con 1u

o-receptor
U.V. de

terninadas zonas de E. gta: ”¿¿ ofrenda ¿estrci' e; es: cue.
Dichas céiuias se movia 1 z hacia ia oscuridac nier3 o. to
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tres que aqueiias cue ocsei estigma intacto no 10 hacian.

Aparentemente, parecería que e] estigma funcione c0mo una
pantaiïa que abs0rbe y se? :ciona ios rayos 1uminosos que Iiegan
e Ée céiuia, protegiendo de esta forma e] cuerpo parafiageïar
que'sería e] verdadero f0to-receptor (Jann,795 ; Gibbs, ¿E
Leedeie, 1966 a).

La estructura fina de] foto-receptor aún no ha sido resuel
ta; sin embargo, existen ya aïgunos trabajos a1 respecto. Bene
detti et a1 (1976) informaron que e] sweïïing fïageïar contenía
fïavinas. Piccini y Hammi(1978) estudiaron ie naturaïeza de
ios cristaiesdei cuerpo pareí.age1ar y West et a] (1980) encon
traron una reiación estructura] compieja entre este cuerno y e]
sistema parafiagelar en e] género Tnachctomunaó.

111.3.7. C10roplastos y pirenoides

Los cïoropiastos de E. gnacifib están fermados por ban
das moderadamente densas o 1ame1as (10 a 45), ias cuaïes varian
en espesor de 27 a 210 mp (Gibbs, 1960). Cada banda consiste en
un paquete o grupo de dos a cinco discos (generaïmente tres).



La matriz que contiene a estos discos está formada por materia]
granuïar irreguiar.

Regularmente se observan gotas de lípidos y a veces aparg
cen vacuoias vacías.

E1 pirenoide es una región de 1a matriz. de materia] más
denso, formada por bandas ampïiamente espaciadas, consistiendo
cada una de un disco simpie o dobie.

E1 pirenoide está recubierto de paramiion y su tamaño va
ria considerabïemente dependiendo de] estado de desarroïïo de]
c10rop1asto.

En E. gnac¿t¿¿, 10s cïoropiastos contienen una única es
pecie de DNAy existen evidencias de 1a presencia de RNA.

Gibbs (1978) rebeió que e] cïoropïasto se ha11a rodeado
de una membrana densa (150-200 Á), 1a cua] puede ser resueïta en
tres membranas, por microscopia electrónica. Las dos membranas
internas corresponderian a 1a envoitura propia de] cloropïasto
y 1a externa seria e] plasmaïemma. Según Gibbs, éstas serian
evidencias que apoyan 1a teoria simbiótica según 1a cua] los cio
ropiastos serian e] reSuitado de una simbiosis entre un microog
ganismo autótrofo, susceptibïe a capturar 1a energia 1uminosa
y una cé1u1a huésped heterotrófica.

111.3.8. Mitoc0ndrias

E1 sistema mitocondria] de E. gnac¿t¿¿ consiste en un ü
nico reticu1o (Leedaie y Buetow, 1970) que se ramifica a 1o 1er
go de toda 1a cé1u1a. Asi, forma una especie de ma11a cuyas fi
bras poseen un espesor de 0,4-0,6 u ias cua1es crecen y se divl
den con 1a cé1u1a, constituyendo aproximadamente un 6% de] vo]!
menceiuiar (Peïïegrini, 1980 a).

Bajo condiciones de privación de fuentes de carbono (Lee
da1e y Buetow, 1970) o durante e] bïanqueamiento (Pe11egrini,
1980 b) 1a morfología, e] voïumen y 1os componentes de] reticu
10 pueden variar.Asi, cuando a cé1u1as de Eugtena se ias priva
de una fuente de carbono, a 105 siete dias aparecen mitocondrias
extremadamente Iargas, ubicadas rodeando 1a periferia ce1u1ar.
Si se repcne 1a fuente de carb0no a ios ocho dias, 1a capacidad
oxidativa aumenta, a1canzándose 1os va1ores iniciaies dentro



de ias 20-25 horas (Bïum y Buetow, 1963). Durante este periodo
de normaïización se ha11an numerosas mitocondrias hipertrofiadas
(Maikoff y Buetow, 1964). Pasadas 1as 49 horas, sóio se obser
van mitoc0ndrias de tamaño y formas normaïes.

Cuando se b1anquean cé1u1as de E. gnaciiLó por acción de
1a estreptomicina y se privan de una fuente de carbono, ta] como
e] acetato, se encapSuïan numerosas mitocondrias en cavidades
rodeadas por una membrana. Estas son comparabies a ios ¿11911
¿gmaí (vacuoias autoiágicas) encontrados en céiuias de organis
mos superiores. Las mitocondrias encapsuïadas son digeridas
(Brandes et a], 1964) mientras que ias remanentes permanecen
normaies aunque en Su mayoria se distribuyen Iineaimente a 10
iarg: de ia periferia ceïuiar (Fioura 3.2.).

Reger y Beams (1954) informaron acerca de ia presencia
de gránuios densos de significado desconocido, en mitocondrias
de E. g:ac¿L¿é y Brandes et a] (1964) encontraron actividad de
fcsiazase ácida. apareciendo ïcs sitios de reacción cor: gru
pos o racimos separados ya sea en ïas crestas, en ie matriz o

Pringsheim y Hovasse (1948) hailaron que 1as mitocondrias
de ias céiuïas de Asraó¿a (género no coioreado naturaïmente)

como ias de numerosas Eugfienaa etioiadas se encontraban más
desarroiïadas que 1as correspondientes cé1u1as verdes. También
existe un considerabie incremento en el número de estas organe
ias en condiciones de bajo contenido de cïoropiaStos. Sin emba:
go, 1a Organización de ias mitocondrias de E. gnacLLZAadaptada
a crecer en presencia o ausencia de 1uz, es 1a misma (Noiken y
Paiade. 1953).

Por otro 1ado, cuitivos de E. gnac¿t¿¿ Z en fase estacig
naria (9-12 dias) muestran cé1u1as cuyas mitocondrias poseen
crestas estructuraimente aïteradas (Siegesmundet a], 1962).

En conciusión, 1as mitocondrias de Eugtcna muestran 1a
arquitectura básica comúna todas e11as; parecen ser elásticas,
mostrando cambios en tamaño, forma y número, de acuerdo con ias
condiciones externas.

La información más reciente acerca de 1a morfoiogia, ul
traestructura, aisiamiento, fisioiogia y función de estas orga
neias se encuentra en 1os trabajos de Peiïegrini (1980 a, b).
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Diagrama 2

FIGURA3.2.: Diaqrama 1: Secuencia de
formación de citoiisomas
(Cy) en E. gnac¿K¿¿ var.
bac¿¿¿an¿¿, privada de fuen
te de carbono. '
A: Vacuoias y vesicuias de
Goigi (G,Va); B, C: Fusión
de vacuolas de Goigi, encap
suïando mitocondrias (M) y
formando e] citoiisoma (Cy).v
Durante este proceso, son
atrapados iambién otros com
ponentes de] citoplasma;
D-F: Degradación progresiva
de diversas estructuras dentro de] citoiisoma.
Diaorama 2: Los lisosomas
Ly provenientes de] apara

to de Goigi se incorporan
a1 citoïisoma y proveen ios
componentes enzimáticos para
e] proceso iitico (Brandes
et a], 1964).



111.33.522M191

Las especies de Eugfena contienen numerosos cuerpos de
Goïgi o dictiosomas, número que aumenta con e] tamaño ceiuïar.

Estas organeias están bien desarroiïadas y distribuidas
a través de todo e] citopiasma ce1u1ar, pero existe siempre una
mayor concentración en 1a región que rodea a] reservorio.
Posibiemente esté reïacionado con 1a endo y exocitosis, con 1a
secreción peiiCUiar, con 1aosmo-regu1acióny con otras funciones
ce1u1ares asociadas a1 reservorio.

Cada aparato de Goigi es una estructura que consiste de
15 a 3G cisternas pianas o 1ameias, de más de 1: de diámetro,
ias cuaïes muestran diïataciones sacuïares en uno o ambos extrí
mos. También se sueïen encontrar vesicuïas o vacuoias concentra
das a1rededor de esta organeïa, de aproximadamente 25 a 80 my
de diámetro.

Los cuerpos de Goigi están invoiucrados en ia conversión
de metaboïitos y en 1a actividad secretora, comoen otros euca
riotas. Se ha observado que contienen fosfatasa ácida (Branaes
et a], i911; Sommery Bium, 1965 b) Ioca i‘ada ocasionaïmente
en e] reticuio endopiasmático pelicuiar y airededor de] res

55:2 ubicación Sugiere 1a existencia de una interre‘eciór
-h‘1 c :I

-n
—l

o nai entre Ias tres estructuras antes mencionadas.

Los aparatos de Goigi también están impiicados en ia 501
mación de 1isosomas bajo condiciones de privación de-carbono
(Maikoff y Buetow, 1964). Asi, en ausencia de acetato, e] cuer
po de 6019i se hipertrofia, apareciendo distensiones sacuïares
en am os extremos de ias cisternas, originando de este nodo nu
merosas vesicuïas o vacuoias que se mueven en e] citopiasma. E1
apianamiento y fusión de estas vacuoias dan c0mo resuitado e]
ais1amiento de aïgunas mitocondrias y otros componentes ce1u1a
res citopiasmáticos dentro de dichas vesicuïas unidas a 1a mem
brana, ias cuaies son comparabïes a 105 citoiisomas descrip
tos en e] punto anterior. E1 materia] encapSUïado es progresiva
mente hidroïizado, aportando e] cuerpo de 80191 una hidroiasa
ácida (fosfatasa ácida) a1 citoïisoma (figura Q¿g¿). Este prg
ceso de autódigestión representa un mecanismo para proveer a 1a
céiuia de productos de degradación, que serian utiiizados para
mantener ios procesos metabóïicos basaies durante 1a privación



de fuentes externas o ayuno (Brandes et a]; 1964; Bertiniet a1,
1965).

Recientemente, Triemer (1980) informó acerca de] ro] de]
aparato de Goïgi en Ia producción de muciiago y en 1a formación
de quistes en E. gnacikLó.

Es interesante notar que cuanto más activo es e] cuerpo
de Goïgi, menor es e] número de cisternas de 1a organeia (Lee
daïe, 1968).

111.3.10. Lisosomas, vacuoias autofágicas y peroxisomas

Bajo condiciones de privación de fuentes de carbono, ias
céiuïas de E. gnac¿t¿4 bianqueadas con estreptomicina, forman nu
merosas vacuoias autofágicas o citoiisomas (Leedaïe y Buetow,
1976) dentro de 1as cuaïes se haiian e1ementos pertenecientes
a ias mitocondrias y a los cioroplastos, restos de otras membra
nas y gránuios citopiasmáticos.

E1 sistema reticuio endopiasmático es e] impiicado aparen
temente en 1a formación de Ias membranas de ios citoiisomas.

E1 fenómeno de envejecimiento ce1u1ar está acompañado de
una drástica disminución de] tamaño de 1a céïuia, rápida diges
tión de] paramiion, engrosamiento de Ios cromosomas, pérdida de]
fïageïo externo y de] swe11ing flageiar, y progresivo decreci
miento de Tos niveïes de hidratos de carbono, proteinas, RNAy
DNA.La céiuia asi reducida mantiene su viabiïidad durante a1
gunas semanas, retornando a 1a normaiidad si se repone 1a fuen
te de carbono. La proiongada privación origina 1a 1isis de nume
rosas cé1u1as, ias que iiberan fuentes de carbono a1 medio per
mitiendo 1a recuperación de otras. De esta forma 1a pobiación
puede sobrevivir durante numerosos meses. sin fuente de carbono.

En Eugfiena también existen inciusiones pequeñas, de menos
de 1 u de diámetro, que contienen gránuïos o enzimas (peroxida
sa, cataïasa y oxidasa). Estas inc1usiones de una soïa membrana,
se denominan microcuerpos o peroxisomas.



'III.3.11. RetiCUio endopiasmático y ribcsomas

E1 citopiasma de E. gnac¿f¿a contiene un sistema de tübu
ios (Iiso) y vesículas (rugoso) 1imitado por membranas denomina
do reticulo endopiasmático. Los estudios reaïizados informan acer
ca de 1a presencia de elementos tubuiares y vesicuïares discre
tos de 200 a 600 Á de diámetro, siendo 1a mayoria de] reticuio
endopiaSmático de E. gnacáiLa de] tipo iiso.

Leedaïe (1967 a) demostró que eiementos de] reticuïo tub!
lar estaban asociados con ios cuerpos de Goïgi, 1a envoïtura nu
ciear, 1as membranas de 1os gránuios de paramiïon y otras estrug
turas. Sin embargo, no se ha11ó ninguna conexión entre e] reti
coio y ias membranas de 105 cioropiastcs (Gibbs, 1978).

En micrografias eiectrónicas de céïuias de E. 5:;:¿¿¿;
privadas de una fuente de carbono, se puede observar una pronun
ciada vacuoiización de] reticulo endopiaSmático, comoconsecueg
cia dei agotamiento de ios gránuios de paramiion (Ha ¡cif
Buetow, 1964). Trabajos pOSIeriores modificaron esta interpre
tación. La vacuoiización de] citcpiasma ocurre efectivarerïe_

m C) O m D n
|(D\

ro ias cavidades conter’endo paramiion según io observ
s1u1as nOrmaies, parecer an ser independientes de] iSLEma retí

cio endote2ia? (Brandes et a], 1964). Asi las grandes vacuoias(1

confiuentes encontradas en cé1u1as de Eugicna crecidas en sand;
ciones de privación de acetato parecerian derivar de 1a fusión

cuoias de paredes compiejas y con citoiisomas vacios
a1, 7964).

de cavidades cuyo contenido de paramiion se ha BQOIECO,con va
-(Brandes et

En cuanto a ios ribosomas, 2a encontrado una gran can
tidad de eïïos distribuidos en todo e} citopiasma.

111.3.12, Microtübuïos

En E. gnac¿¿¿a aparece una hiiera simpïe de 70 a 80 fi
briïias circuiares o microtübuios, ubicados airededor de] cana]
(Sommer,1965). Tambiénexisten fibriiïas iongitudinaïes (Roth,
1958; Sommer, 1965) acomodadas por pares en una ünica fiia, si
tuadas en 1a misma zona por debajo de 1a membrana ceiuiar. Es
tos microtübuios c0nstituyen una continuidad de 1as fibriiias
encontradas en ias crestas de] compiejo peiicuïar.



En a]gunas cé1u1as, 1as fibriiias Iongitudinaies se ha
11an separadas de 1as circuïares por una matriz fiïamentosa su
mamente densa. En 1a mayoria de los casos, esta matriz es espe
ciaimente importante en 1a unión de] cana] con e] citostoma.

E1 reservorio posee también una ünica capa de estructu
ras idénticas ubicadas por debajo de] p1asma1emma(Leedaie et
a1, 1965 a).

Existen además microtübuios dispuestos en 1a base de ios
fiageios y conectados con e] extenso sistema de fibriiias de] re
servorio (Grimstone, 1961; Sïeigh, 1962).

Se han Sugerido distintas funciones para ios microtübu
los citopïasmáticos, siendo ias siguientes 1as más importantes:

1) ro] estructura], ya que estas fibriiïas forman e] citoesqug
Ieto ceiuiar (Mignot, 1965).

2) contracción periódica que origina apertura y cierre de] ca
na] (Leeda1e et a1, 1965 a);

3) acción durante e] movimiento eugïenoide (Jahn y Bovee, 1968).

111.3.13. Inciusiones ceïuiares

111.3.13.1. Paramiion

E] paramiion constituye e] carbohidrato de reserva carag
teristico de Eugtena. Es un 6-],3-giucano (Leedaie et a], 1965
b) e] cua] se hidroiiza a D-giucosa.

Los gránuios de paramiion se distribuyen ampiiamente en
e] citopiasma (E. gnac¿f¿¿ var. bacitkan¿ó), sobre ios pirenoi
des (E. gnac¿L¿¿ Kiebs), en forma de cúmulos (E. vinLdió) o pue
den ser pocos y 1argos, 10ca1izados en una posición fija (E.
ap¿nagyna) (Gojdics, 1953). En E. gnac¿2¿4, e] número de estos
gránuïos aumenta cuando 1as céiuias crecen en presencia de excg
so de acetato (Buetow, 1967) y disminuye si se priva a ias mis
mas de fuentes de carbono (Brandes et a1, 1964).

Sommery Bium (1965 b) utiiizando técnicas de citoquimica
eiectrónica encontraron actividad constitutiva de fosfatasa áci
da airededor de 10s gránuïos de paramiion.



Barras y Stone (1968) recopilaron todos ios datos refe
rentes a tamaño, forma, estructura, iocaíización y bioquímica
de estos gránuios.

111.3.13.2. Qtras Incïusiongs

Numerososautores comentaron 1a presencia'en e] citopias
ma de vesículas y vacuoïas, de contenidos variables que en numg
rosos casos tienen aün función desconocida.

Leedaïe et a] (1965 a) describieron vesícuïas de fosfoiípi
dos de 0,5 a 2 p de diámetro. Estas Organeias c0ntenian pigmen
tos, 1ipidos, mieíines y broiiferación de membranas.Leedaíe
(1967 a) equiparó estas vacuoías con gránuics metacrïmicos
(voíutina) presentes en aïgas y con gránuíos de 1ipofucsina ha
iiados en céíuias de mamíferos.

.
Siegesmund et al (1962} informara: acerca ¿e ia exiSten

cia de cïoropiastos en degeneración, 105 Cuaíes aparecían cuan
c: se mantenían 15s céluias de Eug'cna ar :szu'iiad s :-an:c se
trataban con estreptomicina (Vavra, 196]). Estas
denominadas membraneías por Leedaie y Bueztm (1976} poseían ias
tres membranascïásicas de 1a envoitura de ios cïoropiastos. A
pesar deía carencia de ía función fatosintézica, es:as ¡embrang
ias se repiican y se mantienen en cepas bianqueadas de E. gua
c¿t¿¿.

111.3.14. Nücïeo

Leedaie (1968) reropíïó ios trabajos existentes acerca de
1a cito1ogía y 1a u1traestructura de Eugkcna, en especia] con re
ferencia a 1a interfase, mitosis, amitosis y meiosis.

La división nucïear en Eugtena eCurre por mitosis. En tres
especies de este género se ha registrado una amitosis, siendo és
ta una fragmentación nuciear no reiacionada con 1a reproducción.

La envoítura nucïear consiste de dos unidades de membrana
separadas por e] espacio perinucíear y atravesadas por poros. ca
da membrana posee un grosor de aproximadamente 80 Á y e] espacio
perinucíear tiene unos 200 Á de ancho. En aigunas especies este
espacio se halia hinchado, c0mo en E. ehncnbcngtt, encontrándose



infiïtrado con materia] de naturaieza desconocida.

La mayoria de 105 estudios reaiizados c0n e] nücieo de
Euglena en 1a üitima década, invoiucran 1a variación en 1a es
tructura de] endosoma (nucleoio) y de 105 cromosomas a través
de] cicio ceiu]ar(Cha1ey et a1, 1977), las aiteraciones debidas
a 1a privación de fuentes de carbono (Leedaie, 1975 b) y a-ia de
ficiencia de vitamina B12, e] aisïamiento de 10s nücïeo (Buetow,
1968) y 1a bioquímica de] DNA,de] RNAy de ias nucieoproteinas.

Enia interfase ios cromosomas están condensados y ios endg
somas son perfectamente visibies. La cromatina se haiia en forma
de gránuios o fiïamentos.

E1 endosoma no desaparece durante 1a mitosis sino que pe:
manece, se divide y retiene e] RNA.

Hasta e] momento no se cuenta con evidencias vaiederas y
Suficientes acerca de 1a sexuaiidad de Eugzcna; asi 1a mitosis
tiene 1ugar sin meiosis. Sin embargo, permanece iatente 1a posi
biiidad de que ésta ocurra en aigunos casos excepcionales; de tg
dos modos, un proceso sexua] no es una caracteristica norma] ni
reguiar de] ciclo de vida de] género Eugficna.
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PARTE III: CULTIVO Y CRECIMIENTO DE Euglena

IV. TECNICAS DE CULTIVO Y REQUERIMIENTOS PARA EL DESARROLLO

IV.T. introducción

Las propiedades de Eugtena dependen de 1as condiciones
empieadas en e] cuTtivo. De esta manera, Eugtena gnac¿i¿¿ puede
ser grande o pequeña, verde o amariTTa y puede dividirse rápida 0
Tentamente, según e] deseo de] investigador.

La fiexibiïidad fisioiógica y bioquímica de Eugfena, uni
da a Su fiexibiïidad morfoiógica justifica su "creciente popuia
ridad" entre Tos estudiosos, como un organismo sumamente üti]
para una ampiia gama de investigaciones bioquímicas. Una de Tas
grandes ventajas de trabajar con Eugtena reside en que sus re
querimientos quimicos son simples. ET medio ambiente puede ser
rigurosamente controTado en cuanto a ios factores quimicos y
fisicos, de modo que es posibTe modificario en forma y grado cg
nocidos.

Por ta] causa se deben empTear cuTtivos axénicos (puros),
ya que Tos cambios producidos en e] medio por Tos contaminantes
mo ifican ias caracteristicas de Eugíena. Los contaminantes usug
ies de] laboratorio son ias bacterias y Tos hongos, queposeenvg
Tocidades de crecimiento mucho mayores que ias de Eugtena, pro
duciendo un agotamiento rápido de] medio e inhibiendo asi e]
crecimiento de esta üTtima.

Entre Tos diversos métodos de obtención de cu1tivos axéni
cos, ei más importante es e] que empïea antibióticos o drogas
que anuTan o reducen 1a veïocidad de crecimiento de Tos contami
nantes pero no afectan 1a de Euglena.

ET crecimiento autótrofo en medios saTinos, método prefg
rencia] para obtener cultivos axénicos de bacterias fotosintéti
cas, en genera] no es utiTizado en eugienoides pues su medio no_
maimente contiene un compuesto orgánico en eievada concentra
ción (como sustrato de crecimiento o agente queiante) y peque

ñas cantidades de vitamina B12.
Entre Tos antibióticos más empieados se inciuyen 1a es



treptomjcina y 1a peniciïina. Sin embargo, 1a primera tiene ac
ción b1anQUeadora(Provasoii eta], 1948) y afecta 1a motiiidad
de Eugiena (Goodwin, 1951). También se observan efectos compara
b1es a concentraciones mayores de 10.000 unidades/m1 de penici
1ina (Goodwin, 1951). Loefer y Mefferd (1955) esttdiaron en for
ma exhaustiva 105 efectos de 1a estreptomicina sotre 1a citoïo
gía y e] crecimiento de Eugtcna.

Bowne (1964) demostró que Eugiena es más resistente a 1a
cafeína que otros microorganismos, proponiendo SU uso en 1a ob
tención de cuïtivos axénicos.

Generaïmente, EugZena se hace crecer en medio liquido pe
r0 1a mayoria de ias cepas tambiénse desarr011an en medios.semi
sóiidos o sóïidos. Los stocks se pueden mantener tanto en agar
como en medio ‘iquido, siendo preferibie el primero.

La peptona (1-2%) produce un buen crecimiento de 1as dis
C

tintas cepas y si éstas se conservan a 14-15 “C no es necesario
hacer repiques muy freCuentes.

Aparentemente, 1a luz no es esencia] para e] mantenimier
to de Ios cuitivos stocks, salvo en e] casode ios fotótrofos
bïigados. Asi, se nan guardado CUÏÍiVOSstock de E. gaa:¿L¿a 7
y E. gnac¿€¿a var bacLlfan¿a, durante 10 años a 1a OSCuridad,

CI
l

sin pérdida oe St capacidad fotosintétice.

La estimación de 1a densidad de 1a pobiación se realiza
por conteo directo o por método f0t0métrico. Ei primero es eï
más utiïizado ya que puede presentar menor fuente de—error. En
e] método fotosensibïe infiuyen no 5610 1a densidad ceiuïar sino
también e] tamaño de ias céluias y 1a concentración de pigmentos.
Dado que e] tamaño ceiuiar y e] perfi] bioquímico varian con 1a
edad de] cuitivo, 1a determinación fotométrica no es siempre pro
porciona] a] número de céiuias (E11iot, 1949).



IV.2. Cu1tivos sincrónicos

IV.2.1. Sincronización por 1uz

Leeda1e (1959) informó acerca de1crecimiento autotrófico
de Eugfena en cic1os de 1uz-oscuridad. Durante este desarroi1o,
dependiente de 1a fotosíntesis, 1as cé1u1as se dividian durante
10s periodos de oscuridad. Este método permite 1a sincronización
en e1 1aboratorio, manteniendo 1a temperatura constante (Hu1ing,
1960; Edmunds, 1964).

Si se e1ige apropiadamente 1a duración de 1os periodos
de 1u2-oscuridad, cerca de1 100%de 1as cé1u1as se dividirán en
cada cic1o, durante 1os interva1os de oscuridad. Desde ya que
1a obtención de 1as condiciones óptimas depende de 1a cepa em
p1eada. Asi para É. gnac¿i¿¿ Z 1a temperatura es de 21,5 °C y
105 cic1os de 1uz-oscuridad correspOnden a 14-10 horas (Cook,
1966). Hoogenhout (1963) recopi1ó todos 1os trabajos existentes
acerca de cu1tivos sincrónicos en cé1u1as verdes, inc1uyendo
Eugfena.

IV.2.2. Sincronización Dor temperatura

IV.2.2.1. Shocks de ca1or

Cuando cu1tivos de E. gnac¿t¿¿ Z se hacen crecer hetero
tróficamente en un medio orgánico comp1ejo, 1as cé1u1as se di
viden sincrónicamente 1uego de ser sometidas a shocks de tempe
raturas supraóptimas (P090 y Arce, 1964).

Este método consiste en un tratamiento de 11 horas a
24 °C y de 13 horas a temperaturas mayores; a 36-38 °C se b1o
quea 1a división ce1u1ar, mientras que a 24 °C e1 número de cé
1u1as se dup1ica en cada periodo.

Shocks de temperaturas a 35 “C o menores no son efectivos
para esta sincronización.

Estos autores encontraron que 1a sincronización por shocks
de ca1or no disminuye e1 crecimiento ce1u1ar medido en términos
de1 aumento de vo1umen.



IV;2.2.2. Shocks frios

Las temperaturas bajas también bioquean 1a división ceiu
1ar. Asi se puede sincronizar e] crecimiento de] cuitivo, 11evan
do las céiuias de una temperatura óptima (29°- 30 °C) a una mu
cho men r.

ta sincronización por shocks de caior produce e] bian
Queamiento ce1u1ar; Pogo y Arce (1964) informaron'que tras sie
te shocks de calor a 37 °C se obtuvo un 14% de céïuias bianquea
das. Debido a esta iimitación se prefiere utiiizar ios shocks
frios.

Nea] et a1 (1968) estudiaron 1a sincronización de Eugtc
na crecía: heterstróficamente en 1a oscuridad, mediante shocks
de temperezure se 14,5 “C durante 18 horas y de 28,5 °C, duran
te 6 horas, sin que ias céiuïas resuiten afectadas ya que eran
capaces de formar cioropiastos a una veiocidad norma], cuando

o se expor.en e ;e iuz.

IV.3. Composición quimica básica

r. m U'I n ondiciones de cultivo y e] estado de crecimiento en
‘er :es céiuïes infiuyen en forma considerabie en

Í'D ._l Ü m '1 .h .1 ._J U' .J'oquimico de Eugfena.

La Tapia 4.7. resume ia composición bioquímica de Eugfc
na gnacikáa. Los datos tabuiados corresponden a promedios de ios
vaiore: iiados para céiuias crecidas en una amp1ia variedad
de condiciones. Asi, e] contenido de DNArepresenta un 2-4% de
ie masa tota], dependiendo de 1a forma en que se hagan crecer
ias céiuias.

E1 DNAcioropïástico es aproximadamente un 3% de] DNAtg
ta] (Edeiman et a], 1964) y contiene un 75% de A + T (Ray y
Hanaw lt, 1964) en c0ntraste con e] DNAnuciear e] cua] tiene un
45-50% de A+ T. Además, estos autores intentaron utiiizar 1a re
1ación existente entre ias bases como una ayuda para e] estudio
taxonómico y evoiutivo de protozoos y aigas.



TABLA4,]: Composición bioquímica de'E,

gnac¿i¿¿

FRACCION mg/io6 CELULAS

Peso seco tota] 0,7—],O

Proteina 0,2-0,4

Paramiion 0,04-O,4

Lipido o,ii—o,3 É
Ciorofiia _ o-o,o35 l

RNA } 0,015-0,045 1

DNA 1 0,0027—o,0043 2
¡ !

Estos rangos fueron estimados de una ampiia
variedad de fuentes. Estas céiuias fueron,
en genera], crecidas bajo condiciones ópti
mas y no representan vaïores extremos que
pueden ser encontrados bajo otras condicio
nes de crecimiento.



IV.4. Requerimientos para e] crecimiento

IV.4.1. Inorgánicos

IV.4.1.1. Azufre

La mayoria de ias céiuias animaies requieren azufre en
Su forma más reducida, pero Eugiena, en común con las plantas
Superiores y con numerosos microorganismos, uti1iza e] suifato,
tanto en qu como en OSCuridad.

E1 suifato presente como traza contaminante de diversas
a1es permite un crecimiento considerabie de E. gnac¿fl¿a var.

bacáfitañfa ianCUeada con estreptomicina (Buetow, 1965‘.

¡etionina se puede utiiizar también en lugar de] su]
ue rinde una densidad ceiu1ar fina] semejante; 1a ci;
homocisteina mantienen e] crecimiento pero a concen

aci:ñes finaaes reducidas mientras que 1a taurina y e] ácidc
homocísteicc no son fuentes adecuadas para e] desarroiio de es
' ' is?¿o (Buetow, 1955).

Kempnery Miïïer (1965) y Buetow (1965) anaiizaron 1a dis
tribución de 355 en Eugkena, haiiando que 1a proteina contenía
un 40-50% de] azufre tota] mientras cue 105 soiventes de 1ipi
dos Femovian un 5-151 de 1a marca tota] y 1a fracción de ácidos
nucieicos tenia un 10-25%.

Después de un dia y medio de privación de fuente de azu
fre, comienzan a morir las céiuias de Eugtena y iuego de 15 dias,
5610 un 25%permanece viable. Buetow (1965)conc1uyeque ias cé
iuias sobrevivientes son aqueiïas capaces de reguiar 1a redistri
bución de ias reservas de azufre.

Goodmany Schiff (i964) estudiaron ios productos formados
a parti" de suifato radioactivo en E. gnacil¿4 var.bac¿flflan¿a
crecida: a 1a 1uz en e] medio de Hutner a pH 3,5. Estos autores
encontraron marca en cisteina, cistina y giutation en ios poois
soiubïes, pero no en metionina, ni en homicisteina o adenosiïmg
tionina, sugiriendo ent0nces que 1a concentración de metionina
era demasiado pequeña como para poder detectaria debido a 1a e
levada demanda de sintesis proteica. Debemosrecordar que este
aminoácido forma parte de todas ias proteinas de Eugfena.



Además, se han ha11ado en este microorganismo nucieóti
dos o nucieótidos-péptidos que contienen azufre. Davies et a1
(1966) informaron acerca de 1a presencia de un "suifato activo",
e] 3'-fosfoadenosina 5'-fosfosu1fato.(PAPS).

Los lípidos también contienen una cantidad considerabie
de] azufre tota] de Eugtcna (Kempner y MiHer, 1965). E1 su'lfo
1ipido de mayor importancia en céiuias fotosintéticas es e]
6-SU1fo-6-deoxi-o-D-91ucopiranosi1-1,1'-dig]icérido (6-su1f0qui
novosi] digiicérido). De ios ácidos grasos, e] paimitico y e]
1in01eico son 10s que se encuentran en mayor proporción.

Los niveies deeste suïfoiipido son bajos, en céiuias e
tioiadas de Eugkena, aumentando su contenido durante e] verdeo
o sea Cuando se expone e] tejido a 1a iuz (Eenson e: a], 1962).
Davies et a] (1966) determinaron que dicho incremento era de 5
veces, a pesar de que 1a incorporación tota] de 355 era aproxi
madamenteigua] en céiuias verdes y etioiadas.

Abraham y Bachhawat (1965) encontraron también que 1a
veiocidad de incorporación de suifato en Suifoïipidos, en Eugtg
na era mayor en céïuias fotosintéticas que en etioiadas y supe
rior aün que 1a haiiada en céluïas bianqueadas con asareptomi
cina.

Esto sugirió que e] Su foïipico ser a un campenente fun
ndamentai de 1as estructuras fotosi téticas activas y que esta

r.a reiacionado en forma intima con el mezapoiismo de ios car
19bohidratos de] cioropïasto (Benson et a],

Davies et a] (1966) informaron acerca de] uso de] azufre
de] ácido cisteico como fuente de unidades C-S para ia biosin
tesis de Suifoiipidos, mientras que e] Que provenía de ia cistei
na no era empieado para ta] fin. Estos autores también haiiaron
que e] moiibdato inhibia 1a incorporación de suifato en suïfoii
pidos. Como1a formación de adenosina 5'-Su1fofosfato y de PAPS
se encontraban inhibidas en presencia de moiibdato, Sugirieron
que e] PAPSse ha11aria en 1a ruta de incorporación de] suifato
en suifoïipidos en Eugfena.

La estimuïación de 1a incorpOración de suifato por 1a iuz
y su inhibición por dinitrofeno] y azida (Abrahamy Bachhawat,
1965) impiica que éste es un proceso que requiere energia. La
reducción de su1fato en Eugtena asi como en otros organismos



(Robbins y Lipmann, 1956), invoiucra 1a formación inicia] de un
intermediario de aïta energia: e] PAPS.

IV.4.i.2. Hierro

La veiocidad de formación de ciorofiia se haiia reiacio
nada en forma iineai con 1a concentración intraceiuiar de hie
rro.

Price y Careii (1964) estudiaron 1a acción de] hierro so
bre 1a conversión de] coproporfirinógeno en proto IX, encontran
do que en Eugfena asi como en otros microorganismos, ei hierro
es necesario para ta] conversión (Careii y Price, 1965).

Según Karaii y Price (1963) es muy poco probabie que e]
hierro esté invoiucrado en dicho paso. ya que entonces 1a veio
ñ idad de formación de proto estaria disminuida en céiuias defi
ciertes en hierro, io Cuai no ocurre en E.gna:¿¿¿a.

Cuando E. gnac¿i¿¿ se hace crecer primero en presencia
de intensidades pajas de iuz y iuego se 1a iiumina con aitas in
tensidades, enunbuffer no nutriente, ias céiuias sintetizan rá
pidamente ciorofiia, dependiendo esta formación de] contenido
de hierro de ias mismas . Además, ei crecimiento depende de ia
concentración de hierro intraceiuiar, aunque Price y Careii
(1964) encontrarOn cue estos microorganismos podian sintetizar
ciorofiia independientemente dei desarroiio. Estos hechos sugi
rieron que ei hierro requerido para e] crecimiento estaria aso
ciado a sitios distintos de aqueiios en ios cuaies actuaria pa
ra 1a sintesis de ciorofiia.

Hay que destacar que 1a concentración de hierro requeri
da para dicha sintesis es mayor que 1a necesaria para ei creci
miento ceiuiar.

IV.4.1.3.Zinc_

Price y Vaiiee (1962) consideraron a E. gnac¿f¿¿ como e]
Organismo más apropiado para estudiar e] metaboiiSmo de] zinc.

Esto se deberia, según Hacker (1962 a, b) a que ia Eugfc
na reúne determinadas caracteristicas: una nutrición mediante



1a cua] se puede contro1ar fáciïmente e] contenido de] meta] en
e] medio de crecimiento y en e] interior de 1as céïuias; una rup
tura ce1u1ar que permite e] aisïamiento y caracterización en
forma rápida de] materia] Subce1u1ar; un crecimiento y un meta
boïismo vigorosos con 105 cuaïes se intensifican 1as aïteracio
nesproducidas por 1a carencia de] meta]; una homogeneidad de 1as
pob1aciones ce1u1ares que permite interpretaciones cïarasde 10s
cambios ocasionados por ta] deficiencia y una gran faci1idad de
crecimiento en un medio definido simpïe.

La densidad ce1u1ar fina] de pobïaciones de E. gnac¿1¿¿
Z resulta ser una función 1inea1 de 1a concentración de zinc
añadida inicia1mente en e] medio de crecimiento, en un rango de
0-15 ug/1 (Price y Vaïïee, 1962). Según estos autores, sóio e]
Zn 1imita el desarroïïo de E. gnac¿t¿a, respecto de ïos otros
metaïes nutrientes.

Dadoque 1as deshidrogenasas piridin-nucïeótido dependien
tes sonzinc-metaïoenzimas, Miïïar y Price (1960) y Price y Mi
11ar (1962) ana1i2aron 1a posibiïidad de que bajos niveies de
este meta] ïimitaran e] desarr011o por reducción en 1a respira
ción. Sin embargo, ha11aron que e] consumo de oxigeno, en condi
ciones deficientes de Zn, era 1o Suficientemente eïevado como pg
ra obtener un crecimiento aün mayor que e] observado. Además,
1a velocidad de oxidación de] etanoï determinada en deficiencia
de zinc, no expïicaba e] cese de] crecimiento ceïuiar. Asi, 113
garon a 1a concïusión de que estas deshidrogenasas se encontra
rian presentes en concentraciones reiativamente eïevadas aün en
cé1u1as carentes de este meta].

Sin embargo, Price (1961) demostró que 1a actividad de
1a enzima D-Iactato deshidrogenasa se haïïaba disminuida en E.
gnac¿t¿¿ Z crecida en un medio zinc-deficiente. Además de una
gran reducción de] crecimiento, segün'ïo demostrado por Price
y Va]1ee(|962),WaCker (1962 a, b) encontró que 1a carencia de
este meta] producia también grandes cambios en e] contenido de
proteinas y ácidos nuc1eicos debido a una aïteración en 1a sin
tesis de 105 miSmos Sugerida por un aumento de 1a cantidad de a
minoácidos y una dÍSminución de] RNA.

Según Hacker (1962 a, b) estos resuïtados permitirían
postuiar que 105 efectos observados en e] metabo1ismo de las pro
teinas y ácidos nucïeicos, son una c0nsecuencia directa de 1a de



ficiencia de zincen e] RNAde estos microorganismos. Dado que
este meta] es un componente funciona] de numerosas enzimas, es
posib1e que Su ausencia provoque algún probiema enzimático des
conocido, en 1a sintesis de un compuesto reiacionado con e] prg
ceso de formación de proteinas.

Además, se observó que ios efectos ocasionados por 1a
deficiencia de Zn no eran revertidos por e] agnegado de aminoá
cidos, purinas, pirimidinas y otros nucieótidos, 10 que sugeri
ria que dicho efecto no provenía primariamente de un defecto en
1a sintesis de estos precursores.

También1adeficiencia dezinc produce una acumuiación ma
siva de poiifosfatos insoïubïes en ácidos, 105 Cuaïes son sinte

ZECDSa partir de AÏP. Asi, e] incremento de eszos campues:
te energia en ias céiuias deficientes es una evidencia c1

posiblemente estén compitiendo sistemas generadOres de ene:

Hudc et a1 (1958) consideraron ia acumuiación de poïifos
;6105 como una consecuencia espECifica de un bioqueo o inhibi
ción en su utiiización en ia sintesis de RNAy proteinas.

Fineimente, Hacker (1962 b) Sugirió que ias iesiones org
ducidas por una deficiencia de Zn, refiejaban ia participación
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Prosk y Donaid (197]) observaron que 1a carencia de zinc
en E. gnac¿k¿a Z crecida en ausencia de 1u2, daba origen a 1a
desaparición de 105 ribosomas cit0p1asmáticos. Estos autores pos
tuiaron que estaria invoïucrado un proceso de desintegración re
iacionado con e] bajo contenido de zinc en ios ribosomas ya que
su reaparición requeria 1a adición de] meta]. Prosk y Donaïd
(1971) consideraron que una adecuada cantidad de Zn era esencia]
para mantener 1a estructura norma] de 10s ribosomas citopiasmáti
CDS .

IV.4.1.4. Magnesio

La deficiencia de magnesio en numerosas aigas fotosinté
ticas inciuyendo E. gaac¿tia produce un aumento de tamaño debi
do a1 cese de 1a división ce1u1ar y una continuación de] creci



miento citopiasmático.

Noïken et a1 (1955) demostraron que céiuias de Eugtcna
adoptaban una forma esférica (8-10 u) y un aspecto no coioreado,
1uego de tres transferencias en medios deficientes de magnesio.

Dubash y Rege (1967) estudiaron e] efecto de esta caren
cia sobre ei crecimiento de céiuias de E. gnacitta, en presencia
y ausencia de íuz y en un medio supíementado con giucosa 1%. Así,
observaron que ias céiuias crecidas a 1a 1uz tenían un tamaño
mayor y una veiocidad de muïtipiicación menor, tendiendo a depg
sitarse en e] fondo y habiendo perdido 1a motiiidad.

Las céiuias crecidas en oscuridad no mostraban aparente
mente una dependencia con 1a disponibiiidad de Mg; sin embargo,
presentaban c0nsiderab1es cambios cuando eran privadas de dicha
fuente por tiempo-proïongado. Así, perdieron para siempre su ca
pacidad de regenerar cioropïastos, aunQUe1uego se ias transfi
riera a un medio con Mg,en presencia de 1uz. A pesar de que en
1a oscuridad 1a giucosa puede subsanar 1a deficiencia de Mg y
de fotosíntesis y en 1a 1uz puede actuar sinergísticamente con
dicho proceso, nopuede reemplazaria compietamente mientras ias
céiuias posean cïoropiastos capaces de sintetizar clorofiia.

(DE] bianqueamiento permanente de Eugtcna por privación d
cMgparecería ser aparentemente un ceso indirecto ce mutación |_¡

topiasmática. Según Dubash y Rege (1967), 1a irreversibiiidad
de este efecto Sugeriría que en estas céiuias e] DNAsatéïite
(presente en aqueiias capaces de formar cioropiastos y ausente
en ias que carecen de ta] propiedad) ya no existe o no sería
funcionaimente activo.

Los autores concïuyeron que e] Mg cumpíiría un ro] impoi
tante en 1a c0nservación de 1a capacidad potencia] para sinteti
zar c10rofi1a.Así, cé1u1as adaptadas a crecer en 1a oscuridad
durante 6 años, en un medio con Mg, aün poseen trazas significa
tivas de ciorofiia y retienen 1a habilidad para resintetizaria,
si son expuestas a 1a iuz. Sin duda, e] Mg está asociado con 1a
conservación de 1a estructura de] propïástido. Zieiinski y Pri
ce (1978) estudiaron e] efecto de diferentes concentraciones de
Mgsobre ias reiaciones existentes entre este meta], e] creci
miento, ia síntesis proteica y e] contenido de poiisomas cito
piasmáticos en E. ghac¿f¿4 Z. Observaron que tanto 1a síntesis
de proteínas como 1a de ciorofiïa seguían una cinética exponen



cia], a todos ios valores de concentraciones empieadas. Además,
1a veïocidad de sintesis de ciorofiia excedia siempre 1a forma
ción de proteinas y 1as céiuias más deficientes en Mgcontenían,
proporcionaimente, más ciorofiia que ias no deficientes.

En cuanto a ios polisomas citopiasmáticos aisiados de cg
1u1as deficientes en Mgpresentaban ias mismas caracteristicas
de ios provenientes de ias céïuias controies.

Por 10 tanto, ios autores conciuyeron que 1a disminución
de 1a veiocidad de 1a sintesis proteica precede y es posibïemen
te 1a causa de 1a disminución de 1a veiocidad de sintesis de cio
rofiia pero que e] mecanismo de ta] efecto no está aún esciare
cido.

IV.4.1.5. Nitrógeno

Estudios preiiminares indicaron que En Eugfcn;, 1as saïes
de amonio eran mejores fuentes de nitrógeno que ias de nitrato

sige y Satoh (1960) in _
nitrito no se mantenía 1a mu1tip1icación ceiuïar de E. paac¿¿¿¿
varóbacáitanLó; por otro 1ado, ias céiuias crecidas con amonio
comofuente de nitrógeno presentaban eievadas concentraciones
de nitrito reductasa.Durante estas reacciones no se acumuïaoa
ni hidroxi.amina ni amonio, por io tanto ios autores dedujeron
que ia reducción de] nitrito era de tipo asimiiativo. La veioci
dad de esta reducción se aceleraba en presencia de loz o por a
dición de dadores de protones siendo e] maiato e] donor más efes
tivo. En numerosos sistemas ceiuiares 1a reducción de nitrato y
nitrito se haiia reiacionada con 1a maquinaria respiratoria (ha
son, 1962) y con e] aparato fotoquimico (Evans y Nason, 1953);
por 1o tanto, sesugirió que 1a uti1ización de nitrato y nitrito
en Eugfiena estaria invoiucrada en otros procesos además dei de
muitipiicación ce1u1ar.

Frecuentemente, se añaden aminoácidos a] medio de cuiti
vo como fuente de carbono. Buetow (1966) demostró que aigunos
de éstos servian también como fuente de nitrógeno para ciertas
cepas de E. gnae¿L¿¿. Considerando e] crecimiento ceiuiar, 10s
aminoácidos más apropiados son ios aiifáticos neutros y 10s di
carboxiiicos, con Sus amidas. No sirven c0motaies ios aromáti
cos, ios aminoácidos básicos y 1os que contienen grupos amino



secundarios o a2ufre.

Es de interés hacer notar que si bien algunos aminoáci
dos no se utilizan como fuente de nitrógeno, pueden penetrar perI

fectamente las células de Eugflcna.

IV.4.l.6. Fósforo

Albaum et al (1950) identificaron cerca de una docena de
compuestos fosforados en Eugiena, incluyendo algunos intermedia
rios fosforilados de la glicólisis asi comotambién metafosfa
tos y pirofosfatos inorgánicos.

Además,se detectaron gránulos de polifosfatos (volutina)
distribuidos en todo el citoplasma. Contrariamente a lo hallado
en otras algas, Smillie y Krotkov (l960) encontraron niveles e
levados de polifosfatos en E. gnac¿t¿a Z cuando la sintesis de
los plástidos se hallaba reprimida.

El contenido total de fósforo en Eugfena varia también
con las condiciones de crecimiento. Asi, en células blaaneaoas
con estreptomicina, crecidas a la luz y con una fuente Orgánica
de carbono, el contenido de fósforo era el doble, atribuyéndose
la diferencia a la mayor cantidad de fósforo soluble en ácido y
de polifosfatos. Smillie y Krotkov (l960) Sugirieron que es:os
resultados se debian a la presencia de bajos niveles de sintesis
de RNAen células blanqueadas, ya que el RNAcontiene la ma
yor fracción de fósforo total en Eugtcna, junto con los lipidos.

Hay que hacer notar que el contenido total de fósforo no
está en general, co-relacionado con la velocidad de crecimien
to, si se la expresa en función del peso seco. Comoéste tam
bién varia con las condicionesde desarrollo del cultivo, cuan
do los datos son expresados por célula (en referencia al conteni
do de DNA)se observan diferencias menores en la cantidad de
ósforo totalen células crecidas en distintas condiciones expe

rimentales (luz, OSCUridad,crecimiento autotrófico, heterotró
fico, etc.).

Según Blum (l965) y Price (l962) la privación de fosfato
induce la sintesis de la fosfatasa ácida, localizada en la SU
perficie celular. Los resultados obtenidos por Blum(l966) su
girieron que la incorporación de fosfato era un proceso de trans



porte activo invoiucrando a 1a fosfatasa inducibie. Además, se
gún este autor, se pueden haiiar ias condiciones experimentales
que inhiban 1a incorporación de fosfato sin interferir con ia
actividad de 1a fosfatasa; en cambio no pudo demostrarse 10 con
trario, es decir que 1a inhibición de 1a enzima estaba siempre
relacionada con una inhibición en 1a incorporación de fosfato.

Buetow y Schuit (1968) haiiaron que céiuias de EuQKCna
transferidas de un medio conteniendo fósforo a uno deficiente
en este compuesto, eran capaces de sobrevivir de 6 a 7 dias.
Esta Supervivencia se atribuyó a una habiiidad para concentrar
fósforo, que iuego seria empleado en condiciones deprivativas
de] mismo. Estos autores encontraron también que céiuias bian
queaoas Ce E. ¿zacáfia podian inducir una fosfatesa ácida no es
pecifica er estes condiciones, io :ueï permitiría obtener iïsfg

dróiisis de compuestos orgánicos de fosfato intra v e¿
traceiuiares.

IV.4.].7. Dióxido de Carbono

Algunas especies de Eugíena pueden fijar C02heterotrófi
camente siendo ésta un requerimiento que favorece 1a división

Heinrich (1966) observó que E. gaacátia Z crecida con
giucosa o acetato permanecia en fase iogaritmic: por un n=rio"
de tiempo más proiongado cuando se enriquecia e] aire con CO;
5%, debiéndose parte de este efecto a 1a acción buffer de] C02.

Cuitivos heterOtróficos de E. gaao¿¿¿a crecidos con giu
cosa fijaban ei C0; aproximadamente dos veces más rápido cue c

I'IH

1u1as crecidas con acetato como fuente de carbono, a pesar de
que 1a actividad de 1a enzima má1ica era considerabiemente mayor
en e] segundo caso.

Ademásse observaron diferencias cualitativas en ios pri
meros productos de 1a fijación heterotrófica de C02, según ias
céiuias hayan crecido en un medio que contuviera una u otra fuen
te de carbono. Si ésta es acetato, 1a fijación es menos importan
te como medio de regeneración de intermediarios de Krebs conver
tidos en aminoácidos, etc. ya que por e] by-pass de] giioxiiato
(inducido por acetato) se Iïega a] miSmoresuitado.



IV.4.1.8. Oxigeno

Los requerimientos de oxigeno para e] crecimiento óptimo
de Eugflcna dependen de 1a fuente de carbono empieada en e] me
dio de cuitivo. Asi, si ias céiuias se hacen crecer en presen
cia de acetato o etano], consumen de tres a cinco veces mas o
xigeno durante 1a fase iogaritmica, que si se utiiiza giucosa
como fuente de carbono, a pesar de que'ésta mantiene 1a misma
veiocidad de crecimiento y ias céiuias presentan idéntico per
fi] bioquímico.

IV.4.1.9. Otros requerimientos inorgánicos

A pesar de que Eugflcna presenta requerimientos de trazas
de otros nutrientes inorgánicos, aün no se han reaiizado estu
dios sistemáticos de sus niveies minimos.

Mientras que en aigunos medios se necesitan agregarcobre,
moiibdato, manganeso, boro, etc. , en otros no es necesario a
ñadirios ya que e] requerimiento de estos eiementos se encuen
tra cubierto por ias trazas contaminantes de ios mismos en o
tras saies.

Knezek y Meier (1971) eseudiaron 1a infiuencia de 1a can
a fuente de hierro, agregados a] medio de crecimien

í, .. gzzsácts, sobre e] contenido en Fe, Cu, Mny N, duran

Estos autOres ha11aron que e] uso de] queiato férrico de]
ácido etiiendiaminodii o hidroxifeniiacético (Fe-E-DDHA)promo
via 1a división ceiuiar mientras que e] empieo de FeSOH.7 HÏO in
ducia un agrandamiento ceiuiar iuego de 7 dias. En e] primer cg
so se encontró un mayor contenido de nitrógeno. Además observa
ron que e] SOqu inhibia 1a incorporación de Mn en mayor grado
que e] queiato. En Cuanto a] contenido de Cu, éste estaba dire;
tamente reïecionado con e] tamaño ceiuiar, siendo superior en
ias céiuias más grandes.

La incorporación de hierro era semejante para ambas fuen
tes de] meta], cuando se agregaba en cantidades pequeñas (1 ppm).
Cuando se trabajaba a concentraciones mayores (10 ppm), e] con
tenido de hierro intraceluiar era superior a partir de 1a fuen
te inorgánica.



Nakanoet a1 (1978) estudiaron ias actividades bioiógi
cas de] Zn y de] Cd en E. gnacilia Z crecida en medios normaies
o deficientes en Zn.

E1 Cd no está invoiucrado en e] metaboiismo ceiuiar nor
ma] de E. gnacifió crecida en medios deficientes en Zn, ni tam
poco io reempiaza.

Ei antagonismo entre estos dos metaies se evidencia en e]
crecimiento, e] tamaño ceiuiar y en 1a incorporación de] Cd en
ias céiuias. Su toxicidad es mayor en ios medios deficientes en
Zn que en los normaïes, dado que penetra mucho más fáciimente.
Asi, se observó que dicha toxicidad era reducida por e] Zn, dan
do como resultado un menor contenido intraceiuiar de Cd.

Los efectos tóxicos de] Cd se evidencian morfoiógicemen
te, produciendo inhibición de 1a fisión ceiuiar y originando cg
iuias anormaies.

.

Aigunas c as aitereciones producidas por este mete se
asemejan a ias que se encuentran en medios deficientes en \:ZÉ
mine 87?. Sin embargo, 1a diferencia entre ambos es cue ei Cc
no inhibe 1a sintesis de DNAen E. gnactfltó.

La tiamina, que'interviene en 1a decarboxiiación de ios
u-cetoácidos comopirofosfato de tiamina, no es un requerimien
to para todas ias especies de Eugtena,

Cramer y Myers (1952) encontraron que ia vitamina B1 era
necesaria para e] crecimiento de E. gaacÁÉtó var.bac¿€tan¿5 y
para ia cepa E. u¿¿chen , fracasando todos ios intentos de reem
piazaria por distintos aminoácidos y ácidos orgánicos.

IV.4.2.2. Vitamina B

Este compuesto es un requerimiento esencia] para e] cre
cimiento de numerosos microorganismos, inciuyendo E. gnacitts Z,
siendo esta cepa 1a más sensibie a SU deficiencia.

La vitamina 812 o cianocobaiamina puede ser autociavada
a 120 °C, con 1a pérdida de 5610 un 1-2% de actividad. Es sensi



bie a 1a 1uz;por iiuminación se iibera cianuro y se produce hi
droxicobaiamina; este efecto se revierte en 1a OSCUridad. Una
exposición proiongada produce sin embargo, un daño irreversibie.

La forma funcionaimente activa en muchas reacciones media
das por 1a vitamina 812 es 1a coenzima 5'-deoxiadenosi1 cobaia
mina, 1a cua] es extremadamente sensibie a 1a luz (Smith, 1965).

Existen numerosos anáiogos de ia vitamina 812 que pueden
reempiazaria y mantener e] crecimiento de Eugkena. Esta caren
cia de especificidad parecería indicar que no todas ias enzi
mas requeridas para su sintesis faitan en este microorganismo.

Muto (1957) demostró que homogenatos de Eugfcua pueden

sintetizar vit 812 a partir de una cobaito-porfirina y de
5,6-dimeti1benzimidazoi. Sin embargo, Nathan y Funk (1962) en

contraron que e] factor B (vit 812 sin e] nucieótido) más benzi
midazo] o 5-meti1benzimidazoi no podian sustituir a 1a vit 812
durante e] crecimiento de Eugtena.

La vit B12 participa en una ampiia cantidad de reaccio
nes, inciuyendo e] metaboiismo de aigunos aminoácidos (Arnstein
y Neuberger, 1953; Guest, 1959), ácidos grasos (Stern y Fridman,
i960) y nucieósidos (Downingy Schweigert, 1956).

Epstein et a] (1962) encontraron queia veiocidad de cre
cimienzo se í. gzacátta era direCIamente proporciona] a ia c0n
centración d(D vit 812, mientras que ei tamaño ceiuiar estaba in
versamente reiacionado c0n 1a misma. Asi, una deficiencia seve

ra de vit 812 producia céiuias gigantes y tiempos de generación
proiongados, haiiándose ia veiocidad de muitipiicación disminui
da. Aparentemente, estos efectos eran e] re5u1tado de una sintg
sis continua de RNAy proteinas sin replicación ceiuiar y mito
sis adecuadas.

Epstein y Timmis (1963) anaiizaron aproximadamente 300

compuestos "anti-vit 812", enc0ntrando un antagonismo competiti
vo de vit E17 entre estructuras variadas inciuyendo purinas,
pteridinas v-nicotinamida, a pesar de que ninguna de elias tenia
una anaiogia estructura] con 1a cianocobaiamina.

Si bien Euglena puede crecer perfectamente en presencia
de una ampiia variedad de análogos de 1a vit 812, ios cuaies di
fieren en 1a parte benzoimidazóiica, ios benzoimidazoies de por
si son tóxicos (Epstein, 1960; Funk y Nathan, 1958).



Soido (1955) haïió que concentraciones Subóptimas de vit
812 producían niveies reducidos de RNAy DNAen céiuias de Euglg
na, sin observarse aparentemente una aCumuiación de paramilon
o carotenoides, comparadas con céiuias normaies.

Venkataraman et a] (1965) demostraron que 1a vit B12 es
timuiaba 1a incorpOración de 0“C)formiato en RNA,DNA,protei
nas, serina, metionina y timina. Los autores interpretaron es
tos re5u1tados como una indicación de que 1a vit 812 cump1iria
un ro] más importante en 1a reducción de ribótidos a deoxiribó
tidos que en 1a reducción de formiato a metii-timina.

En 1969, Careiï demostró que cuando E. gnacitta Z Crecia

en un medio deficiente de vit 819, 1a cantidad de proteina v de
cioro'iia por ceïuïa aumentaba a medida que disminuia ia cercas

tración de vit 512. Ei incremento en ias proteinas ceïuíares era
proporciona] a1 aumento en e] número de cioropiastos p0r céiuia.
Sin Embargo, esta repiicación de 1as organeias bajo condiciones

deficientes ce vii 512 no estaba acompañada ce una divisiór ce
1u1ar o nuciear. Asi, este autor concïuyó que 1a replicación de
105 cioropÉaSIOS ce É. 51ac¿L¿a ere un hecho independiente de
1a división ceiuiar y nuciear, pOr 10 menos bajo esas condicio
nes experimentaies.

Sir erzargo, iré y LefOr -Tran (1974) 11egaron a resuïta
dos que difieren de ios obtenidos por Careii (1969). Estos in

vestigadores naïíara: sue ia carencia de vit 519 en E. gnaciiáa
Z, crecida cnn 1actatn, inducia un incremento de tamaño
ceiuiar, de] número de mitocondrias y de] de c10rop1a5tos pero
observaron queïa evoïución de 1a reïación proteinas cioropiás
ticas a proteinas ceiuïares permitía pensar que, a pesar de” cg
se de ias divisiones, e] contro] nuciear continuaba ejerciendo
se sobre 1a evoïución de 1a masa cioropiástica.

Sherata y Kempner (1978) anaïizaron 105 cambios Secuencia
ies en e] voïumen ceiuiar de E. gnacifiia durante 1a privación de

vit 812 y observaron que además de un aumento significativo en
1a forma de ias cé1u1as, existia una aparición progresiva de
dos ciases de formas ce1u1ares. Airededor de ias 100 horas de
privación, comenzabaa desarroiiarse un segundo tipo de céiuïas
más grandes. Esta distribución bimoda] es tipica de ios üitimos

estadios en un ayuno de vit 812.



Los autores observaron que en un cultivo deficiente en
vit 812, el incremento en el volumen total de material celular
era mucho mayor que la velocidad con la cual aumentaba el nüme
ro de células. Evidentemente existia una inhibición parcial en
un paso previo a la división celular. Asi, tendria que estar blg
queada la sintesis de DNAya que de lo contrario se formarian
células binucleadas. Los autores encontraron solamente un 1%
de estas células, y concluyeron, que esta inhibición diferen
cial de la sintesis de DNAapoyaba la hipótesis de que la vit

812 estaria involucrada en uno de los últimos pasos de la forma
ción del DNA,lo cual inhibiria la división celular.

Desde hace varios años, se emplea a E. gnacilib para do

sar la c0ncentración de vit 812 en suero, por cuanto esta vita
mina es un requerimiento esencia] para su crecimiento. De todas
las cepas, la más apropiada es E. gnac¿l¿¿ Z debido a que es la

más sensible a la deficiencia en vit 812.
Los resultados de este ensayo empleando E. gnac¿L¿a se

ven afectados por la presencia de agentes antimicrobianos en el
Suero (Lie et al, l959). Por ejemplo. las Sulfonamidas inhiben
el crecimiento de EuQÉCna,en concentraciones accesibles en el
suero durante el tratamiento (como veremos más adelante), mien
tras que la estreptomicina, cl0rtetraciclina, eritromicina, ka
namicina y los nitrofuranos son agentes blanqueantes, aunque
para ello se requieren concentraciones mayores que las correspon
dientes al pico normal de los niveles sanguíneos terapéuticos.
Por supuesto, la presencia de estos compuestos inhibitores y/o
blanqueantes, darán resultados más bajos de vit B sérica. Se12
pueden evitar estos errores comprobandola existencia de estas
Sustancias, por observación microscópica de los cultivos y re
cuento delnümero de células de Eugtena (Lie et al, 1969).

Benson (1972) informó acerca de los valores de vit 812 ob
tenidos utilizando E. gnac¿[¿¿. Estos pueden ser erróneamente
más altos o más bajes que los reales debido a la presencia de
diferentes iones en los buffers empleados en las cromatografias
de las distintas fracciones séricas. Esto se debe a que el cre
cimiento de este microorganismo es mayor cuando el medio contig
ne determinada cantidad de sales, pero concentraciOnes superio
res lo inhiben.



IV.4.3¿ Fuentes exógenas de carbono

Entre ias distintas cepas de E. gnac¿t¿a existen gran
des diferencias en su capacidad de empiear ias fuentes exóge
nas de carbono para su crecimiento. Aigunas son fotótrofas obii
gadas, mientras que otras pueden crecer en 1a oscuridad sólo en
presencia de una cantidad Iimitada de fuentes de carbono. Exis
ten eugienoides fiageiados que se desarroiïan heterotróficamen
te utiiizando una gran variedad de fuentes de carbono.

Eugkcna gnac¿t¿a Z y E. gnac¿L¿A var.bac¿ttan¿a son ce
pas que muestran un fuerte crecimiento heterotrófico pudiendo
empiear unacantidad ampïia de fuentes de carbono: giucosa,
fructosa, piruvate, Succinato, fumarato, maiatc, etanoï, aceza
to, butirato y g

IVÏS. Infiuencia de Euaácna sobre e] medio ambiente

IV.5.1. Variaciones en e] pH

A medida que Eugfiena va consumiendo ios distintos compo
nentes deinmdio de cuitivo, necesarios para SUdesarro1io, e]
pH de] medio se va modificando. Por ejempïc, e? crecimiento te
terotrófico de E. gnacifitó Z en un medio de pH inicia] de 5,5,
conteniendo gïucosa como única fuente de carbono, de origen a
un pH fina] iguai o menor que 3 (Fiqura_í¿l;). E1 buffer empieg
do en esta experiencia es e] (NHH)2HP0t-KH2POH,utiiizándose 1a
primera sa] comofuente de nitrógeno; 1a variación encontrada
en e] pH fina], se debe a 1a remoción de] amonio.

Si en cambio, se reempiaza 1a giucosa por acetato como
fuente de carbono se obtiene un aumento en e] pH durante e] crg
cimiento ceiuïar (Eigyra 4.1L). En este caso 1a utiiización de]
amonio se ha11a campensada por 1a de] acetato.

E. gnactlta crece muy poco en medios aicaiinos, siendo
ios más apropiados ios neutros o ligeramente ácidos; asi si se
empiea acetato de sodio como fuente de carbono se deben tomar
todas ias precauciones necesarias para mantener e] pH en e] va
ior adecuado.



. glucosa
66,

62,

E .

Tn58, acetato
2 .0“
D "

g . JÏO

É? 5A . Á&__4A__mdb acetato 4 8 g
'.A—' E

, , ' .6 3
M; _¡__ __

\A\ 8
50 \\k\ glucosa . Axa. I

“‘«¿__A 2 a
20 40 60 80 100

üenmo(hsJ

FIGURA4.1.: Variaciones en e] pH de] medio d!
rante e] crecimiento de E. gnacL
¿L6 Z en cu1tivos aeróbicos.
Las céiuïas se hicieron crecer he
terotróficamente a 30 °C con giucg
sa o acetato como única fuente de
carbono (Cook y Heinrich, 1965).
iog céïuias/ml ( O ), ( O )
pH de] cuitivo ( A ), ( A )



Iv.5.2. 52229912239»92_nytrignzes

En genera], 1a veiocidad a 1a cua] 105 nutrientes son
c0n5umidos es proporciona] a 1a veïocidad de incremento de 1a
masa ce1u1ar.

Además, re5u1ta compïicado determinar cuá] es e] nutrien
te 1imitante a medida que e] cu1tivo entra en fase estacionaria,
suponiendo quenoexisten otros efectos, como ser cambios en e]
pH de] medio.

Tampocopuede descartarseïa posibiïidad de que haya uno
o más productos de excresión que inhiban e] crecimiento o 1a di
visión ce1u1ar (Mc Ca11a, 1963).

IV.6. Efectos de] medio ambiente sobre Euatcna

NHL]. ¿377inicial

Se han reaïizado numerosos estudios acerca de 105 efectos
de ciertas variabies ambientaies,que a1teran direCIamente :1 cr
cimiento y 1a fisioïogia de Eugkena.

Uno de ios temas más anaïizados es e] pH inicia] emplea
do.Comc ya se mencionó en e] item IV.5.1.,Euglena crece rejar
En medios ácidos. E1 rango de vaïores de pH's que posibïiïitan
un Crecimiento óptimo depende principaïmente de 1a compñs*:iór
de] medio y de 1a fuente exógena de carbono.

Además hay que hacer notar que no siempre coincide e] pH
correspondiente a1 consumo óptimo de 03 con e] que origina un
Crecimiento óptimo. Asi, en aïgunOS casos 1a reSpiración proce
de a una acidez ta] que no permite e] desarrollo (por ejempio,
maïato a pH 3,5), mientras que en otros, ia respiración es des
preciabie a vaïores de pH que producen una veiocidad de creci
miento éptima (por ejempio, succinato a pH 7).

Cook y Heinrich (1965) estudiaron e] efecto de] pH inicia]
de] medio de cuitivo sobre e] crecimiento de E. gnac¿L¿¿ Z uti
1izando acetato o gïucosa como ünica fuente de carbono. Para e]
caso de 1a giucosa, e] pH óptimo de crecimiento era de 3 a 4
mientras que e] tiempode generación se incrementaba significati
vamente a pH's mayores que 7.



Cuando se empieó acetato como fuente de carbono se obser'
varon muy pocas variaciones en e] tiempo de generación, a] uti
1izar vaiores iniciaies de pH entre 6 y 9. Además 1a densidad
máxima obtenida era mucho menor cuando e] pH inicia] era supe
rior a 7 (Cook y Heinrich, 1965). Estos autores observaron tam
bién que 1a densidad máxima disminuia a] aumentar e] pH inicia]
de ios cuitivos, hecho qUe adjudicaron a un incrementoposterior
dei pH durante e] crecimiento, como resuitado de] conSumo de
acetato.

E1 crecimiento empieando etanoi como fuente de carbono,
da origen a un cuitivo mucho más denso que e] obtenido a partir
de acetato; sin embargo, ias céiuias presentan generaimente e]
mismoperfi] bioquímico y fisioiógico (Buetow y Padiiia, 1963).

IV.6.2. Fuente exógena de carbono

Este tema ya fue tratado en 1a sección IV.4.3. Comoya
se mencionó, ia fuente exógena de carbono tiene una gran infiueg

1a scia sobre ei crecimiento, fi ioiogia respiratoria y ei meta
boiismo de E. gnacátie.

Levedahi y Hiison (1965) estudiaron e] crecimiento ce]!
iar en función de do :e succinato, acetato o etanoi como
fuentes de carbono. Estos tores observaron que ia pobiación

ai a

au
_ A - -1 1- .-— - - - ere proporcione; .a concentracuon inic1aide diceiuiar fin

chos compuestos, desde 1,0 hasta 5,0 mMa 29 °C, como seria de
esperar si e] crecimiento estuviese iimitado por ia concentra
ción de 1a fuente de carbono.

E1 etanoi es e] sustrato más efectivo para e] desarroiio
de E. gnac¿t¿ó considerando e] peso seco dei materia] formado;
éste disminuye a 1a mitad y a] tercio cuando se empiean acetato
y Succinato respectivamente.

Sin embargo, 1a velocidad de división ceiuiar era mayor
con acetato que con etano] o Succinato.

La fuente de carbono agregada a1 medio de cuitivo tiene
también unefecto muyimportante sobre 1a fisioiogia respirato
ria de E. gnac¿t¿¿. Asi, ios compuestos formados por dos átomos
de carbono (etanoi y acetato) originan niveies muyeievados de
consumode oxigeno mientras que ios intermediarios deicicio de



Krebs (Danforth, 1953) y 1a giucosa (Cook y Heinrich,
estimuian
dades de crecimiento aproximadamente iguaies.
1a respuesta respiratoria a] acetato es "adaptativaL y
ias previamente crecidas con nutrición autotrófica,
tan aproximadamente cinco generaciones para Iograr una
ción compieta.

Cooky Heinrich (1965) observaron diferencia:
cé1u1as crecidas con giucosa y con acetato, eSpec
fisioiogia, actividad respiratoria, densidad
contenido en RNA. Estos autores ha11aron que
como e] acetato mantenían 1as mismas veiocida

o considerando 1a masa tota] y 1a sintesis r'ï'.t..

- gzaciflis Z crecida a ie oscuridad y utiliz 'c'
1a concentración de Sustrato óptimos. Sin ¿
producía una densidad de pobiación 10 vec'L (/3

cetato pero no estimuiaba 1a reSpiración por L"“
yiveies endógenos. En cuanto a 1a presencia de ac -5:t

carbono, e] consumo de oxigeno era cuatro v€:"
ndógeno y e] contenido de RNAera un 50% mayor

DJ Eugícna crecida con gïucosa.

Cook y Heinrich (1965) observaron también Un

adaptadas a un crecimiento con gïucosa, ei etanc'
no tenian efecto sobre 1a respiración. Esta auser: a

C y ï1ación no era debido a un fenómeno de permeabiiie
tano] y e] acetato podian penetrar 1ibremente en 1
gün estos aut0res se requería un periodo de adapta
cia de acetato, antes que 1a respiración de céiu] A

ECEÏC'LL.crecer con giucosa fuera estimuïada por e]
r. '
LI I’ L.vBuetow (1967) empieó céiuias de Eugfiena

estudiar e] efecto de] acetato sobre 1a sintesis
observó que e] acetato agregado en exceso a] medic

1
' 4L:what-.5 a formación de dicho pigmento y producía
en 1a sintesis de paramiïon. Este efecto seria prooabi

mazeriadaptativo ya que ias céïuias deben utilizar e]
serva para 1a sintesis de cioropïastos y para e] r Ï-r-l.’

basa], cuando e] acetato externo haya sido cOnsuninc.
ciusión se basa en e] hecho de que e] carbono fijado en

1atosintesis se empiea casi exciusivamente para

Según Cook
rap
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1a respiración, aunque pueden mantener ias veioci
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teica, cuando se haiia presente e] acetato en e] medio de cu]
tivo, mientras que.e1 acetato incorp0rado a partir de éste se
utiiiza especiaimente para 1a sintesis de iipidos y polisacári
dos.

La inhibición máxima de 1a sintesis de clorofiia es de
aproximadamente un 7 % a concentraciones de acetato iguales o
mayores que 47,5 mM.Esto parecería indicar que'existe un meca
nismo de contro] que previene 1a represión tota] de 1a sintesis
de] pigmento por e] acetato. Según Buetow (1967) e] acetato
puede reprimir ciertas enzimas reiacionadas con e] proceso fina]
de maduración de ios cioropiastos.

E1 ciclo de] giioxiiato está muy re1acionado con 1a uti
lización de acetato o etanol en E. gnacitió (Cook y Carver,
1966; Heinrich y Cook, 1966). Esta secuencia, en 1a cua] e] isg
citrato se metaboiiza a succinato y giioxiiato, seguida de 1a
condensación de] giioxiiato con acetii-CoA para formar maiato,
es anaeróbica (Figura 4.2.).

Hay que hacer notar que 1a actividad de 1a maiato deshi
drogenasa, isoenzima que reguiere Ozen Eugtena, común a ambos
cicios: e] de] gii0xi1ato y e] de ios ácidos tricarboxiiicos,
es superior en céiuias crecidas con acetato que con giucosa o
con desarroiio autotróiico,pero ias diferencias no permiten ex

.¡
Ipiicar e' con5umo tatai ae 02 en céiuias de Eugfcna crecidas en

presencia de acetato. Por otro 1ado e] acetato no aumenta 1a ag
tividad de ia isocitrato deshidrogenasa (y posibiemente de nin
guna de ias enzimas dei cicio TCA); una sitUación anómaia apare
ce cuando a] inducirse una serie de reacciones anaeróbicas de]
giioxiiato, aumenta e] conSumo de 02, sin que se produzca un in
cremento concomitante en 1a actividad de ias enzimas de] cicio
de Krebs.

Cook y Carver (1966) y Heinrich y Cook (1966) sugirieron
que e] 02 estaria invoiucrado en determinadas reacciOnes (descg
nocidas) directamente reiacionadas con e] cicio de] giioxiiato,
en cé1u1as de Eugiena crecidas con acetato, además de servir cg
moaceptor de electrones en 1a cadena respiratoria.

Es interesante observar que e] propionato y e] butirato,
ios cuaies se condensan con e] giioxiiato en forma simiiar que
e] acetato (Rabin et a1, 1965) también estimuian e] consumo de
02 en Eugtcna (Danforth, 1953).
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IV.6.3.-Efecto de 1a_1uz

IV.6.3.1. Crecimiento fototrófico

La ve10cidad de crecimiento de E. gnac¿¿¿ó Z en cu1tivos
estrictamente fototróficos es óptima en e] rango de 400-T200
ft-c (Cook, 1963).

Las intensidades de 1uz menores que 400 ft-c mantienen una
veiocidad de crecimiento reducida mientras que ias superiores
a 3000 ft-c son 1igeramente inhibitorias.

E] contenido de clorofiïa en 1as cé1u1as es inversamente
proporciona] a 1a intensidad 1uminosa. Curiosamente, e] vo1umen
ceiuïar se incremente a bajasintensidades (65 ft-c) a pesar de
que 1a masa se haiïa.disminuida. Esta adaptación a bajas intensl
dades de iuz, con aumento de 1a concentración de cïorofiia y de]
voïumenceiuiar originado por dispersión de Ios cioropïastos, tig
ne como finalidad aumentar 1a cantidad de 1uz que puede ser
absorbida, Iogrando asi una veiocidad óptima de crecimiento en
esa intensidad iuminosa reducida. Sin embargo, a pesar de] incrg
mento en 1a capacidad fotosintética, ias condiciones no son ias
apropiadas para mantener veiocidades biosintéticas óptimas.

.
La masa ceïu.e' disminuye por debajo de 1200 ft-c, en for

ma proporciona] a 1a veïocidad de fotosíntesis observada (Cook,
1963). La mayoria de 725 variaciones en 1a masa de ias céiuïas,
con iaintensidad iuminosa, se deben a ios grados variabïes de
acumuiación de paramiion. E1 contenido proteico y de RNAperma
necen constantes, aün a 120 ft-c, mientras que Ios Iipidos au
mentan iigeramente, 1o cua] es debido a que 1a mayoria de eïios
están asociados a] aparato fotosintético (Figu[a_í¿3.).

Ciertas especies de Eugiena (por ejempio, E. p¿¿c¿6onm¿¿)
son fotótrofasobïigadas (Lwoff, 1951) mientras que aigunas cepas
de E. gnacilta (por ejempio E. gnac¿i¿a Uiachen) pueden crecer
en oscuridad con un número restringido de fuentes de carbono
(Cramer yMyers, 1952).

En aque11as cepas de E. gnac¿2¿a que muestran un marcado
crecimiento heterotrófico, 1a presencia de acetato durante e]
desarroiio a 1a 1uz da origena un modeio de fijación de C02 fuer
temente a1terado. Asi, más de] 90% dei (1“C)—bicarbonato fijado
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por E. gnac¿t¿¿ Z crecida en dichas condiciones, se incorpora
a proteinas, mientras que en cultivos estrictamente autotróficos
la marcación se halla distribuida en forma equitativa entre los
lipidos y el paramilon (Cook, l965).

Cuando las células crecen en presencia de luz y acetato
radioactivo, la marca se incorpora casi totalmente en los mis
mos compuestos (lipidos y paramilon) y .sólo un 6% en proteinas.
Sin embargo, en cultivos estrictamente heterotróficos el 70%de
la marcación se halla en las proteinas.

Estos resultados están de acuerdo con los datos de Russell
y Gibbs (l966) quienes hallaron que el acetato inhibia numero
sas enzimas del camino fotosintético en algas de crecimiento f9
totrófico obligado. Los mecanismos de control que afectan la u
tilización c0ncomitante de la fotosíntesis y de las fuentes exó
genas de carbono, no han sido aün estudiados en detalle.

IV.6.3.2. Divisióg_cglular

La luz visible inhibe la división celular (Cook, l960).
En cultivos autotróficos esta inhibición no es fácilmente deteg
table pero puede ser muy importante en células etioladas expueí
tas a la luz. En estas células con capaziCad Ce envercecimiento,

nasla inhibición se supera luego de alg eraciones, e contrán
d

u gen n

dose esta recuperación asociada al esarrollo del aparato foto
sintético.

Aparentemente, la luz destruiria o prevendria la forma
ción de algün intermediario necesario para la división celular
de Eugfcna. ESte efecto es menos severo en las células verdes,
lo cual podria deberse a una protección ejercida por los pigmen
tos o a que los caminos biosintéticos afectados serian menos im

.portantes durante el crecimiento autotrófico.

IV.6.3.3. Formación de cloroolastos

El efecto más importante de la luz sobre Euglcna crecida
en la oscuridad, es la inducción de la sintesis de clorofila y
del desarrollo de los cloroplastos. Asociada con este proceso
se halla la sintesis de gran cantidad de RNAy proteinas, corres



pondientes a los plástidos (Brawermanet al, 1962).

La luz estimula también la sintesis del DNAcloroplásti
co y el turn-over del DNAcitoplasmático (Cook, 1968).

Schiff (l973, 1974, l975) y Bingham y Schiff (l976) han
demostrado que en F. gnacilLa var.baciiflan¿¿ crecida continua
mente a la luz, existen lO cloroplastos los cuales se diyiden
de tal manera que se mantiene el número en forma-constante, de
una generación a otra. Cuando esta cepa crece en la oscuridad,
los plástidos se convierten en proplástidos y su número se c0n
serva constante durante la división celular.

Si las células crecidas en la oscuridad se colocan en un
medio sin los nutrientes esenciales para el desarrollo, la divi
sión celular cesa; por exposición de estos Cultivos a le luz,
los proplástidos de estas'células en reposo se transforman en
vendaderos cloroplastos en un periodo de 72 a 96 horas, consti
tuyendo este sistema un excelente medio para estudiar el oesarrg
llo de estas Organelas.

IJ¿6.4. Efecto de la temperatura

Una de las propiedades más afectadas por cambios de tem
peratura es la velocidad de división celular.

Aquellas especies de Eugfca; que muestran un ïserte cre
cimiento heterotrófico parecen tolerar mejor las altas tempera
turas (Baker et al, 1955), estando relacionada con esta caractg
ristica la capacidad de utilizar una gran cantidad de Sustratos
y una mayor tolerancia, en contraposición con las llamadas cepas
de "baja temperatura".

Buetow (1962) encontró que altas temperaturas favorecian
la división celular mientras que las bajas incrementaban el crg

l

cimiento protoplaSmático.

En contraste con otros organismos, el con5umo de 02 en
Eugtena crecida en presencia de acetato, aumentaba linealmente
con la temperatura, en lugar de hacerlo exponencialmente (Buetow
1963), mientras que el nivel-respiratorio endógeno permanecía
constante. Asi, el autor concluyó que la temperatura podia
"distinguir" entre el consumo endógeno de 02 y el estimulado por
el acetato. Seria interesante entonces conocer cómoafecta la



temperatura a 1a respiración en Eugtena crecida heterothófica
mente con sustratos que no estimuïan e1 consumo de 02. Cook y
Heinrich (1965) interpretaron estos hecnos en términos de dos
vias principales para ]a utilización de] 02: una, comoaceptor
e1ectrónico en 1a cadena de citocromos y otra en reacciones no
respiratorias asociadas con e] crecimiento en acetato

Las temperaturas por sobre 30 °C-son consideradas en E.
gnathLó como supraóptimas (Buetow, 1962; Cook, 1968). Se defi
nen temperaturas súpraóptimas como aque11as superiores a 1a que
produce una veïocidad óptima de división ceiuiar.

Sin embargo, existen a1gunas cepas de "baja temperatura"
las cuaies se multipïican en farma óptima a aproximadamente
25-26 °C.

Mientras que 1as temperaturas supraóptimas inhiben ios
procesos de división celuiar, no necesariamente afectan 1a capa
cidad de crecimiento protopiasmático, por 10 menos hasta 36-37 °C
en E. gaaciita Z. Este fenómeno ha hecho posibïe sincronizar
1a división ceiuiar en Eugkcnamediante reiteradas variaciones
en 1a temperatura (Pogo y Arce, 1964).

Gross y Jahn (1962) y Gross (1962) estudiaron e] efecto
de ias temperaturas eievadas sobre 1a morfología y fisiología
de Eugícna y determí;aron ei ran o en e? cua? le iu: ejerce a:
ción inhibitoria. Empiearon cult vos crecidos en un medio orgá
nico compiejo, en oscuridad y a varias intens
(entre 15 y'150 ft-c) y a temperaturas desde 20 a 35 °C. Asi,
encontraron que por debajo de 32,5 °C e] crecimiento era indepen

idades iuminosas

diente de 1a 1uz, mientras que a 35 °C era inversamente propor
ciona] a 1a intenéidad Iuminosa. Además, a esta temperatura ob
servaron 1a aparición de cé1u1as anorma1es (gigantes y muïtinu
cieadas) obteniéndose un mayor porcentaje de éstas a ias inten
sidades más eievadas. Ha11aron también aigunos cu1tivos crecidos
en ausencia de 1uz, a 35 °C.

Los autOres postuïaron 1a desnaturaïización de una pro
teina termosensibie y esencia] para 1a división ce1u1ar. En cuan
to a 1a 1uz, ésta tendria un ro] sinergistico indirecto en este
fenómeno.

La 1uz, por otro 1ado, podria ejercer un efecto sobre 1a
clorofiïa y Ios cïoropiastos, a] ser transformada en caior in



trapiastidico a través de ios carotenoides y teniendo asi un
pape] indirecto en este fenómeno.

Uno de ios efectos más importantes producidos por ias
temperaturassupraóptimas es e] b1anqueamiento permanente de
Euqtena, existiendo discrepancias entre ias diferentes cepas en
cuanto a 1a respuesta a1 mismo.

Brawermany Chargaff (1960 ) estudiaron-e] bianqueamien
"to por temperaturas eievadas en E. gnaciiia Z, cepa de "alta
temperatura". Estos autores encontraron que 1a pérdida de 1a cg
pacidad para sintetizar c10rofi1a estaba íntimamente reïaciona
da con 1a velocidad de muitipïicación ceïuiar.

NOIken et a1 (1955) indicaron que 1as temperaturas eïe
vedas producían 1a remoción de] magnesio de ia ciorcfiia y su
transformación en feofitina.
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V. INHIBIDORES DEL CRECIMIENTO Y DEL METABOLISMO

V.1. Antibióticos

En un exceiente trabajo, Schmidt y Lyman (1976) descri
bieron ïos efectos de una variedad de compuestos en Eugfiena. En
e] mismo, se encuentran detaïïados los modos de acción y 1a es
pecificidad de numerosas drogas respecto a 1a sintesis de DNAy
proteinas en citopiasma, mitocondrias y c10rop1astos.

Ebringer (197], 1972 a) seieccionó un gran número de an
tibióticos y estudió 1a sintesis de ciorofiïa, e] b]anqueamien—
to ceïuiar y 1a muerte de Eugfena por efecto de ios mismos.

Existen tres drogas extensamente estudiadas: 1a estreptg
micina, e] c10ramfenico1 y 1a cicioheximida.

V.].]. _s}reot0micina

Este antibiótico produce un blanqueamiento permanente de
Eugtena y ha dado origen a una variedad de cepas ampiiamente u
tiiizadas en 1a actuaiidad.

Ebringer et a] {1970} y Freyssinet (1977) informaron re
cientemente re5u1tados de ias efectos de 1a estreptomicina en
Eugtana, ios cuaïes son consistentes con SU mecanismo de acción.

Sin_embargo, todavia no está totaimente comprobado que
1a estreptomicina afecte 1a sintesis de] a-tocoferoi, metaboïi
to que se encuentra normaïmente en cioropiastos de Eugiena
(Prigretti, 1973).

V.1.2. Cioramfenicql

Este antibiótico de ampïio espectro, aumenta ligeramente
1a proporción de céïuïas blanqueadas de E. gnac¿t¿¿ e inhibe e]
verdeo de Eugficna etioiada (Aaronson et a1, 1967).

Se requieren concentraciones e1evadas (1-2 mg/mi) para
inhibir e] crecimiento de Euglena en un medio con peptona (Pogo
y Pogo, 1965), mientras que en uno definido se necesitan concen
traciones menores para producir e] mismo efecto (de Kioet, 1966).



E1 cioramfenicoi afecta 1a sintesis proteica tanto en m1
tocondrias comoen cioropiastos (Stewart y Gregory, 1969).

Hovenkamp-Obbemay Stegwee (1974) observaron que 1a pre
sencia de este antibiótico inhibia 1a sintesis de ias enzimas

_ribuiosa-difosfato carboxiiasa y NADP-g]iceraïdehido-3-fosfato
'deshidrogenasa.

V.1.3. gicloheximidg

La cicioheximida, antibiótico tóxico para todos ios eu
cariotas, actüa sobre Eugtcna inhibiendo 1a sintesis proteica
(Umezawa, 1964).

La feniiaianina-tRNA sintetasa existe en Euüign: en tres
formas independientes: citopiasmática, mitocondria] y cioropiáí
tica. Los efectos de 1a cicïoheximida sobre 1a actividad de es
tas enzimas son muy compïejcs y Spare et a1 {1978? concinyeron
que e] anáiisis de] contro] de 1a sintesis de estas enzimas no
era simpie.

La cicïoheximida inhibe totaimente las RNApoiimerasas
especificas de 1a sintesis de] RNAribosomai citopiasmático, sg
giriéndose un origen citopiasmático para estas enzimas, ias cua
ies-expresarian Su actividad donde se sintetiza el RNE{Ledoigt
y Caivayrac, 1974).

Ben-Shau] y Ophir (1970) encontraron que eSta droga redg
cia e] número de ti1acoides por cioropiasto. En céiuias en ver
deo, 1a cicioheximida inhibe 1a división ceiuiar pero afecta
sóic parciaimente e] desarroiio de ios cioropiastos. Estos autg
res conciuyeron que bajo estas condiciones, ei máximoef cto de
1a droga se debia a1 origen citopiasmático de] sistema membrang
so de ios cioropiastos, siendo secundaria 1a acción sobre 1a sin
tesis de ciorofiia.

Evans (1971) deSCubrió en Eugtena que 1a cicicheximida
poseia un efecto adiciona], independiente de 1a sintesis protei
ca. Este antibiótico inhibe 1a captación de giucosa y de 2,4-di
nitrofenoi debido posibiemente a efectos sobre e] transporte a
través de 1a membranaceiuïar, por variación de] gradiente de
pH a 10 iargo de ia misma o por acción sobre 1a membrana en si.

E1 cioramfenicoi y 1a cicioheximida bloquean 1a sintesis



proteica de ios ribosomas 70 S (cioropïástñcos)y 805 (citop1as
máticos) respectivamente. Debidoa esta especificidad, se utiïi
zan frecuentemente para estabiecer e] sitio de sintesis de una
proteina especifica. Existen numerosos trabajos que recopiian
datos acerca de este tema, siendo ios más actuaies ios de
Davies y Merrett (1975); Lord et a] (1975); Woodwardy Merrett
(1975) y Matson y Kimura (1976).

V.1.4. Puromicina

La puromicina, como e] cioramfenicoi, es ampiiamente uti
1izada comoinhibidor de sintesis proteica, actuando probabie
mente como un anáiogo de ios grupos aminoaciios, en e] RNAde
transferencia (Goldberg, 1965).

Segün trabajos preiiminares de Seisky (1964), este anti
biótico no afecta e] verdeo de Eugicna, en un medio neutro.

'ï o
n-I

n (JI Actinomicina D

A1165 concentraciOnes de eSte antibiótico (10 ug/mi) in
hiben ia incorporación de nucieótidos tritiados en e] DNAciorg

ïico, en ciorop1a5tos aisiados oe Eugtena (Scott et a],

O'Donneii-Aiveida (1968) estudió 1a variedad de efectos
que produce esta droga en E. gnac¿L¿¿ cuando se añade directamen
te a1 medio de cuitivo en concentraciOnes de hasta 2.pg/m1.Después
de 6 horas de exposición, e] metaboiismo ceiuiar se reduce mieg
tras que 1a división ceiuiar se detiene compietamente en un 30%
de ias céiuias tratadas con 1a mayor concentración.

Dentro de ias 2 a 6 horas, 1a división nuciear se detiene,
principaimente en 1a profase o en ia anafase temprana.

La actinomicina D, cuya acción consiste en bioquear 1a
sintesis de] RNA,no tiene efecto sobre e] materia] nucieoiar
pre-existente y 1a cromatina pero previenen 1a acumuiación de
dicho materia].

Bovarnick et a1 (1969) observaron que eievadas concentra
ciones de actinOmicina D (45 pg/mi) bioqueaban 1a sintesis de
ciorofiia en Euglena.



V.1.6. Antimicina A

E1 tratamiento de mitoc0ndrias aisiadas de Eugtena con
Antimicina A reduce especificamente 1a concentraciónde cito
cromos tipo b.

La ve1ocidad de respiración de céïuïas intactas de Eugkg
na disminuye a ios pocos minutos de 1a adición de 1a Antimicina
A (0,5 mymi) a1 cuitivo; e] aumento exponencia] en e] número de
céiuias se detiene pero iuego de una fase 1ag de 20 horas, e]
crecimiento se reanuda debido a un proceso de adaptación (Shar
piess y Butow , 1970 b). La veiocidad de desarroiio en presencia
dei inhibidor depende de 1a fuente carbonada (Sharpiess y Bu
tow, 1970 a); con etanol, puede iiegar a ser de] orden de 1a vg
iociaec controï.

A ias pocas h0ras de exposición a ia antimicina A, se
observan mitocondrias gigantes; mediante cuitivos subsiguientes
en ausencia dei inhibidor se recupera rápidamente ie respira
ción ceiuiar y reaparecen ias mitocondrias normaies (Caivayrac
y Buzón, 197]).

Caivayrac y Ciaisse (i973) identificaron un citocrOmo
nuevo: cit 556, cuya sintesis cesa con 1a adición de antimicina
# y a: se recuaera a1 iniciarse ei Crecimiento posteriOr a ia
adaptación.

V.1.7. fiiomiCina

La miomicina parece tener poco efecto en céiuias verdes
de Eugácna crecidas heterotróficamente a 1a 1uz, a pesar de que
se encuentra 1evemente inhibida 1a sintesis de cïorofiia. Sin
embargo, en corto tiempo comienzan a aparecer coïonias bianquea
das y después de 5 dias de exposición, e] bïanqueamiento es to
ta]. La microscopiade fïuorescencia indicó una degeneración de
Ios piástidos; Fasuio et a1 (1976) confirmaron 1a desintegración
de ios mismos por miCroscopia eïectrónica, observando en este
caso nücieos y mitocondrias normaïes.

Vannini et a1 (1978) postularon que eSLe antibiótico
actuaria comoun inhibidor de 1a sintesis de proteinas en ribo
somas cioropiástidos.



No se detectó clorofila en céïuias b1anqueadas por creci
miento continuo en presencia de miomicina.

V.1.8. Lincomicina

La 1incomicina ( 2 mg/mi) no afecta e] crecimiento hetg
rotrófico de England a 1a 1uz; sin embargo, 1a mayoria de 1as
céïuïas se bïanquean, y esta acción es irreversib1e (Stewart y
Gregory, 1969).

Ebringer y Foïtinova (1976) estudiaron e] efecto de con
centraciones menores de 1incomicina yide los 7-halo y 7-0xi de
rivados. A pesar de que no aparecieron colonias b1anqueadas a
una concentración de 500 ug/m] de lincomicina, empieando
1.500 ug/m] e] bianqueo fue tota]. Los 7-ha1oderivados reSuïta
ron ser más efectivos en dicho proceso y aïgo más tóxicos para
EuQLCnaque 105 7-oxiderivados.

Freyssinet (1977) observó un pequeño efecto en 1a capta
ción e incorporación de carbonato, 1eucina y suïfato, en pre
sencia de 1incomicina ( 2 mg/mi). Sin embargo, enpreparacio
nes iibres de céïuias, con una concentración 20 veces menor de
inhibidor, 1a iincomicina inhibe 105 cïoropïastos y ios ribosg

s :iorsasasticos, con poco efecto sobre se actividad de ios
ribosomas citopiasméticos.

V.1.9. Rifamgicina

La rifampicina no tiene efecto sobre e] crecimiento de
Eugtcna en medio de pH neutro, en iuz u OSCUridad (Ishida et
a1, 1973 a,b), pero inhibe 1a incorporaciónde uraciios en forma
equivaïente en ambas condiciones (Ishida et a], 1973 b).

En medios neutros o acidicos, 1a rifampicina no afecta
ia sintesis de ciorofiia (Theiss-Seuberiing, 1973), 91 creci
miento ce1u1ar y 1a sintesis de RNAsa1vo que se 1a añada en
forma conjunta con dimetiisuïfóxido (DMSO)(Brown et a], 1969).

La rifampicina (20 ug/m1) con DMSO1% ejerce una profun
da acción sobre 1a estructura de Eugfena: aparición de cïoro
plastos irreguïares y mitocondrias segmentadas con apariencia
vacuoiar.



V.1.10. fligericiga

La nigericina es unionóforocuya acción primaria es esti
muiar e] intercambio transmembrana de protones y metaies aïcaii
nos. Sin embargo, en Eugtena estos efectos parecen diferir.
Evans (1971) informó que 1a nigericina (1,4 uM) producía un de
Crecimiento en los poïirribosomas con un aumento concomitante
de] número de ribosomas libres, no afectando e] desarroiio de
ios c10rop1astos ni 1a respiración.

A esta baja concentración, 1a nigericina inhibe 1a cap
tación de glucosa y de 2,4-dinitrofeno].

V.1.]1. Mitomicina

La mitomicina interactúa con e] DNAce1u1ar, produciendo
un'cross-iinking de] mismo.

Las mitomicinas A y C presentan unaaita afinidad por e]
DNAnuciear de EugLena y son tóxicas a bajas concentraciones.
Otros derivados (B, N-meti] o porfiromicina) no son tan tóxi
cos pero producen b1anqueamiento ceiuiar (Ebringer et a], 1969).

V.2. Agentes antitumora1es

Se ha estudiado también 1a sensibiïidad de ias cé1u1as
de Eugtena a ciertos compuestos citotóxicos de gran interés co
molos agentes antitumoraies.

En un medio definido a pH 3,5, E. gñacitáa es sensibïe
a ametopterina, azoserina, 6-mercaptopurina, anfotericina B y
6-diazo-5-oxo-L-nor1eucina pero no a 8-azoguanina.

No ejercen sobre eïïa ningún efecto los siguientes com
puestos: myieran, coichicinay cortisona; sin embargo, 1a 5-f1uog
nicotinamida es tóxica.

La inhibición producida por e] agente antitumorai hada
cidina (ácido N-formi1-hidroxiaminoacético) es contrarrestada
por adenina y aspartato (Mego, 1964).

Euglena es insensibie a 1a peniciiina mientras que 1a
tirotricina y 1a patuiina re5u1tan drogas tóxicas Cuandose en



sayan en un medio que contiene peptona y acetato.

Otro agente antitumora], 1a hidroxiurea, a concentracio
nes de 0,02 a 0,035 M inhibe en un 50% 1a sintesis de 1a ciorg
fiia y 1a división ceiuiar, en E. gnacáiió Z crecida en 1uz u
oscuridad, siendo 1a sintesis de DNAmás sensibie que 1a de
RNAy 1a de proteinas (Buetow y Mego, 1967).

V.3. Anáiogos de'ias purinas x pirimidinas

Eugtena puede captar de] medio de crecimiento timina y
timidina, pero no uridina y citidina. Las céiuias verdes incor
poran más timidina que ias bianqueadas (Sagan, 1965). Esto evi
denciaria 1a presencia de un sistema de transportepara nucieó
sidos asi c0motambién para ias bases iibres.

Sagan (1965) observó que Eugtcna también puede captar
guanina y adenina.

E1 S-fiuoruraciio, análogo efectivo de ias pirimidinas,
inhibe e] enverdecimiento de E. gaac¿L¿¿ Z siendo revertido este
efecto por uraciio (Evans y Smiïiie, 1962). La inc0rporación de
br0mouraciio da origen a mutaciones piástidas (Scher y Coiiinge,
1965).

Evans y Smiiiie (1971) estudiaron ios efectos de] 5-f1uog
uraciio sobre 1a sintesis de ciorofiia y 1a actividad enzimáti
ca citooiasmática, en céiuias etioiadas expuestas a 1a iuz. Es
tos aut0res haiiaron que e] tratamiento con este compuesto 48
horas antes de 1a transferencia a 4a 1uz, no tenia efecto sobre
1a sintesis de ciorofiia. Sin embargo, 1a exposición a] 5-fiuoL
uraciio, a 1a iuz, produce una inhibición en 1a sintesis de
ciorofiia y de cit c.

La actividad de ias enzimas citopiasmáticas continúa en
aumento durante las primeras 12 horas de exposición a ia 1uz,
para iuego disminuir a1 aceierarse iasintesis de ios cloropias
tos (¿Laura 5.1.). Los autores Sugiririeron que dicho decreci
miento se deberia a 1a hidróiisis de ias proteinas citopiasmáti
cas que proveerian aminoácidos para 1a sintesis de ias proteinas
cioropiásticas.

La 8-azoguanina no tiene efecto sobre Eugfena (<ahn y
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Bïum, 1965). Dicha insensibiiidad no se puede exp1icar por fa]
ta de 1a guanina pirofosforiiasa, ni por una disminución de 1a
permeabiiidad ni por degradación de] compuesto, ya que se ha
comprobado que céïuias de Eugtena convierten guanina, adenina,
hipoxantina y 8-azoguanina en ios nucïeótidos correspondientes
y además pueden incorporar 8-azoguanina en su RNA.

La 6-mercaptopurina y numerosos_benzimidazoies compiten

con 1a vitamina 812 en e] crecimiento de Eugfiena, en un medio
que contiene 1a cantidad minima necesaria de vit B 2 para e] de1

sarroiio (Epstein y Timmis, 1963). Aün no se conoce con exacti
tud si estos anáiogos compiten con 1a parte dimetii-benzimida
zo] o deoxiadenina.

V.4. Desacopiantes e inhibidores de 1a fosforiiación oxidativa

E. gnathia puede adaptarse reversibiemente a1 crecimien
to en presencia de 2,4-dinitroieno] (DNF). Las céiuias reSuitan
tes difieren sóio en pocos aspectos con respecto a ias no-adap
tasas (hann, 1973). {Sta adaptación no invoiucra una mutación
ya cue una gran parte de 1a pobiación ceiuiar tota] se adapta
y aqueiia desaparece a] removerse e] DNF. Las céïuïas adaptadas
pierden e] contro] resoiratorio.

En un trabajo posterior, Kahn (1974) observó 1a resisten
cia de Eugtena adaptada ai crecimiento en presencia de DNF, a
Otros desacopiantes o inhibidores de 1a fosforiiación oxidativa
carbonii-cianuro, m-ciorofeniihidrazona, oiigomicina, tri-n-bu
tiiciorotina y 1,7-hexaf1uoro-2,6-dihidroxi-2,6-bis (trifiuoro
meti13-4-heptanona ("1799"). Kahn (1974) concluyó cue esta adaE
tación se deberia a una modificación en e] camino deia fosfori
1ación oxidativa o a 1a formación de una membrana mitocondria]
aiterada impermeabie a numerosos desacopiantes e inhibidores.
Kahn y Mc Conneii (1977) demostraron que esta adaptación no
involucraba una sintesis preferencia] de nUEVasproteinas mito
condriaies de membrana pero observaron un daño a nive] de] sis
tema de transporte de ios azúcares y aminoácidos ceiuiares.



V-5. MELPLSE‘E

Una vez que E. gnaciita Z ha sido adaptada a crecer en
un medio simpie con giucosa, puede desarroiiarse en presencia
de 020. Las céiuias que se forman en estas c0ndiciones, son
más cortas y anchas y tienen menor número de cioropiastos
(Mandevilie et a1, 1964). Aparentemente,e1 deuterio actuaria cg
mo un soivente hidrofiïico, disminuyendo 1a protonación de a1
gün sitio activo en 1a cadena respiratoria (Tyier y Estabrook,
1966).

V-6-¿Litielamim

EStos compuestos son agentes aibinizantes per su toxic
dad no tiene porqué estar reiacionada con este efecto.

Tong et a] ‘1965) observaron queaigunas iineas de gn:
c¿5¿a var. bacáita¿¿ó aibinizadas con piribenzamina y Crecïdas
en un medio con peptona y extracto de ievadura, poseían una via
biiidad disminuida. Sin embargo, Zanaisky et a] (1962) ODSEFVE
ron que cepas bianqueadas con las antihistaminas tripeiinamina
y pirriiamina, en un medio definido, no mostraban aiteraciones
en su viabiiidad.

V.7. Pesticidas

Moore (1970) estudió e] efecto de ios pesticidas sobre
e] crecimiento y 1a sobrevida de E. gnacitta Z.

E1 Nabamresuitó ser el pesticida más tóxico para eSte
microorganismo. Su efecto 1eta1 no podia prevenirse por 1a p e
sencia de cationes divaientes.

E1 Nabamy e] Vapam inhiben 1a fotosíntesis y e] creci
miento en un grado mayor que e] maration y e] paration.

Concentraciones de 10 ppm de Paration, Vapam o Nabam no
afectaban 1a respiración durante un periodo de 80' en presencia
de 0,0] M de gïucosa.



V.8. DCMU

z La (3«(3,4-dic10rafeni1)-1,i-dimetiiurea) (DCMU)inhibe
1a sintesis de cïorofiia pero no e1 desarroiio de ios cioropiaí
tos.

Los subcuitivos sucesivos en presencia de DCMUoriginan
en un periodo de 10 semanas, céiuias de Eugfienq resistentes a1
DCMU.En estas céiuïas adaptadas se observa una aparición de
cïoropiastos casi norma], un incremento en 1a proteina ce1u1ar
y una disminución de] paramiion (Calvayrac et a], 1979 a). Es
ta resistencia se mantiene indefinidamente en ausencia de DCMU,
sin existir evidencias de reversión (Caivayrac et a1, 1979 b).
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VI. METABOLISMO RESPIRATORIO

V1.1. Introducción

Comoya hemos mencionado anteriormente, Eugtena puede
crecer en una amp1ia variedad de condiciones como fotoautótrofa
o comoheterótrofa en presencia de acetato, succinato, etanol
y glucosa.

E1 desarroïio deios cioropiastos se encuentra inhibido
en céiuias de EugZena crecidas en continua oscuridad y en 1a
actuaïidad, se dispone de una serie de mutantes que contienen
cioropïastos deficientes o que son incapaces de formarios.

Por estas razones se ha eïegido a Eugiena como un orga
nismo experimenta] para 1a investigación de] metaboiismo respi
ratorio y fotosintético. La mayoria de 10s estudios enzimáticos
en este organismo se ha realizado con enzimas invoiucradas con
ios procesos antes mencionados.

V1.2. Enzimasde] metaboiismo resoiratorio

En esta sección se inciuyen aqueiias enzimas que cataïi
:an Ea sintesis y ruptura de ios carbohidratos, ias que eszán
invoiucradas en ios cicios de Krebs y de] giioxiiato y en Ias
reacciones respiratorias de transferencia de eiectrones.

V1.2.1. Sintesis y ruptura de ios poïisacáridos de reserva

E1 principa] carbohidrato de reserva es e] paramiïon, c5
ya estructura quimica es 1a correspondiente a un 8-],3-91ucano.

Marecha] y Goidemberg (1964) aislaron de Eugtcna 1a enzi
ma uridina difosfato g]ucosa-B-1,3-giucan B-3-gïucosi1transfera
sa o B-I,3-giucan sintetasa (Paramiion sintetasa), que cataliza
1a siguiente reacción:

n UDP-giucosa á (B-i,3-g]ucosi1)n + n UDP

(reacción 1)



Generaimente, las enzimas invoiucradas en 1a sintesis de
carbohidratos de reserva (aimidón y glicógeno) son insoiubies y
se ha11an unidas a membranas asociadas con e] mismo poiisacári
do. Sin embargo, 1a 3-1,3-gïucan sintetasa de Euglena no parece
estar asociada a ios gránuïos de paramiion. Otra caracteristica
poco comün de esta enzima de Eugfcna es que no requiere de un
"primer" para ejercer SU acción, como sucede en piantas superig
res donde esta actividad necesita de 1a presencia de D-gïucosa
o de ciertos D-giucósidos c0mo iniciadores de 1a reacción (Feig
gold et a1, 1958).

Las cé1u1as que acumuïan grandes cantidades de paramiion
presentan también una e1evada actividad de esta sintetasa. Ade
más e? contenido de aeramiion en cé1u1as crecidas a 1a 1u2 es
menor gue ei de ias desarr011adas en OSCUridad y correspondien
temente 1a actividad de 1a Sintetasa está disminuida en las pri

sta diferencia se deberia según aïgunos autores, a 1a
existencia de un inhibidor de 1a giucan sintetasa.presente en

En ex:rac::s iibres de céiuïas de Eugtcna, también se ha
detectado 1a e-I,3-giucanohidro]asa (Fe11ig, 1960; Tocher, 1962;
Meeuse, 1964), 1a cua] 1ibera giucosa a partir de] 3-1,3—gïuca
no y cuya función seria posibïemente 1a utiïización de] carbohi
drato de reserva.

Vogeï y Barber (1968) nurificaron una enzima de Eugficna,
que era capaz de degradar e] paramiion a residuos glucosa. Es
tos autores denominaron a esta enzima 1,3-91ucanasa y encontra
ron que 1a misma se ha11aba fuertementeunida a1 sustrato (para
miïon) 1iberado mediante hidróïisis básica pero no a ios gránu
105 intactos. Su actividad especifica se dupïica a1 11egar ios
cu1tivos a 1a fase estacionaria, en 1a cua] comienza 1a utiïiza
ción de] carbohidrato de reserva.

Otra de ïas enzimas aisiadasde Eugfcna es 1a ¿-1,3-01igg
giucano: ortofosfato giucosiïtransferasa (1aminaribiosa fosfori
1asa) que cataïiza 1a siguiente reacción:

3-0-5-D-g]ucopiranosii-D-gïucosa (1aminaribiosa) + ortofosfato
z gïucosa-i-fosfato + D-gïucosa

(reacción 2)



Esta enzima fue purificada por Goidemberg et a] (1966),
quienes propusieron que e] mecanismo de acción erasimi1ar a1 de
ias maitosa y ceiobiosa fosforiiasas, en cuanto a que no se forma
ba un compiejo intermediario gïucosiI-enzima sino que la reac
ción ocurria por un simp1e despiazamiento.

También han sido detectadas en Eugfiena 1a UDP-giucosa
pirofosioriiasa y 1a fosfogiucomutasa (Smiliie, 1963).

VI.2.2. Giicoiisis

En extractos de Eugkena se ha confirmado 1a presencia de
todas ias enzimas dei camino de Embden-Meyerhof-Parnas; sin em
bargo sóio unas pocas se han estudiado en detaiie.

La hexoquinasa, que cataiiza 1a siguiente reacción:

giucosa + ATP z eiucose-ó-fosfato + AEPa

(reacción 3)

e fosforiiar tanto 1a giucosa exógena como Ia p oveniente de
s 1 z, 1962;

ue Sucede en

D d

1a hidrólisis del giucano de reserva (Bei ky y Schu
P y Rittenberg, 1962). F di‘erencie
piantas Superiores, 1a hexOQuinasa de Eugtena no está asociada
a mitocondrias.

Rutter (1964) distinguió 1a presencia de dos tipos de
fructosa-1,6-difosfato aidoiasas (ciase I y ciase II), ias
cuaies mostraban caracteristicas molecuiares y mecanismoscata
iiticos diferentes. La aidoiasa ciase 1] contiene un meta] di
vaiente esencia] para su actividad; se inhibe por queiantes y
requiere 1a presencia de reactivos suifhidriiicos para su máxi
ma actividad. La Aidoiasa ciase I muestra una actividad aprea
ciabie con fructosa 1-fosfato mientras que 1a de 1a ciase II
es más especifica para 1a fructosa 1,6-difosfeze. Tambiénexis
ten diferencias en sus pesos moiecuiares y en SUSconstantes de
sedimentación.

Es interesante señaiar 1a distribución fiiogenética de
estas dos aïdoiasas. La ciase 1 se encuentra en animaies, pian
tas y protozoos mientras que 1a ciase I] se haiia en hongos, 1g
vaduras, bacterias y aigas azules. Sin embargo, Eugtena gnathLb



y Chlamgdomanaa nc¿nhand¿ poseen ambas clases de aidoiasas.

Se ha tratado de establecer cuái ae ias dos es 1a activa
durante 1a giicoiisis. Asi, mediante variaciones en ios nive
1es de ambas enzimas como respuesta a un crecimiento bajo dis
tintas condiciones ambientaies, se Sugirió que 1a aidoiasa cia
se I estaria invoiucrada en 1a fotosíntesis mientras que 1a de
1a ciase II perteneceria a ios procesos de giicóiisis y gïuc0neg
génesis.

Price (1962) demostró 1a presencia de dos iactato deshi
drogenasas en extractos de Eugkcna: una soiubie, NAD+dependien
te y otra particuiada cuya actividad se encontraba significati
vamente disminuida en deficiencia de Zn.

V1.2.3. Caminooxidativo de ias pentcsas

En Euglena, se haiian presentes todas ias enzimas de es
te camino, pero aün se sabe poco acerca de sus propiedades.

V1.2.4. icio de Krebs

Las enzimas pertenecientes a este cicio también han si
do encontradas en fingiena. Buetow y Buchanan (1965) haiïaron que
fracciones mitocondriaies de este microorganismo podian 11evar
a cabo ia fosforilación de] AD? acopiada a 1a Oxioeción de ics
intermediarios de] cicio de ios ácidos tricarboxiiicos (ATC).

V1.2.5. Giuconeg_enesis

Tanto ias céiuias verdes como las bianqueadas de Eugfena
poseen 1a enzima fructosa-i,6-difosfatasa, que exhibe su máxima
actividad en un pH cercano a ia neutraiidad. Esta enzima, deno
minada comofructusa-1,5-difcsíatasa neutra, tiene un ro] anáig
go a] de 1a fructosa-1,6-difosfatasa alcaiina de higado (Smiiiie.
1960).

V1.2.6. Asimiiación de acetato y cicio de] giioxiïato

Comoocurre en numerosos microorganiSmos capacesde Crecer



en presencia de acetato como única fuente de carbono, también
en Eugtena e] cicïo de] giioxiiato provee una via para 1a asi
miïación de dicho Sustrato (Danforth, 1961).

En Eugflena se ha demostrado 1a existencia de dos enzimas
importantes de este cicïo: 1a isocitrato 1iasa y 1a maiato sin
tetasa. E1 crecimiento en acetato no es un requerimiento esen
cia] para 1a formación de 1a isocitrato 1iasa,'ya que también
se 1a enCUentra en céïuïas crecidas con etano] (Haigh y Beevers,
1964) y no se detecta en cambio, en cé1u1as desarro11adas auto
tróficamente.

Las demás enzimas dei ciclo de] gïioxiïato forman parte
de] cicïode Krebs, a] cua] ya nos hemos referido.

E1 acetato penetra enel cic1o de] gïioxiiato c0m0 un
derivado de 1a CoA, obtenido por acción de 1a acetato tioquina
sa, según:

acetato + AïP e CoA= acetii-CoA ó AHF+ piroíosfato

, - v¡reacc10n 4)

Berg (1956) eSIudió e] mecanismode acción de esta enzima
en 1evaduras y en base a estudios con reacciones de intercambio

y con aceziiadeniiato sintético, propuso ios siguientes
pasos:

acetato + ÁTP * acetiiadeniïato + pirofosfato

(reacción 5)

acetiïadeniiato + CoA = acetiï-CoA + AMP

(reacción 6)

Evidencias expe ¿Lentaïes obtenidas por Abraham y Bachha
(1wat (1962) y Ohmann

también actuaria via e] i termediario acetiiadenilato.

r 'I'i

964) indicaron que en Eugtana esta enzima



VI.2.7. Iransferencia de eiectrones ep mitocondrias

Buetow y Buchanan (1965) encontraron que fracciones par
ticuiadas que contenían mitocondrias de Eugiena, eran capaces
de 11evar a cabo 1a fosfori1ación oxidativa.

Por ciertas caracteristicas, e] caminode transferencia
de eiectrones en Eugflena parece diferir de ios haiiados en 1e
vadurasy mitocondrias de múscuio cardiaco. E1 cianuro (1 mM)
inhibia 1a respiración de Eugiena mientras que e] C0 a concentra
ciones e1evadas (95%) poseia sóio un efecto 1atera1 (Perini et
a], 1964 a, b).

V1.2.7.1. giígcromo 55g

En extractos de Eugtena crecida en oscuridad, Gross y
NoikEn (1960) detectaron por primera vez 1a presencia de un
citocromo c0n un máximo para 1a banda o a 556 mu.

Perini et a1 (1964 a) señaïaron que a pesar de que 1a
banda o se hallaba centrada a 556 mp, e] pico no era simétrico,
encontrándose e] máximo a 558 mu y existiendo un hombro a
554,5 m1...

E1 ci: 556 no participa en 1a fotosíntesis pero está cia
oramente asociad con e] mecanismo respiratorio.

La adición de succinato o acetato a unaSuspensión ceiu
iar produce una reducción espectroscópicamente medibie de] cit
556, 1a cua] puede revertirse aereando 1a su5pensión.

La identificacióndeicit 555 c0mo un cit tipo c es aún
especuïativa.

VI.2.7.2. Citocromo tipo a 605

Eugflenacontiene otro cit invoiucrado en 1a respiración,
cuyo grupo prostético es un hemo a (Perini et a], 1964 a). Su
concentración ce1u1ar es simiiar aproximadamente a 1a de] cit
556 y muestra absorción máxima en 1a forma reducida, a 605 m;
(banda u) y a 442-444 mu (banda y). Es reducido ¿n utvo por
succinato y este efecto desapareceen presencia de cianuro 0,5 mM.



V1.3. Transferencia de e1ectrones y fosforiiación oxidativa

La respiración es unproceso de "asimiïación oxidativa"
(Griffiths, 1965), en e] cua] un ünico Sustrato Orgánico prOe
vee de carbono y energia para e] crecimiento.

Existen evidencias que señaïan 1a presencia de cuatro
pigmentos citocrómicos en Eugtena: cit,c 552, cit tipo c 556,
cit b 561 y cit tipo a 605. De estos cuatro, sóiamente dos son
considerados como componentes de] sistema de transporte e1ectrg
nico respiratorio, dado que e] cit c 552 y e] cit b 561 están
ïocalizados en ios cioropïastos y no se encuentran presentes en
cepas no fotosintéticas o en céiulas de Eugtcna crecidas en os
curidad (Perini et a1, 1964 a, b; Noïken y Gross, 1963; Smilïie,
1963).

Loscit's tipo a y c difieren en sus propiedades de ios
citE depïantas superiores, mamiferos y aün de otras aïgas ver
GES.

Buetow y Buchanan (1964, 1965) estudiaron 1a fosforiïa
ción oxidativa acopïada a 1a transferencia eïectrónica, en mitg
condrias aisïadas de Eugkena. A pesar de que éstas son capaces
de fosforiïar, e] acopie no es fuerte; eso significa que 1a oxi
dación de los sustratos y ia transferencia de eiectrones a! 0;
ocurre a 1a misma ve1ocidad, esté o no bioqueada 1a fosforiïa
ción por ausencia de un aceptor de fosfatos.

En otros organismos, e] acopïamiento fuerte entre ambos
procesos juega unro] sumamente imp0rtante en 1a reguiación de]
metabolismo respiratorio (Lehninger, 1964), Iimitando 1a veio
cidad de consumo de sustrato con respecto a Ia veïocidad a 1a
cua] e] aceptor de fosfatos es 1iberado por reacciones que con
sumen energia.

Si 1a pérdida de ta] acopïamiento es una caracteristica
de 1a mitocondria de Eugiena ¿n u¿uc, asi como también ¿n ui
zno, este mecanismodecontro] preSumib1emente no estaria presea
te o no seria necesario para e] metaboiismo reguiatorio de este
microorganismo.

Los efectos de] 2,4-dinitrofeno], amita], antimicina A y
rotenona sobre 1as mitoc0ndrias de Eugfena son semejantes a 10s
haiïados en dichas organeïas de p1antas superiores y animaïes,



esto Sugeriria que a pesar de ias diferencias existenzes, ei
sistema de 1a fosforiïación oxidativa en eugienoides posee a1
gunas reacciones en comúncon ios organismos muïticeiuiares.

V1.4. Vias de oxidación Xiasimiiación oxidativa

En 1a Figura 6.1. se encuentran ias vias metabóiicas in
voiucradas en 1a asimiiación oxidativa. Con muy pocas excepcig
nes, todas ias enzimas responsabies de estas reacciones se ha
11an presentes en Euglena. Es conveniente considerar estas reag
ciones como integrantes de tres caminos funcionaies: Oxidación
de carbohidratos de reserva (paramiion), oxidación desustratos
de bajo peso moïecuiar (acetato, etanol, intermediarios de] ci
cio de Krebs) y asimiïaciónde Sustratos de bajo peso moieCUiar.
Estos tres caminos funcionaïes pueden esquematizarse según:

carbohidratos
L I

acetato

esquem

considerando a] acetato agregado como fuente de carbono (Dan
forth, 1968), donde a, o y r poseen e] miSmosignificado de
1a Fioura 6.1..

Barry (1962) indicó que 10s carbohidratos añadidos exógg
namente eran oxidados a través de] camino de Embden-Neyerhof-Par
nas, por esta misma via se oxidarian también ios carbohidratos
endógenos. E1 piruvato asi formado se oxica p051ericrmente a CC;
vía e] cic1o de Krebs (Hunter y Lee. 1962). Existen dos rutas
posibïes mediante ias cua1es e] piruvato penetraria en dicho ci
cio. Comoen 1evaduras, este compuesto puede decarboxiiarse a
acetaidehido, éste oxidarse a acetato y e] acetato convertirse
en acetii-CoA. Aiternativamente, comoen tejidas animaies, e]



Paramiïon Trehaïosa

Hexosa fosfato

Hexosa dífosfato

Fosfopíruvato

r \ a
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Acetato-—%Ïr r’a’o Oxaïacetatol

a ¡r,a,0
1 fi IIsocitrato a Gïioxí1atoihïa—Ma1áto

rgo a riaïo
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FIGURA6.1.: Posibïes caminos enzimáticos reïg
cionados con e1 metabolismo respi
ratOrio de Eugtcna.
Se considera a1 acetato como un su;
trato exógeno. 5: caminos oxidativos
de reserva; Q: caminos de oxidación
de sustratos; g: vías de asimiïa
ción de Sustratos.



piruvato pude decarboxiiarse oxidativamente a acetii-CoA en
una soia reacción enzimática compieja. En EugÍCna se han detec
tado sólo ias enzimas c0rresp0ndientes a1 camino utiiizado en
1evaduras (Ohmann, 1964).

Cuando e] Sustrato exógeno es e] acetato, éSLe es con
vertido en acetii-CoA mediante una acetato tioquinasa (Ohmann,
1964). En cuanto a1 etano], también seguiria 1a-misma ruta des
pués de su conversión a acetato, mediante 1a a1cohoï deshidro
genasa y 1a acetaidehido deshidrogenasa.Para e] caso de] ace
tato, ios pasos iniciaies de asimiïación de] Sustrato ocurren
pOr 1a via de] ciclo de] giioxiiato, e] cua] convierte dos moig
cuias de acetato en una de 0xa1acetato, siendo e] üitimo decar
boxiiado y fosforiiado para formar fosfopiruraza. iste es arca;
biemente convertido en carbohidratos TEÉÍEZÍEe camino gii::'
tico inverso (Krebs y Kornberg, 1957). Sin embargo, por raZunes
energéticas es imposibie una reversión exacta de 1 g]
por io tanto, existen reacciones aÏIErzatixas rectarida
las tres etapas de] camino giicolitico que involucran ios mayo
res cambios de energia.

Estudios efectuados por Danforth (196?) acerca de 1a dis
tribución de los carbonos de] acetato durante ia asimiiaciór c
xidativa son consistentes con 1a via de asimiiacion de] aceta
to.‘

E1 grado de superposición de eszos :azinos es
ble. E1 cicio de Krebs funciona para 1a oxidación tanto de io:
materiales de reserva comode 105 sustratos. Sus reacciones,
con excepción de dos de e11as, forman parte también de] cicio
de] giioxiiato correspondiente a1 camine de as miiación Ce Sus
tratos.

En forma simiiar, varias de las enzimas giicoiiticas que
funcionan en 1a oxidación de Sustratos, probabiemente también
actúen en 1a asimiiación de 1os mismos.

V1.5. Respiración endógena

En ausencia de Sustrato, Eugtena presenta una reSp.ración
endógena, sugiriéndose entonces e] uso de carbohidratos de reser
va como sustratos endógenos (Danf0rth y Wiison, 1961). Estos



autores presentaron evidencias acerca de que 1as reservas de hi_
dratos de carbOno recientemente acumuïadas y formadas por asimi
lación de Sustrato eran ias primeras en ser re0xidadas mediante
e] camino de oxidación de ios materiales de reserva. Asi, prop!
sieron 1a existencia de una "reserva 1ábi1" constituida por 105
carbohidratos recientemente sintetizados, Ios cuaies se intercam
biarian pero 5610 en forma muy 1enta, con un poo] mayor de "rg
serva estabie". La trehaiosa, carbohidrato de reserva secundario,
formaría parte de 1a "reserva 1ábi1", a 1a cua] también contri
buiria e] paramiion. Dado que éste se distribuye en 1a céluïa
en forma de gránuios densos e insoiubies, es muy posibie que ias
capas Superficiaies de ios mismos sean ias ü1timas en ser sintg
tizadaspero las primeras en ser utiïizadas.

V1.6. Utiiización de sustratos exóuenos

V1.6.i. Consideraciones ceneraies

La caeacided de ios eugienoides de utilizar Sustratos
de carbono y energia es iimiteda y varia

r e ae especies y aún entre c p s

Si bien no existe una expiicación simpie pere esta espe
cificidad en 1a uti1i¿ación de 10s sustratos, es indudable que

ve
__I a permeabiiicad constitu uno de los factOres más importantes
que iimita Ja disponibiïidad de 105 sustratos. Asi, comoresul
tado de diversos estudios Surgió que ios compuestos más rápida
mente utiiizados eran ios ácidos acético y butirico y sus co
rrespondientes alcohoies; 10s ácidos dicarboxiiicos eran rara
mente empieados mientras Que ios tricarboxiiicos no constituían
sustrato para ninguna cepa.

La estimuiación respiratoria es genera]mente.menoren me
dios neutros con Sustratos acidicos, pero se incrementa a medi
da que ei pH disminuye (Hunter y Lee, ¡962) posioienente debido
a que 1as molécuias no ionizadas penetran más rápidamente que
ios iones poiares. A pH's aün menores, ios ácidos débiies son
marcadamentetóxicos. La utiiización de sustratos no iónicos
como e] etano], es independiente de] pH (Eshïman y Danforth, 1964)
pero fuertemente dependiente de 1a concentración.



Todos estos resuitados están de acuerdo con 1a regia ge
nera] de que ias moiécuias pequeñas y débiimente poiares pene
tran más fáciimente 1a membranaceiuïar que aqueiias grandes o
aitamente poiares.

Danforth y Niison (1957) encontraron evidencias de ia
existencia de dos mecanismos de penetración de] acetato en E.
gnac¿i¿¿ var. bac¿€¿an¿¿. E1 primero corresponde a ias regiaï
discutidas anteriormente y e] segundo propone un sistema de trans
porte tipo permeasa, especifico para aniones acetato.

Estas iimitaciones en 1a permeabiiidad constituirian a
daptaciones ecoiógicas a ios habitats aitamente ácidos o ricos
en productos de fermentación (Hutner y Provasoii, 1951).

V1.6.2. Asimiiación oxidatiVa de] etano]

Asi como ei acetato, e] etano] también puede servir como
única fuente de carbono y energia para e] crecimiento de ia me
yoria deios eugienoides.

Las evidencias existentes Sugieren que 1a oxidación de
ias reservas intraceiuiares continúa durante e] mataeoiismo dei
etanol, hecho ya observado en Cuitivos desarroiiados er presen
cia de acetato.

Datos experimentaies muestran que por cada mc‘ de etanol
consumido, se utiiizan 0,97 moies de 02 y se procuceh 6,29 moies
de C02. Esta estequiometria no puede ser expiicada considerando
que todo-e] etano] asimiiado es convertido en carbohidratos. Se
requieren cantidades considerabies de producto más reducido que
ios carbohidratos para baiancear 1a ecuación (Eshiersr y Danfortn,
1964). Existen evidencias de que se 1ibera acetaiderido durante
e] metaboiismo de] etanol, pero ias cantidades promocidas no
son Suficientes para dar cuenta de dicho baiance. formación
de CO2 a partir de etano] es menor que 1a esperada si todo e]
etano] se asimiïara via cicio de] giioxiiato. Asi, si este ci
cio funcionara compïetamente en este metaboiiSmo, ei etanoi di
ficilmente se oxidaria mediante e] cicio de Krebs. Parece ser
que e] cicio de 10s ácidos tricarboxiiicos se haiie detenido du
rante 1a uti1ización de] etano].



V1.6.3. Reiación entre 1a asimiïación oxidativa y e] crecimiento

E1 descubrimiento de que Ios carbohidratos eran práctica
mente ios únicos productos directos de 1a asimiïación de] aceta
to originó serias dudas acerca de] efecto de] proceso de'asimi
iación oxidativa sobre e] crecimiento ceiuiar.

Comoya fue mencionado anteriormente, eÏ acetato puede
servir como única fuente de carbono. De acuerdo con esto, dicho
sustrato debe ser convertido en todos ios constituyentes orgáni
cosen proporción correspondiente a una céïuia norma]. Sin em
bargo, por periodos de hasta 6 horas, durante ei metaboiismo de]
acetato, se forma predominantemente paramiion (Marzuiio y Dan
forth, 1964). Si éste fuera e] único proceso inv01UCrado con e]
crecimiento, ias céiuïas se convertirian en simpies reservorios
de paramiion. Aparentemente, todo e] acetato asimiiado se trans
formaría en paramiion, siendo éste posteriormente uti1izado pa
ra formar otros constituyentes ceiuiares. De a:uerdo con estos
reSuitados, ei materia] para 1a sintesis de preteinas, iipidos,
etc. provendria de la oxidación de ios compuestos de reserva y
n a través de] camino primario de] Sustrato. Si es asi, e] mg
taboiisno primario dei sustrato serie un meterismo de captura
rápida con transformación y aimacenamiento oeï mismo para un uso
'I C 1 '3



REFERENCIAS

Abraham, A. & Bachhawat, B.K. (1962), Biochim. Biophys. Acta
gg, 376.

Barry, S.C. (1962), J. Protozoo]. g, 395.

Beïsky, M.M. 3 Schuïtz, J. (1962), J. Protozoo]. g, 195¿

Berg, P. (1956), J. Bio]. Chem. _gg, 99].

Buetow, D.E. & Buchanan, P.J. (1964), Expt]. Cel] Res. gg,
204.

Buetow, D.E. & Buchanan, P.J. (1965), Biochim. Biophys. Acta
gg, 9.

Danforth, H.F. (1961), J. Protozoo]. g, 152.

Danforth, w.r. (1968), "The Bioïogy of Euglena" Vo] I},
Chapter 2, pp 55-71, (D.E. Buetow, ed.), Academic Press, New
York - London.

Danforth, w.F. & Niison, B.w. (1957), J. Protozoo]. í, 52.

Danforth, N.F. 8 Wilson, B.w. (1961), J. Gen. Microbio]. gg,
951

Eshïeman, J.N. & Danforth, w.F. (1964), J. Protozoo]. ll, 394.

Feingoïd, 0.5.; Neufeïd, E.F. a Hassid, w.z. (3953), J. Bio].
Chem. _g;, 783.

Fe11ig, J. (1960), Science 131, 832.

Griffiths, D.J. (1965), Sci. Progr. (London) gg, 553.

Goïdemberg, S.H.; Marecha], L.R. & De Souza, B.C. (1966), J.
Bio]. Chem. 24], 45.

Gross, J. A. & Wo1ken, J.J. (1960), Science 122, 357.

Haigh, w.G. & Beevers, H. (1964), Arch. Biochem. Biophys. 107,
147.

Hunter, F.R. 8 Lee, J.w. (1962), J. Protozooï. g, 74.

Hurïbert, R.E. & Rittenberg, S.C. (1962), J. Protozoo]. g, 170.
S.H.

try of Protozoa"
Hutner, 8 Provasoïi, L.

(A. Lwoff,
(1951), "Physio1ogy and Biochemií

ed. ), Vo] I, pp 27-128, Academic
Pres, New York.

Krebs, H.A. 8 Kornberg, H. L.
Expt1.Pharmak01. gg, 212.

(1957), Ergeb. Physio]. Bio]. Chem.



Lehninger, A.L. (1964), "The thochondrion" pp. 132-139. Beg
jamin, New York.

Marecha], L.R. & Goïdemberg, S.H. (1964), J. Bio]. Chem. 239,
3163.

Marzu110,_G. & Danforth, w.F. (1964), J. Gen. Microbio].¿fl,
2].

Meeuse, B.J.D. (1964). Basteria gg, 67.

Ohmann, E. (1964), Biochim. Bíophys. Acta gg, 325.

Períní, F.; Kamen, M.D. J.A. (1964 a), Bíochim.
Acta gg, 74.

& Schiff,
Biophys.

Perini, F.; Schiff, J.A. & Kamen, M.D. (1964 b), Biochim.
Siophys. Acta gg, 9].

Price, C.A. (1962), Biochem. J. gg, 6].

Rutter, H.J. (1964), Federation Proc. gg, 1248

Smiïïie, R.M. (1960), Pïant Physioï. 35 (Sunpï), XX.

Smiïïie, R.M. (1963), Can. J. Botany gl, 123.

R.D. (1962), Master's Thesis, Univ.
Hashington.

Tocher,
Scettïe,

of Washington,

Vogeï, K. 8 Barber, A.A. (1968), J. Prozczsa‘. 15

Noïken, J.J. ü Gross, J.A. (1963), J. Protozoo]. 1 ,



CAPITULO VII

METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS

V11.1.

VII

VI].

VI].

VI].

.2.

Introducción

Distintas vías de metaboïización de carbohidratos

Incorporación y utí1ización de hexosas

Gïuconeogénesis

Metaboïismo de]
VII.5
V11.

VIE.
VII.

U1LHU1

.1.
h)

bLu .

. Depolimerízación de]

paramiïon
Función de] paramiïon
Sínïesis de] paramiïon

paramiïon
Contro] de] metaboïismo de] paramiïon



VII. METABOLISMO DE LOS CARBOHIDRATOS

VII.1. Introducción

Los carbohidratos constituyen aproximadamente e] 50%de]
peso seco de 1as céïuias de Eugfiena. Lógicamente, esta propor
ción varia con las condiciones nutricionaïes y Ja fase de cre
cimiento de1 cuitivo. '

Entre 1os hidratos de carbono presentes se ha11a e] poo]
endógenode azúcares, oligosacáridos y azúcares fosforiiados,
pero e1 carbohidrato más importante cuantitativamente es e] pa
ramiïon, encontrado en forma de incïusiones granulares.

Fdemás, en los cioropïastos existen también carbonidra
ctos asoc1adns gaïacto y suïfoïipidos. Por otra parte, ïos prg

s

a

ductos segregado por ios cuerpos muciferos son en gran parte
carbohidratos.

-¡ .Carter y coaaooradOres (1961) aisïaron monogaïactosiï
giiceroï de E. gaac¿¿¿a Z. Este parece haberse formado por dea
caïaciñr :e .n digïicérico cuya estruc1ura correspOnce a 1a
Fioura 7.?La. Los grupos aciïos son derivados de ácidos grasos
de cadena iarga, particuïarmente ácidos poïiinsaturados como
ei ácido c-ïinoïeicc (Huïanicka et a], 1964‘. James y Nichoïs
(7965} encontraron en EugLCnaun digaïactosi1—digïicerido.

r: e:
_ iúnico Suïío side a

(¿A es ei 2,3-diaci1-1-(6-Su1f o

ro] (Rosenberg, 1963) (Fioura 7.1.

Ambosgïicoïipidos se haïïan en mayor cantidad en céïu
n end

¡.E‘las verdes que en etioïadas, encontrándose principaïme
c10rop1astos.

Cramer y Myers (1952) midieron cuantitativamente 1a ca
pacidad de Euglena para crecer en presencia de carbohidratos,
usando un medio esenciaimente autotréíico (Hutner et a“, 1966).
Asi, observaron que E. gnaciflLa var. baciftantó crecia perfectg
mente en g1ucosa a pH 4,5 mientras que 1a cepa Vischer bajo 1as
mismas condiciones, era incapaz de utiiizar 1a gïucosa.

E1 con5umo de giucosa depende de ciertos factOres ambien
ta1es asi como también de 1a cepa usada. De manera que:
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1) un incremento de 1a tensión de C02 a vaiores aproximadamente
de un 5%produce un aumento en e] crecimiento ceiuiar (Huri
bert y Rittenberg, 1962);

2
V ei-pH de] medio es critico; 1a giucosa debe ser utiiizada a

pH 4,5 y no a 6,8 (Huribert y Rittenberg, 1962; Cook y Hein
rich, 1965); '

3) 1a concentración de giucosa es sumamente importante; no exis
te desarroiio a concentraciones menores que 0,2%, pOr encima
de dicho valor, 1a veiocidad de crecimiento aumenta con 1a
concentración de giucosa, hasta %, siendo ésta 1a mayor uti
iizada;

a) ias céiuias crecidas en OSCUridad, en un medio can giucosa
se desarroiïan inmediatamente a1 ser transferidas a un medio
fresco con giucosa, mientras que ias céiuias autotróficas ng
cesitan aproximadamente 10 dias para crecer en un medio con
giucosa en OSCuridad.

No se ha observado desarroiio de Eugácna en rresencia de
igaiactosa, manosa, giicero], manito] y oo] meros de n*:"a:os,

sin embargo, existen aigunos datos acerca de] crecimiento de
ÏuQLcna en sacarosa (Hutner et a], 1956; Beisky, 1957, y en a.
ridón (Hutner y Provasoii, 1951).

ï31.2. Distintas vias de metaboiizeción de carbohidratos

Durante e1.crecimiento fotoautotrófico, ei C02 es 1a
fuente primaria para 1a incorporación de carbono en metaboiitos
ceiuiares y compuestos estructUraies. E] camino de 1a sintesis
reductiva de carbohidratos en cioropiastos, a partir de CC;
será tratado en ei capituio siguiente.

Los eugienoides heterótrofos obligados SOncapaces de in
corporar ei carbono de ácidos grasos y aicohoies de cadenas cor
:as, de ciertos aminoácidos y en aigunos casos de azúcares en
constituyentes ceiuiares, inciuyendo carbohidratos, asi como
también utiiizar sustratos exógenos en procesos energéficamente
positivos. Ei metaboiismo oxidativo de estos Sustratos ya fue
tratado en e] capituio anterior.

Los datos existentes sugieren que en Eugfcna, tanto 1a
hexosa exógena como1a sintetizada autotrófica y heterotrófica



mente se cataboiiza mediante 1a via de Embden-Meyerhof y e] ca
mino oxidativo de 1a pentosa fosfato. Aún no existen evidencias
concïuyentes como para exciuir otros caminos, como 1a via de]
ácido gïucurónico (Landau y Katz, 1965).

VII.3. Incorporación y uti1ización de hexosas

La capacidad de utiiizar hexosas varia según 1as espe
cies y aün 1as cepas. E1 pasaje de estos sustratos y otras mo
]écuias exógenas pequeñas a través de 1a membrana ce1u1ar es
probabïemente un proceso seiectivo y activo (Ciriïio, 1961). Aún
después de haber pasado esta barrera, ias moiécuias serán'meta
boiizadas sóiamente si se haiïan presentes ios sistemas enzimí
ticos apropiados para Su entrada en los caminos metabóiicos in
termedios. Asi, dado e] potencia] genético existen céiuias in
capaces de utiiizar ciertos compuestos, ya sea debido a 1a pér
dida dei sistema de transpOrte necesario en ia membranace1u1ar
o a 1a faita de] sistema enzimático metaboïizante adecuado o
a ambos, pero que pueden adaptarse a1 conSumo de dichos sustra
tos. En e] caso de ias hexosas (en especia] 1a gïucosa), ias
condiciones ambientaies dei cu1tivo pueden infïuir faciiitando
o impidiendo su entrada y utiiización.

Existen evidencias de que aigunas cepas no pueden usar
gïucosa debido a 1a ausencia de1a hexoquinasa (Hutner y Prova
soii, 1951). Ohmann(i963) encontró que una determinada cepa
de E. gnactt¿s era incapaz de uti1izar giucosa o giucosa-i-fos
fato pero si fructosa-1,6-difosfato. Este autor demostró 1a au
sencia de ias enzimas hexoquinasa y fosfofructoquinasa. E] hecho
de que no exista hexoquinasa expïica 1a incapacidad de utiiizar
1a giucosa, pero es difici] de entender 1a ausencia de fosfo
fructoquinasa ya que Eugiena puede utiiizar hexosa-fosfatos en
dógenos.

Numerosos investigadOres (Cramer y Myers, 1952; App y
Jagendorf, 1963; took y Heinrich, 1965) observaron 1a adaptación
de E. gnac¿t¿4 a un medio c0nteniendo giucosa, debido posibie
mente a una inducción de 1a hexoquinasa, 1a cua] fue definida
como "iábii" en ausencia de giucosa (Beisky, 1957). Sin embar
go, no se puede descartar 1a posibilidad de que 1a adaptación
pueda deberse a una sintesis inducida de] sistema de transporte



de 1a membrana ceiuiar.

VII.4. Gluconeoolggsis___¿¡_

Comoyase mencionó anteriormente los euglenoides pueden
crecer en presencia de numerosas fuentes de carbono que no sean
carbohidratos. Los sustratos más estudiados son acetato, etano]
y succinato.habiéndose demostrado que ios mismos se asimiïan
formando carbohidratos (hexosas fosfato y paramiion).

Eugfiena puede crecer también en presencia de ciertos in
termediarios de] cicïo de Krebs y de aigunos aminoácidos que dan
iugar a 1a formación de ios mismos. En 1a figura_z¿g¿ se enCuen
tran todas ias rutas posibies hacia 1a formación de ios produc
tos hexosa fosfatos y.paramiion.

Los pasos que 11evan de fosfopiruvato a hexosafosfato in
VOIUCranIos mismos intermediarios que e] camino gïicoiitico cg
tabóiico, con una soia excepción en cuanto a ias enzimas relacig
nadas: 1a reacción cataiizada p0r 1a fosfofructoquinasa es irre
versibie y se requiere una fosfatasa para hidroiizar 1a unión
éster i-fosfato. La enzima encargada de efectuar esta reacción
es 1a fructosa-1,6-difosfatasa (Smiilie, 1960, 1963, 1964).

En ia Fiqura 7.2. se observa que ios átomos de carbono
de otros intermediarios dei cicio de Krebs pueden 11egar ai oxa
iacetato ya sea mediante ias enzimas de] cicio de ios ATCo por
via de] giioxiiato.

En E. gnacLflLs se haiian presentes también 1a isocitrato
iiasa, cuya actividad depende de] estado nutriciona] de ias cé
1u1as teniendo ias autotróficas niveies menores que ias hetero
tróficas, y 1a maiato sintetasa. Estas enzimas, junto con ias
demás de] cicio de] gïioxiiato, permiten que ácidos grasos de
cadena corta, inciuyendo e] acetato, puedan metaboiizarse a ca:
bohidratos.

Otros ácidos grasos y a1coho]es,en presencia de ios cua
1es puede crecer Eugtcna, podrian ser convertidos en acetii-CoA
por procesos e-oxidativos y entrar en e] camino giuconeogénico
a través de] cicio de] giioxiiato.

Debe hacerse notar que son pocos ios datos disponibies
para poder efectuar un anáiisisde ios distintos caminos giuco
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neogenéticos en Eugtena¡ de manera que para presentar un esque
ma metabóiico definitivo se necesitan más evidencias. Haigh y
Beevers (1964) Sugirieron 1a existencia de vias desconocidas,
dado quee] isocitrato puede convertirse rápidamente en piruva
to y también en giioxiiato.

Wiison y Danforth (1958) estudiaron 1a gïuconeogénesis
a partir de acetato conciuyendo que e]_42%de] Sustrato utili
zado era oxidado a CO2y e] 58% remanente era asimiiado a carbg
hidratos.

Estudios efectuados por Danforth (1961) con acetato ma:
cado en e] átomo de carbono de] metiïo o de] carboxiio reveia
ron una distribución de] ll'C en distintos carbohidratos, 10 Cual
estaria demostrando e] pasaje de dicho átomo a través de] cicio
del giioxiïato.

La utilización de] acetato en 1a OSCuridad por céiuias
crecidas autotróficamente requiereUn_periodo 1ag, para 1a adag
tación que se obtiene compietamente cesoués de cuatro generacig
nes (Cook, 1965). Esto refiejaría una inducción de Ia acetato
quinasa 1a Cuai convierte e? acetetc en aceti}—:oá aáaranam y
Bachhawat, 1962; Ohmann, 1954) y también de ie isocitr
sa y de 1a maiato sintetasa, enzimas que presentan una
dad aïta en céiuias crecidas con acetato (Reeves et a],

Niïson y Danforth (1958} demostraron que e] etano] podia
servir como única fuente de carbono para e] crecirientc de E.
gnac¿L¿¿. Aproximadamente e] 71% de] etano] utiiizado por 1a
var. bac¿tflan¿a era asimiiado a carbohidratos y posibiemente
1ipidos (Eshieman y Danforth, 1964).

iEn cuanto a] Succinatc, éste parece penetrar ia ce uia
medianteun proceso de transpOrte activo especifico (Levedahi,
1965). Este sustrato entraría directamente en ei camino gluco
neogénico via e] cicio de] gïioxiïato (Eigura_1;g¿).

Lynchy Ca]vin_(]953) estudiaron 1a ruta heterotrófica
de fijación de C02 Estos autores demostraron que 1a fijación
de ll'COZen 1a oscuridad originaba intermediarios de] cicio de
(rebs y aminoácidos reiacionados, asi como también hexosas y
triosafosfatos.



E] hecho de que e] maionato no inhibiera 1a incorpora
ción de C02 y 1a faita de marcaciónen e1C-6 de1a_giucosa fosfa
to formada durante 1a fijación en oscuridad, sugirió que esta
ruta no seria 1a misma que 1a empieada durante 1a fotosíntesis.

VII.5. Metaboiismo de] paramiion

VII.5.]. Función de] paramiïon

Pringsheim (1956, 1963) observó 1a desaparición deios
gránuïos de paramiïon en céiuias de Eugfena bajo condiciones
de privación y en oscuridad, y SU reaparición a1 exponerias a
1a luz.

Bium y Buetow (1963) estudiaron 1a o: aparición de] para
miion después de 1a transferencia de E. gnatt€¿¿ var bacittakás
biapqueada con estreptomicina, de un medio c0nteniendo acetato
a uno careciendo de fuente de carbono. La división ceiuïar con
tinuó durante 4-5 dias y en ese 1apso ei contenido deparamiion
decreció un 50%. 13 dias después de] cese de 1a división ceiuiar,
e] 90-95% de ias céiuias permanecía viabie mientras que e] con
tenido en materia] de reserva disminuyó un 90°. También se obse:
vó un decrecimiento en 1a cantidad de RNAy proteinas ceïuïares,
indicando esto que e1 paramiion no contribuiria a 1a sintesis
neta de ios constituyentes ceiulares bajo estas condiciones, pg
ro si aCtuaria comouna fuente endógena de energia.

Utiiizando cuitivos sincrónicos de E. gnacikta Z crecida
autotróficamente, Cook (1963) estudió e] efecto de 1a 1uz sobre
1a aCumuiacióny consumo de paramiion. Las céiuias recibieron
cicios de 14 horas de iuz y 10 horasde OSCUridad. Durante 1a pri
mera fase obtuvieron Suficiente energia 1uminosa comopara satií
facer todos ios requerimientos para e] crecimiento ceiuiar bási
co y un exceso como para permitir 1a acumuiación de paramiion.
Dicho periodo no tuvo 1a duración necesaria como para compietar
1a sintesis de RNAy proteinas requeridas para 1a división ceiu
1er. Asi , durante e] cicio de oscuridad, en e] cua] ocurría
división ce1u1ar 1as reservas de paramiïon fueron rápida y com
pietamente agotadas.

Smiiiie et a1 (1963) investigaron 1a formación de cioro
piastos en céiuias crecidas en oscuridad y expuestas posterior



mente a 1a 1uz. E] paramiion constituía e] 25-50% de] peso seco
de 1as cé1u1as desarroïïadas en OSCUridad. Durante dicho perig
do era conSumido, agotándose totaïmente en ias primeras 24 ho
ras de i1uminación.En este tiempo existe un rápido incremento
de 1as proteinas no cioropïásticas seguido de 1a formación de
1as correspondientes proteinas de 10s cioropïastos, probabïe
mente a expensas de ias'citopiasmáticas. Dado que 1as cé1u1as
se suspendieron en un medio autotrófico, e] paramiïon fue uti
1izado como fuente de carbono para 1a sintesis de aminoácidos
ceiuiares y proteinas cïoropïásticas.

Asi, se concïuyó que 91 paramiion constituía 1a reserva
metabóïicade hexosas para 1a producción Oxidativa de energia

a fuente de carbono ceiuïar.

VII.5.2. Sintesis de paramiïon

Furïbert y Rittenberg (1962) y Smiïïie (1963) detectaron
en E. gzzeáiia ias enzimas necesarias para convertir 1a 8-6-0
en UDPG.fosfogïucomutasa y UDPG-piroiosioriïasa.

Harechai (3963) v MCU re:nai y Goldemberg (1954)
nsferencia enzimática de 1a glucosa marcada

L-» -_ a .
D; :1! UYL1 ‘_I (J) r r I (n -=nc con las propieda(lI

v 1 l
des dei paramiïon. Aparentemente, esta enzima no necesitaria

' r para ¡e reacción, si bien es posibie que exista un
"primer" endógeno en intima asociación con 1a proteina enzimá
tica.

En cuanto a 1a perami1on sintetasa, 105 gïucósidos de
bajo peso moïecuiar y ios oïigosacáridos inciuyendo 1a 1aminari
biosa, activan a esta engima en un 20-301. En ninguno de Ios
casos se observó incorporación de dichos activadores en e] po
]imero sintetizado. Feingoid et a1 (1958) Sugirieron que este
proceso seriade naturaieza aïostérica mientras que Leioir (1955)
dedujo que ios activadores serian intermediarios en 1a transfg
rencia de Ia giucosa a] poiimero.

En 1a Fioura_zs3. se detaiïan ias reacciones involucra
das en 1a sintesis de paramiion.

Sommery Bïum (1965) presentaron evidencias citoquimicas
acerca de 1a presencia de una fosfatasa ácida ubicada en 1a su
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perficie de ios gránuïos de paramiion. Por otro iado, encantrg
ron indicaciones de 1a existencia de una fuente endógena de fos
fato ubicada también en dicha superficie. Esto podria deberse
a 1a acción de una UDPG-pirofosforiiasa locaiizada en 1a supe:
ficie seguida de una hidrólisis enzimática de] pirofosfato 11
berado. Sin embargo, no existen evidencias directas de una-asg
ciación de] sistema sintetizante de paramiion cOn-e] gránuio
de] mismo. .

Por otro 1ado, se observó que durante e] crecimiento
autotrófico e] paramiion se haiiaba asociado a ios pirenoides
de ios cloropiastos. Gibbs (1960) consideró que e] pirenoide
podria constituir un área de concentración enzimática que con
tendria parte de ias enzimas de] camino de sintesis dei para
mison. Ho: q

I
u ande (1942) Sugirió que en ciertos casos ios pire

noides se separarian de ios cioropiastos y servirian comocen
tros de sintesis de paramiion en e] citopiaSma.

Sin embargo, en ia mayoria de ias especies,
c en eStar asociados con nin; ne eSLructura
' acitc: eszézica argen'z da y se enCuentran ïibres er ei citopias

na

5ïum y Buetow (1963) siguieron quimica y uïtraestructural
vente Ée deresición de saramiïon er :éïu‘es de í. g:::¿ï¿s var.

erïodc de
bacifta&¿a bïanqueadas con estreotomicina y recuperadas de un
. ' ' Stos inteszigadores
midieron los niveies de paramiion a1 tratar ias céïuias priva
das, con un medio supiementado con acetato y encontraronque 1a
s intesis comenzaba a 1as pocas horas en céiuias privadas duran
'4 e 8 dias o menos, mientras Gueexistia un 1ag de E horas, para
_J as céiuias ayunadas durante 13 dias. Despues de 23:49 horas
se evidenció nuevamente en e] citopiasma 1a presencia de ios
gránuios de paramiion.

V11.5.3. Degoiimerización dei paramiion

Feiiig (1960) detectó en E. gnac¿L¿4 Z ia enzima B-i,3
giucano hidroiasa soiubie, 1a Cua] depolimeriza iaiaminarina.

Marechai y Goidemberg (1964) encontraron que extractos
de E. gnacilia Z preparados con e] método de Feïiig (1960)
degradaban a1 producto de 1a paramiion sintetasa liberando g1u
cosa.



Barras y Stone (reSuïtados no pubiicados) estudiaron e]
sistema de 1a 8-1,3—giucano hidroiasa, en E. gnac¿f¿4 var, ba
c¿tlan¿s blanqueada con 1uz U.V. A pesar de que ios extractos
crudos iiberaban glucosa rápidamente a partir de 1a 1aminarina
insoiuble, se obtuvo muy poco producto a partir de 1aminarina
modificada p0r oxidación con periodato y posterior reducción
con borhidruro (Neïson et a], 1963). Asi, se obtuvo una canti
dad pequeña pero significativa de otros hidratos además de
giucosa. Estos datos sugirieron 1a presencia en los extractos
de endo y exohidroiasas.

La enzimaiaminaribiosa fosforiiasa, aisiada de E. gnacá
Z¿a Z (Marechai y Goidemberg, 1963; Goidemberg et a], 1966) prg
duce 1a ruptura fosforoiitica de ios ,3-91ucosa oiigosacári
GOS según:

1aminaritetraosa + P1 i 1aminaritriosa + c-G-Ï-P
(reacción 1)

Esta enzima es incapaz de atacar ios gránuios nativos de
paramiion, ios gránuios tratados con áicaïi o e] producto de 1a
paramiion sintetasa durante su formaciñr (Goidemberg y Marecha],
1963; Goidemberg et a1, 1966).

En 1a Figura 7.{; se presenta unesquematentativo de 1a
depoiimarización muitianzimática de] paramíian.

VII.5.4. Controi deimetaboiiSmo de] paramiïon

En cepas crecidas bajo condiciones autotróficas, 1a acu
muiación de paramiion se ha11a controiada por 1a disp0nibi1idad
de energia fotoquimica. Una vez comenzada 1a sintesis de parami
ion, su veiocidad aumenta con e] incremento de intensidad iumi
nosa hasta iiegar a un máximoobservado a una intensidad satu
rante para todos los aspectos de] crecimiento.

Por otro 1ado, e] estudio de 1a distribución de 1"C a
partir de bicarbOnato o acetato marcado en diferentes fraccig
nes obtenidas en diversas condiciones de crecimiento, aportó
evidencias precisas de] contro] estricto que 1a céiuia ejerce
ria sobre 1a incorporación de] carbono asimiiado en paramiion y
sobre su utiiización seiectiva durante 1a privación de fuentes
exógenas de carbono (Blum y Buetow, 1963).
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Existen indicaciones (Smiliie et a], 1963) de que en cg
1u1as en 1as cuaies ios cïoropiastos se enCUentran en desarro
110, e] aumento en 1a veïocidad de degradación de] paramiïon
se deberia a 1a sintesis de enzimas depoiimerizantes. E1 incrg
mento en 1a veïocidad de sintesis de] paramiion con e] aumento
de la intensidad luminosa (Cook, 1963) podria deberse a 1a sin
tesis deenzimas asociadas con 1a formación de paramiion-o a 1a
activación de 1as enzimas ya presentes. 
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VIII. METABOLISMOFOTOSINTETICO

VIII.1. Enzimas invoiucradas en eigproceso de fotosíntesis

VIII.1.1. Ciclo reductivo de] carbono

E1 camino de fijación fotosintética de C02 en Eugfiena
parece ser e] tipico encontrado en Chkonelia y en numerosas
piantas superiores. Esto se demostró por 1a aparición de com
puestos marcados durante eicrecimiento fotosintético de céiuias
de Eugicna en presencia de JHCOZ(Lynch y Calvin, 1953; Norris
et a], 1955), haiiándose presentes todas ias enzimas de] cicio
de Caivin. Aigunas de estas enzimas, como 1a aidoiasa son comu
nes a ambos sistemas: e] camino reductivo fotosintético y 1a
via oxidativa respiratoria, aunque hay que destacar que taies
proteinas no son necesariamente idénticas. A pesar de que e]
contenido de 1a aidoiasa en céiuias auto y heterotróficas es com
arabïe, ios estudios de distribución intraceiuiar reveiaron que

pasaje de un cuitivo heterotróiico a uno autotrófico estaba
acompañado de un marcado incremento en e] contenido de esta en
zima en cioropiastos y de una disminución de 1a cartidad de 1a
aidoiasa no piástida (Smiiiie, 1963). Una explicación para este
censortemiento seria que ia enzima citepieSKEtica
ios cioropiastos mediante aigün me anismo desconocido o alterna

uera inactivada o degrada:a cen una sintesis pa
raieia de.una nueva aidoiasa c10rop1ástica.

Esta üitima posibiiidad parece ser 1a correcta ya que
Rutter (1964) encontró en Eugfcna dos aidoiasas distintas, una
cue requiere un metai divaiente y otra que es independiente de
1a presencia de metaies para expresar SU actividad.

No es sorprendente entonces, que otras enzimas funciona
]es de ios procesos de fotosíntesis y respiración inciuyendo ias
triosafosfato y ribosafosfato isomerasas, 1a 3-fosfogiicerato
quinasa y iatranscetoiasa existan en más de una forma en céiuias
autotróficas, difiriendo iigeramente en Su estructura y propig
dades cataiiticas.

En organismos eucariotas como E. gnactt¿5, numerosas en
zimas de] cicio de Caivin parecen estar funcionaimente restringi
das a los cioropiastos. Entre eiias han sido estudiadas ias si



guientes:
1) D-ribuiosa-S-fosfato quinasa;
2) D-ribuïosa-1,5-difosfato carboxiiasa (carboxidismutasa);
3) NADP+-g]iceraidehido-3-fosfato deshidrogenasa;
4) fructosa-1,6-difosfatasa y sedoheptuïosa-ï,7-difosfatasa.

La D-ribuiosa-S-fosfatoquinasa cataïiza 1a fosforilación
de 1a D-ribuiosa-S-fosfato según:

D-ribuiosa-S-fosfato + ATP2 D-ribu1osa-],5-difosfato + ADP

(reacción 1)

Esta enzima ha sido medida en extractos de Eug4cna si
guiendo 1a producción de ADPmediante un sistema enzimático

acoplado conteniendo piruvato quinasa, Iactato deshidrogenasa,
fosfoenoipiruvato y NADH.La oxidación de] NADHse midió espec
trofotométricamente.

La enzima D-ribu]osa-1,5-difosfato carboxiïasa ha sido
detectada en extractos de céiuias crecidas autotróficamente, ca
taiizando 1a reacción:

E-ribuiosa 1,5-difosfato + CD,2 2,3-fosfogïicerato

La cé1u1as heterotróficas crecidas en oscuridad contenían
sóïo trazas de esta enzima (Fu11er y Gibbs, 1959).

La carboxidismutasa ha sido frecuentemente iasntífícada
con 1a mayor fracción proteica soiubïe de Ios cïoropïastos co
nocida como Fracción I (Trown, 1965).

La enzima NADP+-gïiceraïdehido-3-fosfato deshidrogenasa
invoiucrada en 1a siguiente reacción:

D-g]iceraidehido-3-fosfato + ortofosfato + NADP+á 1,3 difos
fogiicerato + NADPH+ H+

(reacción 3)

es funcionaïmente activa en e] cicio de Calvin. Esta enzima pue



de estar ausente o presente sóïo en trazas, en Eugtena adapta-
da a 1a oscuridad y en mutantes b1anqueadas con estreptomicina
(Fu11er y Gibbs, 1959), siendo su sintesis rápidamente inducida
cuando 1as cé1u1as etioïadas se exponen a 1a luz (Smilïie et

a], 1963; Hudock y Fu11er, 1965).

A pesar de que existe una coincidencia genera] entre 105
investigadores, acerca de que 1a enzima dependiente de NADP+
es activa durante 1a fotosíntesis,no se puedeñaün asegurar que
1a misma enzima dependiente de NAD+no sea funciona] en 1a fi
jación fotosintética de] C02.‘Asi, en extractospreparados a pag
tir de cé1u1as autótrofas de Eugfiena, 1a NAD+-glicera1dehido—3
fosfato deshidrogenasa es 1a más activa de 1as dos.

Smi11ie et a] (1962) haïiaron que esta última enzima era
1a única presente en bacterias fotosintéticas suïfüreas.

Hudocky Fulïer (1965) consideraron 1a posibi1idad de
una interconversión de las dos enzimas ¿n vivo, pero eSIos re
suïtados no fueron corrobOrados en Eugiena.

La sedoheptuïosa-I,7-difosiatasa es una fcsfatese especi
fica que convierte 1a sedoheptu1osa-1,7-difosfato en sedohep
losa 7-fosfato. Esta enzima funciona en e] camino de fi a
fotosintética de CO2, pero su actividad es reiativamente baj

Eugiena posee dos hidroiasas queson especificas para ei
fosfato unido a] carbono 1 de 1a fructosa 1,6-difosfato. Ambas
cataïizan 1a siguiente reacción:

fructosa 1,6-difosfato + H20e fructosa-ó-fosfato + POHH3

{reacción 4)

Una de 1as enzimas muestra máxima actividad cerca de
1a neutralidad, mientras que 1a otra 10 hace a pH's a1ca1inos.

En Eugtcna y también en p1antas superiOres, parece ser
que 1a fructosa-1,6-difosfatasa neutra funciona durante 1a gïu
coneogénesis 1igada a 10s mecanismos respiratorios.

En Eugtcna, esta enzima muestra 10 veces mayor afinidad
para 1a fructosa-1,6-difosfato que 1a mismahidroïasa a1ca1ina.

Ambas Enzimas de Eugtcna son inhibidas por a1tas concen
traciones de sustrato (5 mMo Superiores).



La fructosa 1,6-difosfatasa aicaiina es una enzima intg
gra] de] cicio reductivo dei carbono, invoïucrado en e] proceso
de fotosíntesis. En mutantes bianqueadas con estreptomicina, es
ta proteina sueie estar ausente o presente 5610 en trazas.

En céiuias autotróficas, 1a fructosa-1,6-difosfatasa a1
caiina se ha11a iocaiizada en ios cioropiastos.

Durante e] verdeo de céiuïas etioiadas (App y Jagendorf,
1963) o durante La adaptación de un medio heterótrofo a 1a iuz
a uno autotrófico (Smiiiie, 1963), su actividad varia en forma
paraieia a ios cambios producidos en 1a ciorofiia.

En cuanto a sus propiedades, son semejantes a ias de 1a
fructosa-T,6-difosfatasa neutra, saivo su pH óptimo que es más
aicaïino y Su c0nstante de Michaeiis que es mayor.

VI]?.1.2. Transferencia fotosintética de electrones

Entre ias proteinas pertenecientes a1 camino de transfg
rencia fozcsintética de eiectrones han sido identificadas y es
tudiadas principaimente las siguientes: 1a ferredoxina cioro
piástica, una piridin-nucieótido transhidrogenasa y ios cit's
552, b; y 558.

La ferredoxina cïoropiástica (piridin-nucieótido reductg
sa} es una :roteina que contiene Fe participa en 1a iotorreoug
ción dei HADP+por 1ame1as aisïadas de cioropiastos (San Pietro
y Lang, 1958). Shapiro (1961) y Smiiiie (1963) informaron acer
ca de su presencia en Euglena.

. , . . _ +Esza enZima Tunc10na entre 1a reducc10n dei HADP y las
reacciones fotoereductivasen ios cioropiastos de Eugfena y de nu
merosas otras fuentes.

En Eugtena, 1a ferredoxina cïoropiástica es autooxidabie
y contiene grupos Fe y S ácido-15bi1es. Es reducida bajo condi
ciones anaeróbicas por ditionito o por una mezcia de transhidrg
genasa cïoropiástica y NADPH,10 cua] da c0mo resuitado 1a desa
parición de ios picos de absorción a 420 y 460 mu.

f.en cuanto a ios cit'slexisten dos que son fundamentaïes
en cioropiastos de piantas superiores: e] cit f, intimamente
reiaciOnado con ios cit's tipo c (Davenp0rt y Hi1], 1952) y un.



cit tipo b denominado por Hi1] (1954) cit b6. E1 cit f funcio
na en e] fotosistema I posibiemente en un punto íntimamente re
1acionado con e] fotoacto primario (Bonner y Chance, 1963).

En Eugfiena, Oïson y Smiïiie (1963) encontraron un cit
con una banda máxima a a 552 mu en e1 estado reducido que pre
sentaba un ro] simiiar a1 cit f durante 1a fotosíntesis. Según
estudios de distribución intraceiuiar, e] cit 552 se haïïa asg
ciado enteramente a los cioropiastos (Smiiiie, 1963; Perini et
a], 1964 b).

E1 cit 552 se considera un cit tipo c. Las propiedades
de absorción de ios piridina y cianuro hemocromosson simiiares
a ias de 1os hemocromos preparados a partir de 105 cit's de ma
míferos y e] tratamientco con A9250“ da origen a1 hemo c (Perini
et ai, 1964 a). EJ cit 552 difiere de otros cit'stipo c de bajo
peso moiecular, por poseer una banda de absorción o asimétrica
v un mayor contenido de triptofano (Perini et a], 1964 a)- Niig
ner x nauska (1974 a) informaron que cïoropïaszos aisiaoos ce
E. g:::¿i¿¿ Z retenian hasta un 50% de} cit 552 comparado con e]

.
ETSafl!contenido en ias céiuïas, 10 Cuai dependía ¿e proceso a Im

ción de ios cïoropïastos. Los autores conciuyeron que este cit
nc eszaba fuertemente unido a 1a membrana sino "atrapado" en
os :iïacoides de 105 cïoropiastos. E1 cit 552 funcionaria como

o! eïectrónico para ei fetosistema Z, mediando e] fiujo oes
de e? cit 558.

Hiidner y Hauska (1974 b) estudiaron 1a 1oca112ación de]
cit 552 en 1a membranacïoropiástica empïeando anticuerpos anti
:it 552. Estos investigadores dedujeron que e] sitio de acción
y 1a localización de estos cit's era dentro de ios ti1acoides.

E1 cit 552 contiene sólo un hemo como grupo prostático
por molécuia a diferencia de] cit f que posee dos. Ben-Hayyim y
Schejter (1973) estudiaron 1as propiedades de] hemo iigado a]
cit 552 con e] fin de c0mparar10 cone] cit c de mamíferos. A
partir de Sus re5u1tados experimentaies conciuyeron que ambos
cit's tenian aproximadamente e] mismo peso moieCuiar y en Ios
dos casos, uno de ios 1igandos deiFe es un azufre de un resto
metionina, debido a que presentan una banda de absorción a
695 nm, en su estado oxidado, 10 Cua1 indica que e] sexto ii
gando de] Fe hémico es un átomo de aZufre de unresiduo metioni
na.



Las céiuias verdes de Eugtena contienen un cit tipo b

e] cua] correspondería a1 cit b6 de los cioropiastos de plantas
superiores (Hiii, 1954). Nose conoce muchoacerca de ias propig
dades de este cit de Euglena. Su grupo prostético seria posibig
mente e] protohemo (Perini et a1, 1964 a) y sus máximos de absor
ción para 1a forma reducida aparecen a 561, 530 y 432 mu.

Ikegami et a1 (1970) informaron que este cit se reducía
rápidamente cuando ios cioropiastos se incubaban a pH 9,5; asi,
a pH's a1ca1inos, aigunos reductores endógenos contenidos en ios
cioropiastos eran capaces de reducir este cit en 1a oscuridad, de
bido probabiemente a un cambio en e] potencia] rédox de] cit o

de ios reductores endógenos. Bajo ias distintas condiciones eXperi
nentaies empieadas durante este estudio, no se observaron dife
rencias apreciabies en e] comportamienzc de] cit 55? y otro
cit tipo b iiamado cit 558.

Ikegami et a] (1970) postuiaron que e] cit 558 presente
en ia cadena de transporte de eiectrones que tambiér contiene
a1 cit 552, puede ser fotooxidado rápidamente por e} fotosiste
ma I, mientras que en ausencia de] ci: 552 es oxidada ientamen
te, a través de una difusión de eiectrones entre cadenas adya
centes.

Además, ESZOSautores demostraron 1a presencia de dos
"popis" de tranSportadores de eiectrones, uno de ios cuaies es
:aria ubicado de? ÏaCo reductor dei fotosistema 11 (pool A) y
otro de] extremo Oxidante (pooi D).

En cuanto a 1a piridin-nucieótido transhidrogenasa, es
una fiavoproteina cloropiástica que puede utiiizar NADHy
NADPHcomo sustrato. Debido a 1a baja afinidad de] primero por
1a enzima, su significado fisioiógico es dudoso En presencia
de NADPH,1a enzima reduce una variedad de aceptores, ios cua
ies inciuyen NADP+,ciertos anáiogos estructuraies de] NADP+,
2,6-dic10rofeno]indofenol,ferredoxina cloropiástica, cit f ó
552 (pero no e] cit c de mamíferos), piastocianina, fitcfiavina
y fiavinadeninnucieótidos.

La reacción es reversibie y 1a enzima funciona in vivo
comoproteina termina] de] camino fotosintético de transporte de
eiectrones, transfiriendo ios mismosdesde 1a ferredoxina ciorg
plástica ai NADp+



Las céiuías de Eugkana adaptadas a] crecimiento en OSCU?
ridad y 1as permanentemente bianqueadas poseen una apreciabie
actividad de transhidrogenasa. Estudios efectuados por Smi11ie
(1963) Sugirieron que 1a enzima podría estar presente en ios
c10r0p1astos de ias cé1u1as verdes. así como también en e1 citg
piasma.

La iiuminación de céïuias adaptadas a 1a oscuridad dio Q
rigen a un rápido incremento enia actividad de 1a transhidroge
nasa después de una fase 1ag inicia] de 10 a 14 horas (Lazzarini
y San Pietro, 1963).

VIII.2. Componentescioropiásticos invOIUCradosen ia fotosíntesis

VI]I.2.1. Pigmentos

Eugtena contiene ciorofiia b (absorción a 650 mu) y cio
a c (absorción a 670 y 686 mu). Cuando ias céiuías crecen

ajas intensidades 1uminosas (200 it-c) se desarroíía otra for
ma de ia cíorofiia a, que absorbe a 695 mn.

Brown (1963) Sugirió que posibíeme te parte ce ie forma
(H

n

670 de 1a ciorofiia a se convertiría en Ta forma 69- con e] objg
IU 3-:- E;rCíEC.":EY‘ energía ÏL'ZTJI'iOSE ECÉZÉCTLEi

Cison (1963) presentó evidencias de la existencia de un
pigmento e] cua] sería una forma de 1a ciorofiía a ave "atrapa"
energía. Oison re1acion6 este compuesto con 1a ciorofiia a 705
(Butier, 1961), e] P700 (Kok y Hoch, 1961) y 1a ciorofiia a 695
(Brown y French, 1961).

Los estudios efectuados por Cison y Smi11ie (1963) 11evg
ron a 1a c0nciusi6n de que existían dos sistemas pigmentarios
funcionaies, denominados sistema 1 y sistema 11 según 1a nomen
clatura de Duysens y Amez (1962).

La ciorofiia a de iarga iongitud de onda, que absorbe a
683 mp310tros pigmentos reiacionados con eiia contituyen e] sis
tema 1, mientras que e] sistema II está formado por ios pigmen
tos que absorbena cortas iongitudes de Onda: ciorofiia b y c10
rofiia a 675, así como también ios pigmentos accesorios que trans
fieren 1a energía iuminosa a 1a ciorofiia a 670.



Krinsky et a] (1964) determinaron 1a composición de ios
carotenoides en céiuias crecidas en iuz y oscuridad. La neoxan
tina se encuentra sóiamente en ias céiuias crecidas a 1a 1uz.
La secuencia de su formación y desarroiio durante e] enverdeci
miento de Cuitivos etioiados Sugirió que este carotenoide se
haiiaba intimamente reiacionado con e] proceso de fotosíntesis.

Krinsky (1966) propuso que un cicio-epóxido, invoiucran
do zeaxantina y anteraxantina podrian proteger a ias céiuias de
ias oxidaciones fotosensibiiizadas 1eta1es, ya que demostró que
1a epoxidación de 1a zeaxantina podia ocurrir sóio bajo cier
tas condiciones (1uz y 02) ias cuaies producen fotosensibiiiza
ción.

Posteriormente, 1a zeaxantina es regenerada en OSCuridad
por una de-epoxidación enzimática de ía anteraxantina.

YZEI.2.2. Lio;go¿

La información relativa a1 ro] que poseen ios iipidos en
1a fotosíntesis, ha sido obtenida comparando 1a composición ii
pidica de céiuias verdes y etioiadas. La diferer ia más importar
te entre eiias es ei porcentaje de 1a fracción ce iipidos totales

í ¿50;iado con ios fosfa‘;pidos y ies gaiactoiipidos.

En céiuias crecidas autotróficamente, e] 70%de ios iïpi
CCStotaïesse enCUentra en 1a denominada "fracción pigmento", 1a
cua] está compuesta por gaiactosii-giicéridos, mientrasque en
céiuias heterótrofas desarroiiadas en oscuridad, sóio e] 6%de
ios iipidos totaies está asociado a esta fracción. En contraste,
ei contenido de fosfoiipidos totaies en céiuias etioïadas es un
74% deitotai de iipidos comparado con sóio un 21%en céiuias
autotróficas (Huianicka et a], 1964). Más aün, 1a "fracción
pigmento" de céiuias crecidas en ausencia de 1uz, está desprovis
ta compietamente de iipidos que contienen gaiactosa (Huïanicka
et a], 1964). Rosenberg (1963) demostró 1a presencia de iipid
conteniendo gaiactosa en céiuias crecidas en oscuridad y en cg
1uias bianqueadas, a pesar de que ias primeras contenían sóio
un 17%de 1a gaiactosa en 1a fracción iipidos totaies comparado
con ias céiuias verdes.

E1 suifoiipido 6-su1foquinovosi1 (1-1') digiicérido ha



sido detectado en ambos tipos de cuïtivo (Davies et aï, 1965). En
céluïas verdes, ios suïfo1ipidos se separan junto con 1a cïorofiia
sugiriéndose que 1a mayor proporción de estos compuestos está Iocg
1i2ada en 1os cioropiastos (Davies et a1, 1965). Rosenberg y Par
ker (1964) demostraron que durante e] proceso de verdeo, 1a canti
dad de Suïfoiipidos se tripïica. Aparentemente, 1a mayor función
de ios 1ipidos superficiales (gaïactosii giicéridos y suïfolipidos)
parece ser 1a de estabiIizar 1as membranas 1ipoproteicas (Weier y
Benson, 1966).

Numerosos autores estudiaron qué tipo de ácidos grasos se
encontraban presentes en cé1u1as cultivadas en 1u2 y OSCuridad.
Se observó asi una reïación directa entre e] contenido de ácido
a-ïinoïeico y 1a capacidad de producir 03. [n céiuïas crecidas
en ausencia de iuz, dicho contenido correspondía a un 0,85 de
ios ácidos grasos totaies mientras que en cé1u1as desarroiïadas
autotróficamente, este compuesto constituía e] 32%de] tota] an
tes indicado (Erwin y Bloch, 1963).

Aproximadamente, e] 70%de] u-Iinoienato encontrado en cé
'Ii-ciuïas verdes, se haiia asociado a gaiaciosi Iicéridos (Heïanicka

e: a], 1964), y más de] 85%deïmismo se enCuentra 10ca1izado en
ios cloropiastos (Erwin y Bioch, 1963).

La cantidad de a-Iinoïenato encontrada es función no 5516
oe ias condiciones de crecimiento (iuz u OSCUridad) sino también
ce ía concentración de C02 utiïizada durante e] desarrollo auto
:rí‘ico (Erwin y Bloch, 1964).

Otro de ios ácidos grasos haïïado sóio en céiuias verdes es
e] trans-A3-hexadecenoico (Van Deenen y Haverkate, 1966) esterifi
cado exc1usivamente c0n fosfatidi] g1iceroi. Hoïton et a1 (1954)
Sugirieron que 105 ácidos poiiinsaturados serian probablemente com
pOnentes integraies de 1a membranacloropïástica y su función seria
de naturaïeza estructura] y no re1acionada con 1a reacción bioqui
mica especifica.

Threfali y Goodwin(1964) aisïaron piastoquinona, c-tocofe
roI,a-tocoferoi quinona y pïastoquinona c, de céiuias crecidas au
totróficamente. Estudios de distribución intraceïuiar indicaron
que estas quinonas se ha11aban iocaiizadas en ios cioropiastos.



VIII.3. Caracteristicas de 1a reacción de Hiii

Los estudios efectuados por Oison y Smiiiie (1963) y Ka
toh y San Pietro (1967 a, b, c) Sugirieron 1a existencia de dos
foto-reacciones conectadas por una cadena de transporte de eieg
trones, que invoïucra.cit's (Hiiï y Bendail, 1960). E1 reacopia
miento de] sistema I] a1 sistema 1 mediante e] cit 552 parece
reafirmar e] esquema propuesto. Katoh y San Pietro'(1967 a) prg
pusieron dos mecanismos independientes para 1a inhibición de 1a
reacción de Hi1] por efecto de] caior y de ios inhibidores
3-(3,4-dic10rofeni1)-1,1-dimeti1urea (DCMU)y atrazina. Estos
autores sugirieron que e] ca1entamiento destruiria 1a capacidad
de Ios cloropiastos de oxidar H20 pero permitiría 1a oxidación
de sustancias más reducidas, c0moe] ascorbato. La inhibición
producida p0r ios inhibidores antes nombrados, se deberia a un

bioqueo de 1a transferencia de eiectrones desde e] sistema I]
hasta e] ci: 552.

Aparentemente e] sistema de transporte de eiectrones en
cioropiastos de Eugkena seria semejante a] encontrado en otros
organismos fotosintéticos. Hasta e] momentose ha aceptado ei
esquema propuesto por Ikegami et a] (1970) (figura 8.1.).

VIII.4. Fotofosforiiación

Eversoie y Noiken (1958) fueron ios primeros en eSIueiar
1a fotofosforiiación en Eugtena.

Kahn (i966) observó que cioropiastos aisiados eran capa
ces de cataiizar 1a fotofosforiiación no ciciica con ferricia
nuro. Kahn indicó también que 1a velocidad de fosforiiación era
1a misma en dichas organeias tanto para ias céiuias crecidas au
totrófica comopara ias desarroliadas heterotróficamente. Aparen
temente, 1a baja veiocidad observada se deberia a un 1ento trans
porte de eïectrones y no a un posible desacopiamiento.

Chang y Kahn (1966) aisiaron de cloropiastos un posibie
factor de acopiamiento de 1a fotofosforiiación. Aparentemente
esta enzima podria actuar también como una ATP-asa dependiente
de Ca.

Aün no se ha podido estabiecer si 1a fotofosforiiación
ocurre en e] sistema I ó II ó quizás en ambos.
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IX. FIJACION HETEROTROFICA DE C02

IX.1. Introducción

Lynch y Ca1vin (1953) observaron que 105 productos for
mados durante 1a fijación de C02 en oscuridad en Eugtena gnaci
(¿a eran diferentes que ios de otros microorganismos investiga
dos, ya sean fotosintéticos o no. Según e] estudio de estos au
tores, no sólo se formaron ios productos característicos de 1a
fijación en oscuridad (ácidos málico, cítrico, aspártico y g]!
támico) sino también numerosos compuestos fosforiiados tipicos
de 1a asimiiación de] C02 a 1a 1u2.

En e] presente capituïo se tratarán de r25umir ias ex
r e 1 no fotosintética deperiencias reaiizades ace

C02 en Eugtcna.

IX.2. Fijación heterotrófica de C0:

Lynch y Caïvin (1953) efectuaron estudios cinéticos de
fijación de C02en oscuridad, utilizando E. giac¿ï¿5 ver. bac'4'.

ifan¿¿. Estos autores determinaron que 1a aparición temprana de
comouestos fostriiades carcasas no eddie exeïi22r e en térmi
nos de "efectos de preiiuminaCión“ pero representaba una dife
rencia notabie entre ia fiiación de CG; en ausencia de ia: en
Euglcna y en otros microorganismos investigados. La incorpora
ción de C02 en condiciones de iuz y oscuridad se i1ustra en 1a
Figura 9.1.. A pesar de que e] tiempo de incorporación fue dis
tinto para ias asimilaciones en ausencia y en presencia de iuz
(40 y 5 minutos respectivamente) y ios resuïtados no son cuan
titativamente comparables, se aprecian ciaramente diferencias
cuaïitativamente importantes.

Primero, bajo condiciones de fijación fotosintética, los
azúcares menofosfatos, 10s nucieótidos y ias dextrinas representan
un gran porcentaje de actividad (Figura_g¿l¿) y segundo, dicho
porcentaje es mayorconsiderandosuccinato, maiato, citrato, g]!
tamato y a1anina, durante 1a fijación en oscuridad. Sin embargo,
ios datos presentados no eiiminan 1a posibiiidad de que 1a asi
miiación de C02 en ausencia de luz con formación de azúcares
fosforiiados ocurra a través de] mismocamino utiiizado durante
1a fotosíntesis. Asi, el C02 formaría parte de compuestos fosfg
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Distribución de] (3“C) durante 1a fija
ción de CG; en 5;;¿Cna gna;4€¿¿ ver.
baciifian¿¿ (Lynch y Caïvin, 1953).

I Productos de 1a fijación ce C03
después de 40 minutos; D Productos de
1a fijación fotosíntética de C02después
de 5 minutos.
a: Succínico, b: fumárico; c: máïico,
d: cítrico, e: aspártíco, f: fosfopírü
co; g: fosfog1icéríco, h: azúcar monof
fato, i: nucïeótidos, j: dextrinas, k:
gïutámíco, k: serina y gïicina, m: alanina.



riiados por Su incorporación directa en ácido fosfogiicérido
siendo 1a respiración o 1a fermentación ios mecanismos provee
dores de energia. La enzima necesaria para esta reacción ha si
do identificada en numerosos organismos no fotosintéticos (Fu
lier, 1957) y en E. gnac¿2¿4 Z (Smiiiie, 1963; Hudock y Fuiier,
1965).

Sin embargo, Moses et a1 (1959)-comparando 1a incorpora
ción de C02 en Chtonekta pynenoidoóa y Noaioc¡mu¿conum, Sugirig
ron que 1a incorporación de JHCen azúcares durante ia fijación
en oscuridad, en Eugfiena se expïicaria por reacción a través de]
ácido fosfogiucónico antes que por carboxiiación de 1a ribuiosa
difosfato para formar ácido fosfogiicérico.

Lynch y Calvin (1953) iievarcn a cabo estudios de incor
poración de 2-(15C)-acetato a 1a iuz en EugLena. Dicho compues
to se incorpora principaimente en iipidos (47%de actividad so]!
ble) en presencia de 1u2 y en menor grado (18:) en oscuridad.
En ia Eiguïg_9.2. se comparan escos resuitacos con Eos de Cook
(1965) quien estudió 1a incorporación de acetato en E. a:ac¿€¿¿
¿ y con ios de Levedahi (3966‘

St
‘.

1

baciffanió b1anqueada con e reptomicina.

Según estos datos, 1a incorporación de
I

L.aumenta pOr acción de ie is: er crganismos
e

. s n s L

fijación heterotrófica de C02 n cepas bianqueadas (Levedahi,
1966) no infiuye en 1a incorporación de acetato. D e
que 1a fijación de C02 en céïuias verdes no está reiacionada con
1a conversión de] acetato en iipidos o que e] método de fijación
seria diferente en .céiuias bianqueadas.

Si se acepta 1a expiicación (Moses et a], 1959) de 1a in
corporación de ll'C02 en azúcares fosforiiados en Eugtena, aün
existe e] probiema de cómo ocurre 1a "entrada" de dicho JHCOZen
compuestos de] cicio de Krebs y ácidos reiacionados. Moses et
a] (1959) sugirieron comoaiternativa que 1a principa] carboxi
iación correspondería a1 ácido pirüvico.

Según trabajos originaies de Woody werkman (1936), 1a
fijación de C02 daria c0moreSU1tado'1a f0rmación de ácidos dicar
boxiïicos de cuatro carbonos. Las posibies rutas para 1a entra
da de C02 son ias siguientes:
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FIGURA'9.2.: Incorporación de acetato
en 1ípidos en Eugtena.
a: Resuïtados de Lynch y
Caïvin (1953) empïeando

gnac¿l¿4 var.bac¿fta
ALA. E] 1uz; I oscEridad.
b: Resuïtados de Cook
(1965) utíïizando E. gna
c¿i¿ó Z. [3 :1uz; I oícuridad.
c: Resuïtados de Levedah]
(1966) empïeando E. ga;
c¿fi¿ó var. bacittanió
b1anqueada con estreptomi
cina. [3 :aire; I air?
+ C02



propionn-CoA+ co2 + ATPW metiimaioniI-COA+ ADP+
+ Pi

(reacción 1)

isomerasa
metiïmaionii-COA —————————-+succin111CoA ———4+succinato

(reacción 2)

. enzima +DÏY‘UVBtO+ C02+ L-maïato+

(reacción 3)

- - PEP
fosfoenoïpiruvato + C02 + GDP ———————————————+oxaiacetato + GTPcarboxiquinasa

(reacción 4)

“a. ó
' L._.vñ C

f = n i ir v ‘ + » ' 'ñ Éosnoe 0 p U ¿L0 C0¿ T hac rDOXïAE a oxaiacetato + Pi

(reacción 5)

üvico
o

fosfoeno] iruvato + CO. + P. , .p A i STOriias Ï- oxaia

cetato + P1Pi
(reacción 6)

De todas estas enzimas, 5610 se ha identificado y estudia
do en Eugiena 1a invoïucrada en ia reacción 3 (Smi11ie, 1963).

Si e] C02 se fija mediante la acción de 1a propioniI-CoA
carboxiiasa, se esperaría que ias caracteristicas de crecimien
to de Eugficna adaptada a] desarroilo en propionato, se enouen
tren afectadas por 1a adición de C02 (Abraham y Bachhawat, 1962).
Sin embargo, este no es e] caso, por io menos para una mezc1a
COZ-aire (101-902).

Las demás enzimas nombradas no han sido encontradas en
EugECHa.Levedah] (1967) trató de interpretar ios efectos de]
C02 en e] metaboiismo de] succinato Suponiendo que se haïiaban
presentes todas estas enzimas.

Cuando Eugtena metaboiiza e] 2—3(3“C)—succinato, aproxi



madamente e] 47% de este carbono aparece en 1os Iipidos, duran
te un periodo de 15', si se burbujea aire a través de 1a mez

c1a de incubación. Sin embargo, si se utiliza una mezcia COZ-aire
(52-95%), ios carbonos de] succinato se distribuyen en forma dis
tinta.

Los efectos de] C02 en e] metaboïismo de] succinato er
Eugfena reSUItan de su infiuencia en numervsas reacciones indg
pendientes dentro de] Organismo.

Aparentemente, Eugtcna seria un ejempïo de un modelo
particuïar de fijación de C02en oscuridad o heterótrofamente.
Este modeïo mostraria dos vias directas de incorporación de
C02. La primera correspOnderia a 1a reacción via ácido fosfo
giucónico (Moses et a], 7959) mientras que 1a segunda seria 1a
incorporación en oxaïacetato probabïemente a través dei fosfoe
noipiruvato (Levedahï, 1968). Sin embargo, hasta e] momento,
todavia quedan numerosos aspectos por resoïver. Lo que si se
haiia ciaro es Que 1a presencia dei C03 modifica e] metaooiismo
de diferentes fuentes de carbono, en forma distinta.
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X. METABOLISMO DE LIPIDOS

X.]. Enzimas de] metaboïismo iipidico

X.i.]. Sintesis de ácidos grasos de cadena iarga

Cheniae y Kerr (1965) describieron en Eugkena e] sistema
enzimático soiubie que cataiiza 1a sintesis de ácidos grasos sa
turados de cadena 1arga, a partir de acetii-CoA. La reacción tg
ta] estaria representada por:

CH3COOH + 8 CH3CO-SC0A + 8 ATP + 16 (NADH + NADPH) + 16 H+ *

z CH3(CH2)1¿C00H + 8 CoASH + 8 ADP + 8 ortofosfato + 16 (NAD+ +

+ NADP’) + e Hgo

(reacción T)

incorporándose e] 60-70? de] Sustrato en ácidos grasos contenien
do de 16 a 20 átomos de carbono.

E1 mecanismo de sintesis de ácidos grasos en Eugflcnaparg
ce diferir de ios caminos conocidos, especiaïmente en 1a rave:
sión de 1a via de 1a E-oxidación y en ïos caminos que invoiu
cran ie forma:í5n :e maïoníï-ZOA.

En Euglena, también se haiian presentes dos sistemas en
zimáticos distintos para 1a formación deácidos grasos no satu
rados; uno predomina en céiuias heterotróficas y e] otro en ias
autotróficas (Nagai y Bioch, 1965).

E1 primero cataiiza 1a desaturación de tioésteres aci1—
CoAde cadena 1arga, 10 Cuai ocurre en céiulas heterótrofas
crecidas en oscuridad y e] segundo forma ácidos grasos no sat!
rados de cadena 1arga a partir de 10s de cadena corta o mediag
te desaturasas especificas (sintesis de ácido oieico a partir
de esteáricoL.En esta üïtima reacción participan por 10 menos,
tres proteinas,una desaturasa especifica, una NADPHoxidasa y
1a ferredoxina cioropiástica, enpresencia de NADPHy 0? (Nagai
y Bioch, 1966)



X.1.2. Interconversión y Sintesis de Pigmentos

AirededOrdeI 75%de ios carotenoides de Eugfiana se ha11an
cemo epóxidos.

Bamji y Krinsky (1965) investigaron 1a disminución en 1a
cantidad de epóxidos a1 transferir 1as cé1u1as verdes a 1a oscg
ridad, en condiciones anaeróbicas. Estos autores.demostraron
que homogenatos libres de céluias (verdes) son capaces de Ile
var a cabo una de-epoxidación de 1a 5,6-epoxizeaxantina endógg
na (anteroxantina), 1a cua] constituye e] mayor pigmento epoxi
do de 1as cé1u1as verdes. Dicha de-epoxidación OCUrre según:

5,6-epoxi2eaxantina + FHNH; 2 zeaxantina + FMN+ HZO

(reacción 2)

O

anaeróbi:5ment en oscuridad y en presencia de FMNH2(o de8,
una mezcla de maiato, NADFTy FMN) como fuente de poder reduc
tor.

La de-epoxidación puede ocurrir también a 1a 1u2, en pre
sentia de FMN,trabajando con preparaciones provistas de cloro
piastos activos. Krinsky (1964) demOSLró1a existencia de de-g
Dcxdoación ictoquimica en céïuias intaczas.

X.2. Composición de los iipidos

La composición iipidica en EugIvna comprende 105 siguien
tes compuestos:

a) ácidos grasos: i) saturados, especiaimente miristico y pa1mí
tico

ii) no saturados, fundamentaimente oieico y hg
xadecenoico.

En genera], predominan ios ácidos grasos saturados y no
saturados, que contienen 14 a 20 átomos de carbono. Además, ios
no saturados presentan usuaimente configuración cis. La doble
iigadura de ios ácidos grasos monoenoicos se iocaiiza entre ios
átomos de carbono 9 y 10, por ejempio, ios ácidos paimitoieico
(9-C¡¿) y oieico (9-CJB).



En cuanto a 1os ácidos grasos que contienen dobïes unio-.
nes müïtipïes, difieren en 1a iongitud de 1a cadena carbonada,
en e] grado de insaturación y en 1a iocaïización de 1as dobies
uniones. De estos,1os más abundantes son 10s ácidos u-lino1eico
(9,12,15-c¡3), y-1in01eico (6,9,12-C13) y araquidónico (5, a,
1], 14-C20).

Los compuestos de] tipo a-1ino1eico se ha11an ampiiamen
te distribuidos en microcrganismosfotosintéticos, piantas supe
riores y protistas con comportamiento de tipo vegeta]; en con
traste, ios ácidos grasos poïienoicos de 1a serie de ios y-ïing
1eicos se encuentran generaimente en animaïes superiores y en
protistas con comportamiento de tipo anima].

b) ésteres de oïiceroï de ácidos grasos: i) giiceridos neutros,
en ios cuaies ei.gïicer01 se ha11a eSterificado con uno, dos o
tres residuos de ácidos grasos (meno, di y trig]icéridos).Eung
na contiene cantidades sustancia1es de di o trigïicéridos, hecho
gue depende oe ias condiciones de cu
involucrados en 1a formación de Aïico

igiicéridos unidos a una moiécuia más poïar, generalo

mente un éster de fosfatos (fosfoiipidos) o un azúcar (giicoii
los fosioïieisos halïedos en EUQLCHJS1-a Ïeciïína 0pidas). De

a, 1a fosfatidii etanoïamina, 1a fosfatidiiseri
na y e? fosfatidi] inosito! son ios más impertantes (Ros
1963 ; Huïanicka et a], 1964). En cuanto a ios g1ic01ipidos,
Eugicna sintetiza gaiactoiipidos (Larter et a], 1961; Rosenberg,
1963; Hu1anicka et a], 1964) y suïfoiipidos (Rosenberg, 1963;
Davies et a1, 1966). La estructura del suifoïipido halïado en
EugLenacorresponde a un (6-su1ioquinovosi]E-ï-digiicérido (Da
vies et a1, 1966).

c) esteroïes: e] ergostero] es e] estero] más importante encon
trado en Eugfena, e] Cua1 representa e] 0,05-0,]% de] peso seco
totai de] Organismo (Stern et a1, 1960).

d) carotenoides: 1a anteroxantina (3,3'-dihidroxi-5,6-epoxi-B-cg
roteno), e] B-caroteno y 1a neoxantina constituyen 105 carotenoi
des más importantes (Krinsky y Goidschmidt, 1960). La criptoxan
tina y e] y-caroteno se enCUentran también pero en menor proper
ción. Schimmer y Krinsky (1966) determinaron 1a estructura de 1a
neoxantina, conc1uyendoque era un 3,3',5'-trihidroxi-6—hidro
5,6-epoxi-5-caroteno.



X.3, Infiuencia fisioiógica y de] medio ambiente en 1a biosin
tesis de iipidgs

X.3.1. Efecto de] crecimiento en 1uz y OSCuridad

Eugfiena posee 1a capacidad genética de producir ias enzi
mas de ios caminos deïu-1in01enato y dei y-iinoienato y de mimg
tizar 10s modos de vida de "animaies" y "piantash, creciendo f9
toautotróficamente a 1a luz y adaptando su desarroiio en oscuri
dad a medios orgánicos mediante Supresión de 1as organeias foto
sintéticas. Asi, Euglcna ofrece 1a oportunidad de estudiar 1a
re1ación existente entre 1a actividad fisioiógica y 1a estructu
ra iipidica.

Eugtcn: crecida a 1a 1uz en medio orgánico, contiene gran
des cantidades de ácido o-iinoïeico (Erwin y Bioch, 1962, 1963)
mientras que 1a desarroiiada en oscuridad posee ácidos poiienoi
cos de C23, C22 y C3h de] tipo w-iinoïenato. Este hecho está r3
iaciOnado con ia existencia de cioropiastos funcionaies. A pesar
de que Eugtcna posee 1a información genética necesaria para 1a
sintesis deïas famiiias de los ácidos c- y y-1in01eico, e] pri
marc depende de 1a fotosíntesis para Su acumuïación mientras que
e] segundo se encuentra en Ios microorganismos que obtienen su
energia a partir de campuestos orgánicos.

ROSEnberget a1 (1965) encontraron que e] c-iinoienato
era exciusivamente un constituyente cïoropiástico en EU948WC
fotosíntética. La ausencia de cantidades significativas de o-ii
noienato en Eugtena heterotrófica no se deberia aparentemente a
1a cesación desu sintesis. Experiencias reaïizadas con Eugtcna
crecida en 1a CSCuridad, indican que 1a sintesis de u-iinoiena
to continúa a veiocidad significativa pero en 1ugar de aCumuïar
se, penetra en e] camino de formación de ácidos poïienoicos
(de tipo animai) ene] cua] existe una eiongación de 1a cadena y
una desaturación para producir primariamente ácido eicosapenta
enoico, componente fundamenta] de céiuias heter0tróficas (Huiani
cka et a], 1964) ([joura lg¿1¿).

La adaptación de 1a Eugfcna fotosintética a un medio he
terotrófico está acompañada de un reempiazo de 10s gaiactoiipi
dos y digiicéridos por fosfoïipidos, especialmente iecitina (Hu
1anicka et a], 1964). CuandoEugtena crecida heterotróficamente
se iiumina y comienzae] desarroilo de ios c10rop1astos, primero
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aparecen los suifoïipidos seguidos de 1a ciorofiia y 105 gaïac
toiipidos (Rosenberg y Pecker, 1964).

Prácticamente, todo e] ácido a-linoieico y Ios ácidos gra
sos polienoicos de Cleen Eugfienafotoautotrófica se encuentran
en ios gaiactoïipidos (Huianicka et a], 1964) y en Ios su1foii
pidos (Davies et a], 1965). En contraste, 1a mayOria de Ios áci
dos grasos polienoicos de C20, C22 y C2“ de] tipo y-ïinoienato
se ha11an en ios fosfoïipidos en Euglena crecida heterotrófica
mente (Huianicka et a], 1964).

X.3.2. Efecto de inhibidores metabóïicos

Aaronson y Bensky (1965) estudiaron e] efecto de una va
riedad de agentes hipercoïesterémicos, inciuyendo e] triparanoi,
en Euglcna y otros protistas. Estos investigaCnres informaron
que 12 inhibición de] crecimiento producida per estos compuestos,
Docia revertirse por adición de ácidos grasos nosaturados pero
no por esteroies. Rosenbaumet a] (1965) Sugirieron que e] tri
paranoi seria un innioidor de Ia biosintesis de ios ácidos gra
sos .no saturados pero no actuaria a nive] de 1a formación de]
ergostero].
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XI.

XI .1. Enzimas

METABOLISMO DE ACIDOS NUCLEICOS

invoiucradas

Se han encontrado y estudiado en Euglana ias siguientes
enzimas pertenecientes a1 metaboiismo de ios ácidos nucïeicos;

a) (1960)
de 1a ribonucïeasa de Eugfiana, 1a cua] es menos especifica
Feiiig y Wiiey informaron acerca de ias propiedades

que 1a pancreática ya que degrada tanto a ios ácidos poiiuri
diiico y poiiadeniiico como a1 RNA.

sten por io menos dos enzimas invoiucradas en 1a sintesis
e nucieótidos a partir de nucieósidos (Kahn y Bium, 1965),

presencia ce E-fosfc-c-D-ribosiipirofosfato, según:

+ S-fosfo-a-D-ribosi1pirofosfato z nucieósido 5‘-fos
oiroíosiete

reacciona con adenina e hipoxantina y
zguanina y 8-2 aguanina.

o

interme.4 ll m ._l n'

otros compuestos suifonaaos.n'pUC

¡zar pr sentes en extractos de céiuias verdes,
etioíaeas y oïenqueadas con estreptomicina (Abrahamy Eachha
wat, 1964), asi comotambién en extractds de cioropiastos aii
1ados de Euglena (Davies et a], 1966).
A pesar de que aún no se han separado ias enzimas de este sistg
ma, en esta sintesis están ÍnVOÏUCFadESpor io menos, dos: 1a
suifato adeniiii transferasa y 1a adeniiiisuifato quinasa las
cuaïes cataiizan ias siguientes reacciones respectivamente:

ATP+ Suïfato i adeniiiüsuifato +pirofosfato (reacción 2)

ATP+ adeniiiïsuifato 2 ADP+ 3'-fosfoadeni1i15u1fato
(reacción 3)

También se ha demostrado 1a presencia en céiuias verdes y e
tioiadas de Eugtana de una enzima que hidroïiza e] 3'—fosfoa
deniisuifato (Abraham y Bachhawat, 1964) según:



3'-fosf0adeniisu1fato a 3',5'-difosfoadenosina + suïfato

(reacción 4)

d) Evans y San Pietro (1966) y Stern y Avron (1966) estudiaron
una enzima de Eugtana que cataiiza irreversibiemente 1a si
guiente reacción:

ADP-ribosa + ortofosfato e ADP+ ribosa 5'-fosfato

(reacción 5)

Esta enzima se encuentra presente en céïuias verdesy etioia
das de Eugkena, y parece no estar asociada a ios cïoropias
tos.

XI.23 Contenido v variación

Según 1a mayoria de ios vaíores in rmacos, ei contenidoo

de RNAen Eugiena varia entre 20 y 40 ug/ïO céïuïas. Existen va
iores mayores o menores, no inciuidos dentro de es: rango, ceoi

__J

e

do a-que 1a cantidad de RNApresente en Engrana puede modificar
c procedimientose según e} estado fisioiógi o de as céiuïas, e

11-751.25.60 P575 ¡E FEEÉC‘ (H "3 (l) lï II) (l)\ :idos nucïeices y ias c0ndicig
nes de Crecimiento.

Las céiuias desarroïïadas en ausencia de iuz tienen menor
cantidad de RNAy proteinas que 1as céiuias verdes; e] exceso
de proteinas en estas üitimas estaria asociado a ios cloropias
tos (Brawerman et a], 1962).

Sin embargo, e] RNAcioreaiásticc representaría sóio una
parte de] exceso de RNApresente en céiuias verdes, existiendo
evidencias de que en 1a fracción microsoma] se encontraría una
mayor cantidad de RNA.

En contraste con ias ampiias variaciones en ei contenido
de] RNA, 10s vaïores correspondientes a] DNAen Euglcna muestran
una mayor uniformidad, encontrándose en e] rango de 3,0-3,3
ug/iO6 céiuias.

Noexisten diferencias significativas en dicho contenido,
entre céiuias crecidas en 1uz u oscuridad.



E. gnacikta es un organismo susceptibie a aiteraciones
permanentes de su contenido de DNA.Las cepas bianqueadas obtg
nidas por crecimiento a 34 oC contienen niveies de DNAmás eig
vados que ios normaies de ias céiuias de ias cuaies derivan.
Los datos para dos cepas bianqueadas de E. gnac¿L¿ó (Z y T) re
veian un incremento aproximado de] 50%con respecto a Tas‘céiu
ias verdes (Neff, 1960).

Brawerman et a1 (1960) sugirieron que e] aumento en e]
contenido de DNAno era una consecuencia obiigatoria de] bian
queamiento, ya que existen numerosas lineas ce1u1ares bianquea
das, obtenidas por crecimiento a 34 °C o por tratamiento con es
treptomicina, que muestran un contenido norma] de DNA.Según
Brawerman et a1 (1950), es posibie que este inCremento no ocu
rriera durante e} proceso de bíanqueamiento en si, sino oue tu
viera 1ugar durante 10s cuitivos Subsiguientes.

X3.3. Ribosomas y sintesis de noiipéptidos

Existen dos tipos de ribosomas en Eugtena: citopiasmáti
co y cioropïástico, que pueden distinguirse fáciimente por micro
grafia eiectrónica de céiuias verdes. En ias mismas se pueden
Observar particu es ribosomaïes dentro ¿e ios cïoropieSIos, cuyo
tamaño es menor _ue e] de ias partiCUias oue se enCuentran eno

'7 citopiasme (7GBy 805 respectivamente).

AmbossiStemas son capaces de promover 1a sintesis de
poiipéptidos (Eisenstadt yBrawerman, 1964 a, b).

Es interesante hacernotarque tanto ios cioropiestos como
ios ribosomas cioropiésticos son inhibidos por e] cioramfenicoi
mientras que ios ribosomas citopiasmáticos permanencen inaiterg
dos. Pogo y Pogo (1965) habian demostrado que este antibiótico
inhibia preferenciaimente 1a sintesis de proteinas c10rop1ásticas
en Eugfiena.

La capacidad que presentan ios ribosomas cloropiásticos
para responder frente a RNAmensajeros exógenos es una caractg
ristica poco comünentre ios sistemas iibres de céïuias no bac
terianas. Se ha demostrado también que carecen de especificidad
propia con respecto a 1a determinación de 1a secuencia de Tos
aminoácidos en ias proteinas.



X1.4. Reguïación de 1a sintesis de proteinas cioropiáticas

La sintesis de ias proteinas clorOpIásticas se ve afecta
da por una variedad de factores ambientaies que, sin embargo, no
tienen efecto sobre e] crecimiento ce1u1ar.

La formación de cioropiastos requiere 1a presencia conti
nua de 1uz, ya que en SU ausencia se detiene 1a sintesis de ias
proteinas asociadas a dichas organeïas. Estas inciuyen tanto
ias proteinas estructuraïes comoias enzimas fotosintéticas sg
iubies.

La sintesis de ios cioropiastos también está sujeta a una
represión seiectiva por una variedad de metaboïitos (Anp y ¿eden
ceri, 1963). Esto expiicaria ei número reducido ce ciorozïes:os
presentes en 1a fase iogaritmica se un Cuïtivo que crece er ur
iedio orgánico rico; además, a medida Que ias céiuias se acercan
a ia fase estacionaria, comienza una sintesis rápida de ciure
pieszcs, debido posibiemente a 1a :isninuciór egoiefíerzc
de ios metaboiitos reoreSOres.

E1 comportamiento de las proteinas ciorosiászicas stran:e
l" ,4

7elanqueamiento de ias céïuias por crecimiento a 34 °C es
C :1 CT uen ejempio de] eStricto contro] a1 cua] está Sujeto. Dur 5

m -.—J

a

es etapas tempranas de? Droceso de biandueamiento, e= núme
1 o de cioropiastos aumenta en forma 1ineai mientras ias cé.uías
;ri:en uncrecimierzo exaonencie? normai.ll‘

La formación, por ejempio, de 1a enzima fetosintética
TPN-g}icera]dehido-3»fosfato deshidrogenasa aumenta en forma
paraïeia a1 contenido decïorofiia.

Cuando e] proceso de bianeueamiento se interrumpe, ser
exposición de] cuitivo a una temperatura menor, comienza una
ráaida sintesis de clorofiia ïuego de un proiongado iag; nueva
mente, ia formación de 1a enzima antes nombrada ocurre con un
cerfi] enáiogo a1 de 1a ciorofiia.

La existencia de ribosomas dentro de ios cioropia5tos
indica que ias proteinas piástidas pueden ser sintetizadas den
tro de estas organeias. Se ha considerado ia posibiiidad de que
estos ribosomas contribuyan a 1a determinación de 1a secuencia
de aminoácidos de ias proteinas cioropiásticas y por 10 tanto,
de ia naturaïeza de ias miSmas (Brawerman, 1963).



Sin embargo, Schwartz et a] (1965) demostraron queios r1
bosomascïoropïásticos no parecen poseer especificidad de códi
go. Asi, e] mecanismo se1ectivo que determinaria 1a 1oca1izaci6n
subceïu1ar de 1a sintesis de proteinas cïoropiásticas permanece
aün sin acïarar.

En 1973, Harris et a1 estudiaron 1aincorporación de aming
ácidos marcados y analizaron ios productos de 1a sintesis protei
ca decioropïastos aisïados de E. gnac¿k¿¿. Estos autores encon
traron que dicha incorporación dependía de] ATP exógeno o de
1a fosforiïación fotosintética; además, era sensible a antibió
ticos que inhiben 1a sintesis proteica en bacterias (cioramfeni
co]),insensib1e a 1a cicioheximida y 1igeramente sensibie a ac
tincmicina L y rifampicina. Los productos obtenidos incluían t Ea

soïubïes comoestructuraies. Este mismogrupo efe;to proteinas
tuó un estudio comparativo con 1as proteinas sintetizadas ¿n ui
v(_er ei caso en e] cua] ios ribosomas citopiasmáticos se halia
ber ínñ‘ïicCí czn cicïoheximida y se observó que Eos 55205 de
sintesis proteica ¿n virar coincidían con 1os de ¡a producida
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PARTE 5: CLOROFILA Y CLOROPLASTOS

XII. ESTUDIOS SOBRE CLOROFILA

XII.1. Introducción

La ciorofiia a se considera ei pigmento fotoquimico reag
tivo por excelencia ya que en su ausencia ia fotosíntesis no tie
ne iugar.

Los carotenoides funcionan como pigmentos accesorios in
voiucrados en 1a transferencia de ia energia absorbida a ias cig
rofiias y comoprotectores de 1a fotooxidación de ias mismas.

Evidencias recientes indican que sóio una pequeña canti
dad de ia ciorofiia a funciona en forma fotocataiitica;-ei res

s i 1ïamad° Pigmento antena , e
ción y transferencia oa 7a energia a 7a cioroíiia a Toto-reactiva
de manera simiiar a ios Otros pigmentos accesorios: carotenoioes,
ficoaiiinas y Otras ciorofiias.

Duysens (1952) ctuó numerosa
a a

efe
que mostraban que ia energi
rios :aba origen prin:i:a ¡este a una 7 -3res:an:ia c ¿ES rm
mientras que ia absorbida por 1a ciorofiia a correspondía prima
ria;En:e a una íiuorascencia a 728 ns. üuysens (7953} y íuysens
y Amesz (i962) incorporaron estos conocimientos en 1a eiabora
ción de una teoria; estos investigadores denominaron Sistema I
a1 conjunto de pigmentos de iongitud de onda iarga y sistema II
a] correspondiente de Onda corta.

Asi, ia energia absorbida en una "unidad fotosintética"
formada por cientos de moiécuias de ciorofiia, se transfiere a
un centro de reacción especia] ubicado dentro de dicha unidad.
Taies centros de reacción de ciorofiia a se encuentran en muy
poca cantidad; además, es oxidado por ia iuz absorbida en ei
sistema l y es reducido por e] sistema I]. Kok (1959) descubrió
este pigmento y encontró una absorción máxima a 705 nm (Kok y

Hoch, 1961) denominándoio P700
seria ei responsabie de 1a captación de 1a energia dei sistema I.

(P por pigmento) sugiriendo que

De acuerdo con ios datos experimentaies acumuiados se
conciuyó que ei sistema II absorbia energia (< 670 nm) directa



mente a través de'ia ciorofiia a (antena) o transferida a esta
desde ios pigmentos accesorios (incïuida 1a cïorofiïa b), prodg
ciendo 1a ruptura de] agua, con 1iberación de oxigeno y con re
ducción de ciertos intermediarios de 10s cuaiesei termina] es

e] P700 oxidado. La energia de mayor iongitud de onda (>680 nm)
es absorbida por ei sistema I, directamente por medio de su an

tena (ciorofiia a) y/o de] P700, o por transferencia a 10s mis
mós desde e] sistema II, y produce 1a oxidación dei P700 reducl
do y 1a reducción de] NADP(Myers, 1963; Cïayton, 1965\.

XII.2. Efecto de 1a 1uz en 1a farmación de c10rofi1a

Numerosos investigadores “ar :emostrado que cuando se i
1uminan céiuias ce Eugien; crecidas en oscuridad, ia ¿arreción
de ciorofiïa en función de] tiempo de iiuminación, responde a
un perfii de] tipo iïustredo en i a Figure 12.].

En ]as secciones p
do de Ios segmentos AB, BC, CD .Y

Rosenberg y Pecker (1964 (Ficuïg 12.2.) obtuvieron una
curva iigeramente diferen: . Lueg de un corto periodo Zag, iaso

céiuïas etioïadas de E. gnacátia producían cïorofiia en tres eta
\pas,.a1 exponerias a iuz ¿e 9€ €:;- Dtrarte 1a fase í? horas;LH

1a formación de cïorofiia ocurría a una veïocidad muy 1enta. En
e] estadio II, de aproximasamente 25 raras, 1a síntesis :eï
mento era 1inea1 y en'ia última etapa, continuaba dicho incre
mento hasta 1a obtención de un verdeo máximo.

XII.2.]. Transformación de precursores en cioroiiia (Segmento AB)

Se han reaiizado numerosas experiencias para identificar
a] preCUrsor de 1a ciorofiia aprovechando que Eugflcna pierde di
cho pigmento durante e] crecimiento en OSCUridad y 10 recupera
a1 exponeria a 1a 1uz. Determinaciones de] espectro de acción de
este proceso sugirieron que 1a protoc1orofi1a seria e] precursor
(Noïken, 1961). Sin embargo, Schiff y Epstein (1965) señaiaron
que en Eugtena aün no se ha determinado si 1a protociorofiia o
1a protociorofiiida es e] verdadero preCUrsor, introduciendo en
tonces e] término protociorofi]-(ida)—a. En piantas Superiores,
1a fitiiación ocurriría inmediatamente después de 1a fotoconver
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sión de 1a protociorofiiida a ciorofiiida a (smith'y French,
1963). Este proceso Sucederia en apr0ximadamente 10'3 segundos
(Madsen, 1963).

Stern et a1 (1964 a) demostraron que céiuias de E. gnacé
Ets var. bac¿ttan¿4 crecidas en oscuridad contenían cantidades
menores de protoc]orofi1-(ida)-a (3 x 10'3 pg por céiuia o aprg
ximadamente 18 x 108 moiécuias por céiuia) que ias esperadas pa
ra un intermediario acumuiado en ausencia de 1uz. Schiff y Eps
tein (1965) Sugirieron que 1a formación de protoc]orofi1-(ida)-a
en céiuias desarroiiadas en oscuridad se enCUentra bajo un con
tro] feed-back, en e] cua] 1a protoc]or0fi1—(ida)—a actúa inhi
biendo 1a primer enzima de SU biosintesis: 1a E-aminoïevüiico sin

. La conversión iuminosa de ia protociorofii-{ida)-a en
aria sin efeczo dicho bioqueo.

Butier y Briggs (1966) 11evaron a cabo unainvestigación
acarca de la influencia de ia estructura en ios cambios esseCIrí

:r:s:o;ie ce azsorciá: a Dejes temperaturas (77 'L,. :5105 aut:
res na‘laron cue ei TÉ)1WOce absorCiór ce Ia protocïoroïi‘-{‘ca‘—a
a se encuentra a 630 nm, inmeCiatamente desoués de 1‘ ‘o:ocon\e:
5‘ór, 1a banda de absor51ór ce la ciore‘iI-’"ce -a a se taïïa =
667 nr, no existiendo ningún camoio de es:a pOSiCión. EStas oe
servaCiones suzirieron cue er Ï_;Ï€u: se ‘srma :"E :ïoro‘iïa a:
numérica a partir de un intermediario tantién mononérico

X11.2.2. Fase lag (Segmento BC)

Después de 1a conversión inicia] de una pequeña cantidad
de protoc]orofi1-(ida)—a en ciorofiia, sigue una fase 1ag duran
te 1a cua] continúa formándose e] precursor a una veiocidad igual
mente baja.

Estos periodos tienen una duración de 5-15 horas en E.
gnac¿t¿¿ Z (Brawerman y Chargaff, 1959) y E. gcacitáa var.bac¿—
{Lan¿¿ (Nishimura y Huzisige, 1959).

Stern et a] (1964 a) encontraron que 1a cantidad de cïorg
fiia formada después de 2 horas de exposición a 1a iuz no era
estequiométrica con respecto a1 contenido de protoc]orofi1-(ida)-a
de ias céiuias crecidas en oscuridad, sino que representaba un
incremento de 10 veces. Por 10 tanto, Sugirieron que 1a sintesis



inicia] de ciorofiia ocurría para1e1amente a una nueva formación
de protociorofii-(ida)-a y posterior conversión a ciorofiïa.

En cuanto a 1a duración ae esta fase lag, Virgin et a1
(1963) conciuyeron que 1a misma es función de numerosos facto
res, entre eiïos e] estado nutriciOnai.

XII.2.3. Sintesis rápida de cïorofiia (segmento 0D)

Una vez concïuïda 1a fase 1ag, comienza un incremento ii
nea] en 1a formación de ciorofiïa. De acuerdo con ios resu]ta—
dos de Stern et a1 (1964 a), que estudiaron 1a cinética de 1a a
parición de 1a cïorofiia y los carOLEnoides y ei desarroiio de
1a fotosíntesis (medida como lll sarición de G; e incorporación de
]“C02), este fenómeno ocur e con una veiocidad iinea] ha5ta ar

proximadamente 1as 80 heras.

M. Brody e: a ;'::; Cbservaron Que E. ¿ crecida
en oscuridad desarroiïate Su aparato f0tosintéiiso Centro de
ies 5-10 h0ras de i unirasiCr son 100-150 ftc, cede cue a ie
10 h0ras ya existían evidencias de 1a formación de 03 fotosi
tico. EStos autor a aes observaron a 77 K que a 1 s 10 horas

smadamente tenia 1ugar un incremento agudo de ia fiu0re
a 720 nm con res;e::: e ze de ¿Si nm. Debido a due ¡e í
cencia a 720 nm se origina en especies agregadas de clorofi

‘ E

1

‘uorescencia e 685 nm se atrízsye e €crmas

monoméricas (FM), M. Brody et a1 (1965‘ conciuyeron que en
Eugtena existían pocos agregados en céiuias verdeadas durante
1as primeras 10 haras y reiteraron sus propias apreciaciones

(FA) mientras que

anteriores acerca de que es condición necesaria para 3a {ptosig
tesis 1a presencia de ciorofiïa en forma agregada (S. Brody,
1958; S. Brody y M. Brody, 1961).

XII.2.4. Estado estacionario (Segmento DE)

Stern et a] (1964 a) y M. Brody et a] (1965) iiegaron a
simiiares concïusiones en cuanto a 1a cinética iineai en 1a to:
mación de ciorofiia y en 1a actividad fotosintética que prosi
gue a 1a fase 1ag.

Stern et a] (1964 a) afirmaron Que después de80 horas de



iluminación, E. gnac¿t¿s uan. bacLKtaats crecida en oscuridad
contenía 12-14 pg de clorofila por céiuia (7,2-8.4 x 109 moiécu
ias por céiuia) datos coincidentes con ios obtenidos para ias
céiuias desarroiiadas a 1a luz.

M. Brody et a] (1965) encontraron que E. gnacátia Z conte
nia 1,06 x 109 moiécuias de ciorofiia por céluia después de 80
horas de exposición a 1a iuz, en contraste con 2,5 x 109 moiécu
ias de ciorofiia por céiuia, ha11adas en E. gnactfita Z crecida
directamente a 1a 1uz.

XII.3. lnfiuencia de 1a intensidad luminosa sobre e] contenido
tetai de clorofiia durante e] desarroiio

Stern et a] (1964 b) utiiizaron céiuias de E. gnac¿t¿¿ uan
baciLLaa¿¿ crecidas a 1a OSCUridad y que se encontraban en esta—
do de no división. para estudiar ia infïuencia de 1a intensidad

(hiuninosa y ia :craci-n de} periodo ce formación de] contenido
I

-‘t: y b). EStos inveSIigadores haiiaron cue
¡a fetosintesis (medida como formación de 02 y fijación de C02)
y 1a sintesis de pigmentos alcanzaban sus vaiores máximos a in

iuz de 100 ft-c, en céiuias iiuminadas durante
95 horas. Intensidades Superiores o inferiores originan uaíocidí
des menores de fetosintesis y de formación de pigmentos (Fidura
ip a

Sternet a] (1964 b) observaron que 1a veiocidad de forma
ción de 02 y e] contenido tota] de ciorofiia aicanzaban sóiamen
te un 50% de] vaior de] máximo, aün después de 10 dias de exposi
ción de ias céiuïas a una intensidad de 7 ft-c. Asi, 1a cinética
de] desarroiio de 10s pigmentos y de 1a capacidad fotosintética
indicaria que ias céiuias adaptadas a bajas intensidades de 1uz

—(4 o 7 ft-c) no aicanzan ios niveies máximos.

Las céiuias expuestas a intensidades de 440 ó 700 ft-c dí
rante e] verdeo muestran veiocidades iniciaies comparabies a
aQUeiias desarroiiadas a 100 ft-c, pero a ias 60 horas 1a veio
cidad y ios niveies disminuyen hasta observarse una inhibición
(fioura lg¿a¿). Stern et a] (1964 b) notaron que 1a reiación
ciorofiia/carotenoide (moi/moi) en céiuïas desarroiiadas a aitas
intensidades 1uminosas, no aicanza nunca e] vaior óptimo de 2,5,
posiblemente debido a una mayor inhibición en 1a formación de
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clorofiia o a una veïocidad superior de destrucción de 1a misma.

Stern et a1 (1964 b) informaron además que, cuando céiuias
crecidas a 7 ft-c durante 87 horas se exponian a 100 ft-c
para continuar su desarroiio, las céiuias aïcanzaban niveies
normaies de formación de 02 y contenido de pigmentos, iuego de
40 horas. Una vez trancurrido este tiempo, proseguia eidesarrg
110 de ta] forma que a ias 80 horas se excedian ios niveles no:
maies de estos parámetros y ias céiuias se transformaban en hi
perdesarroiiadas (18 pg de ciorofiïa por céiuia; 10,8 x 109
moïéCuias de cïorofiia por cé1u1a) comparadas con ias obtenidas
en condiciOnes normaïes (13 pg de ciorofiia por céiuia; 7,8 x
108 moïécuias de ciorofiia por céiuia).

XII.4. Infiuencia-de ia intensidad iuminosa sobre ei contenido
de cioroíiia a y ciorofiia b

Noixen (1961) Stimó que 1a ciorofiia b rearesentaba une

5-201 de 1a cantidad tot 1 de ciorofiia presente en E. gnaci

orown (1963) y Brown y French (196i) informaron acerca de
de 1a ciorofiia b, cuya cantida: no varia con 1a

n ciorofiïe a :7:'ofi]a b es a
]uminosas eïevedas (1200 ft-c)

i u U [1' -I n' In ¡I ’i ¡a I|' ‘
III ft-c}. Stern e: aï 2364 b) con

que-ias aitas intensidades iuminosas afectan ambas C19C. m .1

U1O

J

siendo minimo e] efecto sobre ia ciorofiia b.1 O 4., —I

.I
D. v

XII.5. Adaptaciér a ie OSCUridad. Degradación ce 1a ciorofiia

Además de 1a pérdida de ciorofiia producida por simpie di
iución y como re5u1tado de 1a división ceiuiar v de] crecimien
to, Noiken (3961) observó que cuando E. g:ac¿i¿s era transferida
a 1a oscuridad, tenia lugar una degradación de ese pigmento. Las
caracteristicas espectraies de estos extractos sugirieron que den
tro de un periodo de tiempo corto pero variabie, en OSCuridad,
se formaba feofitina. Existen otras condiciones ambientaïes como
una nutrición pobre, vejez, acción de drogas especificas y temps
raturas superiores a 105 40 °C. que también producen cambios es



pectra1es simiiares e inducen 1a transformación de 1a cïorofiïa
en feofitina.

De acuerdo con estudios de identificación quimica, cocroma
tografia con feofitina a cristaïina y posición depicos de fluo

“SCEncia de] pigmento obtenido de Eugkena (entre 670 y 675 nm),
c0mpuesto formado en 1as céïuïas adaptadas a 1a oscuridad es

.a feofitina a.

La c10rofi1a b también disminuye progresivamente durante
1a adaptación de ias céiuïas, a 1a oscuridad, pero su determina
ción cuantitativa, asi como también 1a de 1a feofitina a, se ve
dificu1tada por 1a baja concentración y 1a imprecisión acerca de
los coeficientes de extinción correspondientes a ciertas Iongi
:udes de onda.
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x111. ¿LOROPLASTgs

X]II.1. Introduccign

La función especiaïizada de ios cioropïastos de proveer
y organizar 1a maquinaria para 1a conversión primaria de Ta e
nergía 1uminosa en energia quimica se haïla asociada a 1as mem
branas delos ti1acoides (Haan et a], 1973; Heber y Krause, 1971).
Mediante reacciones fotoquimicas en 1os fotosistemas ] y II, Ios
cuantos de 1uz absorbidos por las cïorofiïas permiten 1a separa
ciónde cargas en Ios centros de racción. Los e1ectrones de] agua
sontransportadosa] NADP+y este f1ujo e1ectrónico inducido por
3a lu: está acopïado a 1a síntesis de ATP. La Energia (AIP) y

...)

+ _ _e nocer reductor (NADPH+ H ) generado por estas tato-reac:iones
asociadas a membrana, permiten 1a fijación de] C02 en oscuridad
y SU reducción a carbohidratos.

Desarr011o morfoïógico

E] ciorop1astototaïmente desarroiïado, caractEristico de
céïuias de Eugfiena crecidas a 1a 1u2 posee aproximadamente 12
3m5::>, cada una compuesta de 2 a 4 pares demembranas in:im;

mente .igadas 11amadas discos (Ben-Shau] et a], 1954).
g 1:stica de los CÍOT5;5&SZOSde"A 'I:nzra.

¡.1 U!, ES CEFECÍÉT e

_.I e existencia de pirenoides ïocaiizados centralmente, 10U)

cuaïes aparecen en forma más densa en micrografias electrónicas.
E1 carbohidrato de reserva (paramiïon) se ubica rodeando a1 pi
renoids y 1a ciorofiïa seha11a distribuida en 1a región 1ame1ar.

Si bien Euglcna necesita luz para ïos procesos de forma
ción de cïoropïastos y de sintesis de ciorofiïa, a1 igua] que
las p1antas superiOres,existen otros organismos, comonumerosas
a1gas (Chronctfia, Chiamydomonaa,etc.)-que no poseen dicho requg
rimienzo.

Aqueïïos organismos que necesitan luz para e] desarroïïo
de ïos cloropïastos y 1a formación de c1orofi1a parecen uti1izar
1a energia 1uminosa en 1a conversión de 1a protoc]orofi]-(ida)-a
a a c10rofi1-(ida)-a a. En Eugtena, como se ha mencionado, no
se ha determinado aún cuá] es e] precursor fotoquimico reducido:
1a protocïorofila o 1a protocïorofiïida.



Se han aisiado mutantes que requieren iuzpara 1a formación
de ios cioropiastos y para 1a sintesis de ciorofiia, a partir de
organiSmos que no 1a necesitan para dichos procesos.Las mutantes
de Chfamgdumunaay Chtonctta (Sager, 1958) son e] resultado de
una única mutación en cada caso. Aparentemente, 1a cepa saivaje
contendria tanto eisistema enzimático inducido por 1uz para 1a
transtrmación de 1a protoc]orifi1-(ida)-a a c10rofi1-(ida)-a,
como ei invoïucrado en dicha etapa en oscuridad. La mutación ha
bria eiiminado este üitimo sistema, permaneciendo sóiamente 1a
aiternativa dependiente de 1a luz.

Después de numerosas generaciones de crecimiento en 1a
oscuridad, ias céiuias de Eugfena pierden toda su ciorofiia y con
tienen sóïamente protocioro ¿(ida)-a,como pigmento verde de
:ectabie (Schifï et a], 195] . La micrografia eïectrónica reveió

sque ias céiuias c0ntenian prop] idos de aproximadamente 1 u
de diámetro (Ben-Shau] e: ai 1 piástidos se
han dezectado una o :es remzr=ne 1

e 1 c

dedor de 30 proniástisos por cé uia (Epstein y Schiff, 1961).

internas y :articu as dei te
1 m m 0 C1.

s

s ribosomas (Liss et a], 1965); se han encontrado aire
1

Cuando las céiuias de Eugfiena crecidas en OSCUridad se
exponen a 1a iuz, ios cïoropiastos comienzan su desarroiio, es

n ias céiuias dividiéndose o no. Manteniendo ias céiuias en
J

CL .1 f') .J. O 3 es de no división, mediante un medio en reposo ("re5ting
mediumyies Dosibie estudi l\' r e} desarroiio ciorootástico, indepeg
dientemente de ia división ceiuiar (Stern et a1, 1964 a).

Los eventos morfoiógicos de este proceso (Epstein y Schiff,
1961; Ben-Shau] et a], 1964) se pueden resumir de 1a siguiente
manera:

a) Las membranas, que iuego originarán ios discos, se invaginan
a partir de iamembranapropiástida interna;

b) estos discos se fusionan unos con otros iongitudinaimente,
Dara formar las iameïas que contienen aproximadamente de 2 a
4 discos;

c) 1a región pirenoidea se diferencia iuego de 18-24 horas de
cemenzado e] proceso de desarroïio;

d) e] número máximo de 1ame1as se aicanza a ias 72 horas de de

sarroiio de] cioropiasto; se considera que a1 cabo de este pg
riodo finaiiza este proceso.



tos dinofiageiados y 10s eugienoidesposeen cioropiastos
que están rodeados por tres membranas ias cuaïes constituyen 1a
envoitura cioropiástica. La función pasiva de esta envoitura
consiste enseparar de] citopiasma ias enzimas soïubies de] cicïo
de Ca]vin—Benson; en cambio sus funciOnes activas son:

DJ V
Transporte activo de metaboiitos de bajo peso moiecuiar;

U' V
permeabiiidad seiectiva para aniones (unas pocas especies)
en re1ación con transportadores especificos (Heidt, 1969;
Strotmann y Berger, 1969), posibiemente asociados con 1a mem
brana interna de esta envoïtura (Heidt y Sauer, 1971);

sintesis de gaiactoiipidos cioropiásticos (Joyard y Douce,
1976);

fl
\_.

d} identificación r :ransferencia de proteinas ciorop
sintetizadas en ei'citoplasma (Eiiis, 1977; Chuay Schmidt,

s1978, 1979),en área eSpeciaiizadas de ias membranasexterna

e ESEFUZÍL'Ede triple membrana de 1a envoïtura cioro
:‘Ész‘:' :e 5:;¿ans ‘¿e observada por numerososestare: ‘eztacte
e! em:ieo de ia micrografia eiectrónica (aibbs, 1962, 197€; Lee
ccïe, E968, Docge, Ï=74; Tayior, 1976), recibiendo észas Eos n0¿
bre de: membrana interna, membrana externa o intermeCia x rer
'r:r= ;er::3or::’és:‘c= {DUDEFIFEIy L&:Cr-T'E1, 7262,.

XÏIZ.3. Desarroïic iisioióoico

XIII.3.1. Pigmentqg

‘
uCuando se i uminan céïuias de Euchna crecidas en oscuri

dad, se forma iniciaimente una cierta cantidad de ciorofiTa a
(Schiff et a1, 1961); dicha sintesis continúa aumentando 1entame1
te durante aproximadamente 10 horas (Stern et a], 1964 a). Pasa
do este periodo ia formación de cloroiiia a se incrementa rápida
ente en forma casi paraieïa a 1a veiocidad a 1a cua] se están

-h3 ormando ias iameias.

La clorofiïa b es muy difici] de medir ya que aün en cé
1u1as compietamente desarroïiadas constituye 5610 una pequeña
proporción de 1a clorofiia tota].



Las céïuias crecidas en oscuridad contienen una cantidad
apreciabíe de carotenoides (Stern et a1, 1964 a). Cuando se
induce e] desarroïïo de] corop1asto por i1uminacióm, e1 aumento
de 10s carotenoides es paraíeïo a1 de 1a cierofila a (Stern et
a], 1964 a).

E1 carotenoide ausente en céiuïas etio1adas es 1a neoxag
tina, que aparece por primera vez a 1as cuatro horas de comenza
doe] desarroïïo de] c10r0p1asto a 1a luz y Iuego continúa aumen
tando, como así 10 hacen 1os ya presentes en ausencia de 1u2
(Krinsky et a1, 1964).

Cuando céiuïas crecidas en oscuridad se exponen a ie
luz, e] primer proceso que puede medirsees un incremento signi

. C
>|‘ icetivo e irreversibïe de Ia veïocidad de incorDOraciór ce 3_
(Scniff, 1963).

Este hecho representaría un aumento en 1a resai acia:
cen e] fin de moviíizar energía para ¡a síntesis de ios COFSTi
:uyenzes cïoropïásticos.

Superpuesto con este proceso irreversibïe, se puede este;
zar tn' incorporación íotoinducida pequeña y TEïETSÍL
A medida que procede e] desarroíïode1 cioropïesto, esta inserto
ración reversibïe se ve graduaimentecompensaaahasza que,
curridas aproximadamente 4 horas de] mismo,se encuentra'baïanceg
da por 1a evoiución fotoinducida de 02. De aquí en adeïante, e
xiste un incremento neto en 1a evoïución fotosíntética de 0¡.

De acuerdo con estos hechos, se puede considerar cue eï
momento en que comienza 1a fotosíntesis es cercano a ïas 4 horas
de iniciado e] proceso de desarroïïo de] c1orop1asto.

La fijación fotosintética de C02 c0mienza aproxiladamente
a ies 6 horas (Stern et a], 1964 a; Brody et a], 1965; ¡alfarizc
y Per], 1972) y en genera], 1a veïocidad de fotosíntesis durante
e] desarroíïo, es para1e1a a 1a veiocidad de formación de pigmen
tos y 1ame1as.

La intensidad de luz óptima para eïcrecimiento en Eugkflna
es aproximadamente 100 ft-c. Las intensidades mayores o menores
rinden menor cantidad de c10rofi1a; además bajas intensidades



originan también un desarroïïo anorma] de] c10rop1ato_(Stern
et a1, 1964 b; BenShau] et a1, 1964).

X111.3.3. Sintesis de proteinas

Dado que e] desarrolïo de] c10rop1asto tiene 1ugar nor
maimente, en un medio desprovisto de fuentes de carbono y nitrg
geno, es interesante conocer si 1a formación de esta organeïa'
invo1ucra 1a sintesis "de novo" de 1as proteinas o a1ternativa
mente, si éstas ya existian en ias céiuias crecidas en 1a oscu
ridad y son simpiemente "empaquetadas" en 1os cïoropïastos cuan
do las céiuïas se iiuminan.

eme es medir 1as astiviUna forma de es2udiar este prob
dades enzimáticas so _ c o. Se ha observado que aigu
nas enzimas pïástidas aparecenorecis ente durante este periodo:

. o .náDP-triosa fesia: denierogenasa {Brawermany Konigsberg, 1960},
‘ .-_

-os‘a:o :aroo>i asa Fuiïer y 31355, 1959).

HeCiante daterninaCiones eSLeCIrafotométricas, ha Sido no
5i27e decostrar CJEe? si: 552, iocaxizazs en Ïos cïdrceïastos,
se ïCrma tamo‘én durante su desarroiïc (Derini e: a1, 1964 a, b),
a q'í Ï::i::d c-era":'2re la re‘a:iín -':::32r:€‘ï2 en É:¿ZC.

Todos ios estudios que trataron de dilucidar si 1as pro
nas cïoropïásticas estaban codificadas por e] DNAnucïear o

citooïasaázicc, .onfirmaron ía existencia de sintesis "de novo"
de proteinas c10rop1ásticas. Esta sintesis cemienza 1uego de una
fase 1ag (10-12 horas) durante 1a cua] se utilizan ïas enzimas
presentes en ias cé1u1as crecidas en ausencia de 1uz (Bovarnick
et a], 1974 a, b).

Considerando todas estas evidencias se dedujo que 1a indug
ción por 1uzde1 desarroï1o c1orop1ástico se asemejaba a una in
ducción masiva de enzimas adaptativas. Durante este proceso apa
recen varias proteinas y actividades enzimáticas nuevas y te
niendo en cuenta que esto sucede en ausencia de fuentes de carbg
no y nitrógeno, estas moïéculas se sintetizarian a partir de
pooïs internos de intermediarios o de 1a ruptura de macromoïécu



ias existentes.

Bovarnick et a1 (1974 a, b) consideraron que durante e]
proceso de] desarro110 cioropiástico ocurría posibiemente un re
cambio proteico ya que e] contenido de proteinas ceiuiares tota
ies no se modificaba significativamente.

X]I].3.4. RNAX riggsgmas

En numerosos estudios empïeando E. gnacikáó Z'se ha demos
trado que 1a exposición a 1a 1uz de organismos crecidos en osc!
ridad induce no sóïo 1a sintesis de proteinas cioropiásticas
sino también un inCremento y un cambio en ei RNAceiuiar (Brown

Haseïüon, 1971 . Brawerman (1963) com;rccó que ios c10ropias
tos tenian ribosomas diferentes y Que se diStinguian de ios cito
piasmáticos por 1a composición de sus bases y 1a caracteristica.
e su sedimentación.

Sisenstad: 3 Brawerman(1963) :emostraron Quecioropïastos
“‘122225 :5 Eagáen: :ocian incorporar ami ácidos en proteinas;no

ooración también fue observado en riboso
tos y de] citocïasma, en presencia des

rm diarios necesarios (Eisenstadt y Brawer

OdESeseas evidencias Sugieren cue Eugfcna posee siste
mas sintetizantes Ce proteinas tanto en :itopiasma comoen cïcrg

- 'I
lpiastos, de tipo simi ar a1 haiiado en otros organismos.

Numerosos trabajos han estabiecido 1a presencia de DNA
en cïoropiastos de E. gnac¿L¿a (Edeiman et a], 1964; Schiff y
Epstein, 1965; Kirk, 1966).

En cambio, en mutantes de Eugiena incapaces de f0rmar
cioropiastos no se ha observado dicha presencia (Edeiman et a1,
1964, 1965).

Scott y Smiïïie (1977) demostraron mediante 1a formación
de diferentes especies hibridas DNA-RNA,que e] DNAcioropiásti
co codifica para e] RNAde ios ribosomas de 105 c1orop1astos.



xIII.3.6. ¿Ríaos

Rosenberg (1963) encontró diferencias en e] contenido y
clase de iipidos en céiuïas crecidas en presencia o ausencia de
'qu.

E1 ácido a-Iinoïénico es un componente característico de
ios cioropiastos de Eugtena pero se encuentra ausente o presente
en muy pequeñas cantidades en céiuias crecidas en oscuridad o que
no pueden formar estructuras piástidas (Erwin y Bioch, 1962).

En Cuanto a1 ergostero], no parece estar asociado a ios
cïoropiastos ya que se encuentra en cantidades comparabies en
mutantes y en céiuias crecidas a 1a iuz o en OSCuridad (Stern‘et
a], i960).

XIII.4. Retornode ios cloroniastos a 1a condición de Drooïástidos

se disocian en discos,
o a una veiocidad aprg

ximaüa de 0,3 por generación {veiocidad aigo menor que 1a deduc
"de para una simaie diiución de Io cons uy s
cos entre ias céiuias hijas:0,5 por generación). La ciorofiia
sin embargo, desaparece iniciaïmente a una ueiocidad de 0,5 por
generación. Estas observaciones Sugirieron que cuando se retira
ba 1a fuente 1uminosa, 1a sintesis de ciorofiia cesaba inmedia
tamente, continuando 1a formación de discos y 1ame1as a veioci
dades muy bajas.

Estas evidencias 11evar0n a 1a conc1usión de que 1a sintg
sis de] RNAmensajero invoiucrado en 1a_formaci6n de ios
constituyentes cïoropiásticos puede estar reprimida en 1a
oscuridad; e] mensajerijresente tendria un tiempo de vida
Suficientemente iargo c0m0 para subsistir por una o dos genera
ciones, permitiendo asi 1a sintesis de dichos componentes a una
veiocidadmenor,a medida que e] RNAmensajero disponib1e se di
iuye entre las céiuïas hijas.

Después de 144 horas de oscuridad (8 generaciones) ios



cioropiastos regresaron totaimente a su condición de propiásti
dos (Ben-Shaui et a], 1965).

Bajo condiciones de no división, 1a situación que se
presenta es diferente (Ben-Shau] et a1, 1965). No existe prácti
camente pérdida de 1a estructura cioropiástica, durante ias pri
meras 144 haras, a pesar de que un 50% de 1a ciorofiia se ha con
vertido en feofitina y un 38%ha desaparecido (Brown, 1963))

Esto sugeriria que 1a ciorofiia por si misma no es un
determinante de 1a estructura 1ame1ar, conciusión a 1a cua] iig
garon numerosos investigadores trabajando con materiaies diferen
tes (von Wettstein, 196]). Por 10 tanto, e] desarroiio cioropiás
tico inducido por 1a iuz, a partir de] propiástido puede OCUrrir
tanto encéiuias en división cemoen reposo en feraa siriiar; ei
proceso inverso o sea 1a t: usformación dei :.cr"==s'= en
piástido en ausencia de iuz, sóio se produce en éeiuias en divi
sión.“

Una expiicación para estas diferencias se '¿e
ios mecanismo de controi que posibiiiitan que Eugícn”', m rlv m n h

y ¡l (I‘

H) |(II
a su situación ecoiógica. Este Organismo es un í

9nótrofo faCUitativo que puede crecer i ¡vente iigando C07 T'Í)
lUE- .1

tosintéticamente oa expensas de compuestos organic O ui 1 (D D C n ._I n O U|

de] medio.

Los organismos crecidos en oscuridad que contienen sóio
propiástidos puedenvivir y mui:ipïi:erse s: iere' . er
te reducida de carbono‘disponibie. Si ésta no es ia situación
dichos organismos no se dividen más pero pueden seguir viviendo
mientras ios nutrientes de] medio io permiten. Por io tanto ns, \_

una gran ventaja adaptativa. en estas condiciones, QUEse ,. l‘i m "1 (IY

de formar cioropiastosinmediatamente después de ia exposiciín n:

1a 1uz, adoptando asi un modo fotótrofo de existencia.

En presencia de compuestos orgánicos, cuando e] organismo
puede dividirse, 1a fotosíntesis c0nstituye un método más eficien
te para 1a utiiización de 1a energia. Asi,eï organismo puede io:
mar cloropiastos en ambas c0ndiciones dedivisión y de reposo.

Considerando que ios cioropiastos se encuentran totaimen
te desarroiiados y que se retira 1a fuente de energia iuminosa,
se pueden presentar dos aiternativas:



a) Si e] medio no contiene una fuente reducida de carbono, cesa
e] crecimiento en1a oscuridad pero ias céïuias conservan sus
piástidos; esto representaría una ventaja durante una nueva
exposición a 1a iuz;

0'
V Si por e] contrario, se encuentran presentes compuestos orgí

nicos reducidos,1as céiuias se dividen y pierden rápidamen
te ios cioropiastos, ios cuaies retprnan a su condición de
propiástidos, pero siguen viviendo como un organismo organó
trofo.

Evidentemente, durante 1a evoïución, ios mecanismos de
contro] han sido bien seleccionados para Eugtena, ya que ie pe:
miten adaptarse eficientemente a 1as distintas condiciones am
bientaïes a ies que pueda ser sometida (Schiff y Schwartzbach,
1982).

:sibïes mecanismos de controï para e
reoïicación de ios c10rooiastos

IU

Scniff y Epstein (1968) idearon un modeio para reïacionar
ies diferentes y numerosos conocimientos acerca de] desarroiio
y de Ia repiicación de 105 cïoroplastos en Euchna (ficura 73.1.).

Y '.- :- 'a- ‘q 1 '¿— -...-. :: ¡:C 1:!‘Gc de; ü.cgrc,-;:: U S

ia creci:e en oscuridad.Este posee aproximadamente 30 propia
o o ari nd protociorofii-(i‘a}—a y DNA.Si es:nl

se mantienen en esas condiciOnes, se dividen y ios propiástidos
se repiican para mantener su número constante de generación en
generación. Esto impiica que e] DNAcontenido en cada propïásti
do se rezïicaria en cada generación de céiuias, posiblemente m;
diante una DNApoiimerasa presente en e] mismo p1ástido. Estos
aut0res consideran que deben existir pequeñas cantidades de esta
enzima durante e] crecimientoen 1a oscuridad para permitir 1a
c0ntinuidad de] propiástido en Cuitivos desarrolïados en dichas
condiciones.

A 1a derecha de 1a figura se encuentra representada una
céiuia verde, que contiene 10 cïoropiastos. De aCUerdo con sus
reSUItados experimentaies, cada una de estas céïuïas contiene
tres unidades de DNA,iniciaïmente presentes en cada propiásti
do. Cuando e] cioropiasto se divide, durante e] crecimiento de
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1a cé1u1a a 1a 1uz, estos DNA's se rep1ican como en 1as cé1u1as.
crecidas en oscuridad.

Se ha demostrado que 1a ïuz U.V. bïoquea especificamente
1a trasmisión de 1a capacidad de formación de p1ástidos a ias cg
1u1as hijas ene] momentode 1a división celuiar; Schiff y Epstein
(1968) propusieron que e] sitio de acción de 1a 1uz U.V. seria
sobre 1a rep1icación de] DNA.Si se considera eÍ proceso de dg
sarroïlo desde e] propïástido a1 cioropïasto, inducido por 1a
1uz, se sabe perfectamente que 1a conversión de 1a protoc1oro
fi1-(ida)-a a c10rofi]-(ida)-a en presencia de luz es un paso
necesario en 1a biosintesis de ciorofila. La pequeña cantidad
de protoc]orofi1-(ida)-a presente (mucho menor de 1a que se
esperaria de un intermediario que se acumuïa deC!‘ -1I Cl. O CI) un b1oqueo
par ausencia de iuz) Sugiere que la formaciír de ¡a prDtocïorb

d-be k. Por ana1o
s inhibiciones deeste tipo, 1a prot

ac
oc]orofi1-(ida)-a

, primera enzi

scuridad; se ha11a bajo contro] fe
ra
ser con: inhibicsr r= Í: ALÁ-sinze

de su camino biosintética. Pero en 1a conver ión de protoclgs

'1-{ica‘—a a cïorofi -(ida)-a a 1a ïuz, 1a concentración en
aei estado estacionario de] rimer pigmento seri 10 suficiente

nte baja como para no cer inhibición feed-back. Los auto
s Sugirieron que todas i s a

i ’ï‘ 1 - ’1

do; efectivamente, céiuias de EugLCnamantenidas en o
reziener 5L :cntenzss c

Numerosos trabajos indican que e] c0mportamiento de este
pigmento está de acuerdo con e1 modeïo de inhibición feed-back,
Sugiriendo cue 1a ïuz desbïoquea 1a:sintesis de protociorofiï
(ida)—aconvirtiendo este pigmento inhibitorio en cïorofiïa.

Es importante destacar que e] efecto de 1a 1uz invo1ucra
otros hechos de suma importancia, además de 1a formación de cio
rofila. La qu induce 1a sintesis de proteinas especificas de]
cloropiasto y por 10 tanto, 1a de-represión de] DNApïástido per
mitiendo asi 1a sintesis de 105 RNA-mensajeros. Brawerman y
Eisenstadt (1964) presentaron evidencias de 1a presencia de
RNA-mensajeros en c1orop1astos de E. gnac¿f¿¿. Smi11ie (1963)
encontró que e] fïuoruraciio inhibia e] desarro110 de 1os c10rg
piastos si se 1o incorporaba inmediatamente después de que 1as



céïuias habian sido expuestas a 1a iuz. Sin embargo, e] sistema
era insensibïe a esta droga, si se 1a agregaba 24 horas después
de comenzado e] desarroiio, indicando que todo e] RNAnecesario
ya habia sido sintetizado durante dicho periodo de tiempo.

La actinomicina D es una droga también parciaimente inhi
bitoria (Pogo y Pogo, 1964; Mc Caïia y A11an, 1964).

Brawerman (1963) postuió 1a existencia de un sólo tipo de
ribosomas en cioropiastos de E. gnacifi¿¿. Asi si e] mensajero
se sintetiza a partirde] DNApiástido, se puede asociar a ios ri
bosomas plástidos para formar un sistema sintetizante de protej
nas

La O-meti] treonina bioqueaei cesarroiio cïorociástico
quizás porreempiazc de 1a isoieucina 3 ‘ormandc asi pro
no ütiies o quizás por inhibición de ia sintesis de aminoáci
dos. Su efecto es revertido por 1a isoieucina (Aaronson y Bens
ky, 1962; Gray y Hendiin, 1962).

La estreptomicina origina un 1anqueamiento de ias céik
ias, bioqueandoasimismoe] desarroiïc cïorooiésticc, a :artir
de] propiástido (Schiff y Epstein, 1968). Las evidencias obtg
nidas con sistemas bacterianos sugieren que es+° anticiÓZico
interfiere en 1a unión de] mensajero a ios ribosomas, resuitan
do en una codificaciónde ambigüedades
et aid 1964). Según Schiff y Epstein (1958) ia primera acción de
1a estreptomicina sobre ios cïoropias:cs o _
quear 1a sintesis deproteinas eSpecificas deicioropiasto. Si una
de ias proteinas producidas por este sistema fuese 1a DNA-poiimg
rasa para e] DNA'piástido, 1a interferencia de 1a estreptomici
na se encontraría a nive] de 1a repiicación; de esta forma se
podria iiegar a una e1iminaci6n tota] de ias estructuras piásti
das y de] DNAde ias céïuias expuestas a su acción.

Las temperaturas superiores a 34 °C tienen un efecto ana
1090 (Brawerman y Chargaff, 1960). Es posibie que aigunas enzi
mas invoiucradas en 1a repiicación de] DNAde ios piástidos sean
sensibies a 1a desnaturaiización a estas temperaturas reiativa
mente bajas.

Asi, se debe considerar que 1a inducci'n cïoropi’stica,
por 1a 1uz es una coordinación compieja de i. ., /, . .. ..

que empiea Ios mecanismos de trasiaCion y/ÏkanscripCion, tamoiendescriptos para otros sistemas. f

ucción enzimática
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XIV. INHIBIDOREÉ DEL SISTEMA CLOROPLASTICO

XIV.1. Introducción

Existe un número creciente de agentes fisicos y quimicos
que producen unapérdida temporaria o permanente de los c10rop1a5
tos de Eugtcna. Esta sensibiiidad a determinados factores ambien
taies, ios cuaies tienen poco o ningün efecto sobre e] resto der
1a céiuia, enfatiza 1a naturaieza semiautónoma de estas organe
1as.

La presencia de DNA(Sagan et a], 1966) y de] sistema sin
tetizante de proteinas (Eisenstadt y Brawerman, 1964) sugieren

oropiastos constituven enzidades semiindependientes,
a ce un mecanismo para convertir

estos de Eugiena parecen ser más sensibïes a
e s a otros orga

p astos de Eugtcna puedenc 1

ias: ios que interfieren temporariamente
o z y aqueiios que produ

‘34 de formación de las
p1ástidos por un proceso de diiución durante 1a división ceïuïar.

n ia di
visión ceiuiar y provocan 1a pérdida permanente de ios cioropïas

.eueznzes sen Suñazerze efectivos durante

tos ceiuiares.

La inhibición en 1a formación de cioropiastos es genera]
mente un proceso reversioie; ios inriaidores interfieren tempo
rariamente en 1a conversión de ios propiástidos a cioropiastos
verdes o producen céiuias bianqueadas reversibiemente en un cu]
tivo en crecimiento.Asi, cuando se eïimina 1a sustancia inhibitg
ria se restaura 1a capacidad para formar cloropiastos.



XIV.2. Inhibidores de 1a formación de cioropïastos

XIV.2.]. Crecimiento en ausencia de iuz

Este tema ya fue tratado en e] capituio anterior; sin em
bargo, se enfatizarán brevemente aigunos puntos.

La 1uz esindiSpensabie para e1desarr0110 de_]os p1ástidos.
Durante e] crecimiento en oscuridad, dicho desarroïio se b1oquea
en e] estadio correspondiente a 10s prop1ástidos (Kiein et a1,
1972; Osafune et a1, 1980). Por exposición a 1a 1uz, 1os propias
tidos correspondientes a cé1u1as en estados de división y de no
división, se transferman en cïoropiastos (Stern et a], 1964 a, b).

Las céiuïascrecidas a 1a iuz y mantenidas DOSIeriormente en
oscuridad en un medio compieto, se dividen y ios ciorop
reducen a propïástidos (Peiiegrini, 1980).

anto para ias céiuies en estado de división como para ias
que se enCuentran en un periodo de no división, uno de ios primí
ros pasos en 1a pérdida de 1a cïorofiia 10 constituye Ia eïimina
ción de] Mgde 1a ciorofiia a para formar feoiitina 1. Posterior
mente se pierde e] grupo carboximetiio de] aniiio isociclico
para formar pirofeofitina c (Greenbiatt y Schiff, 1959; Scnoch
et Ei, ÏSSJ; 198i).

De acuerdo con 10 espectros de absorción de céiuias ins

IaCIaS, exisze unapérdide seiectiva de un tipo de p‘;ïen:o
correspOndiente a 1a antena. ESto también se observó cuando ias
céiuias se trataban con DCMU,inhibidor de 1a fotosíntesis
(Caivayrac et a1, 1979). Posibïemente 1a OSCuridad y e] DCMU
produzcan 1os miSmos resuitedos finaïes: carencia ce una bomba
de protones con una acumuiación posterior de i0nes hidrógeno en
1a cercanía de 1a cïorofiïa de ta] forma de que se origina 1a
feofitina.

Dubash y Rege (1967) mantuvieron a E. gnaoitie en ausencia
de 1uz durante 6 años (más de 300 transferencias) sin evidencias
de una pérdida permanente de 1a capacidad de formar cïoropiastos.

No1ken (1961) postuió que 1a pérdida de Ios cioropiastos
en ausencia de 1u2 no es siempre unproceso compietamente reversi
bie.



XIV2.2. Efecto de ias condiciones de crecimiento sobre e] desa-':
rroiio de] ciorgpiasto

E1 desarroiio de ios cioropiastos, inducido por 1uz, se
haiia inhibido por 1a presencia de ciertas fuentes de carbono
(App y Jagendorf, 1963; Buetow, 1967; Harris y Kirk, 1969;
Horrumy Schwartzbach, 1980 a). Asi, ei_etanoi inhibe especifi
camente 1a sintesis de ciertas enzimas inducidas por 1a iuz y 1g
caiizadas en ios cioropiastos, en céiuias en no división
(Horrum y Schwartzbach, 1980 a, c).

Cuandoias céiuias de Eugtena crecenbajo-condiciones fo
t00rganotróficas, 1a sintesis inducida por iuz de ios constitu
yentes cioropiásticos es baja comparada con i niveles encontraos

dos en cáiuias fotoiróficas (Nicoias et ai, 1988). La sintesis
i a tde macromo écuias ioc iizadas en ios ciorop] s aumenta cuan

a a

a

do ias céi ias entran en i se estacionaria de
si, cuando hay dispo

ternativas de carbono y energia que reQUieren
11:5 ‘ÏfihÏÉ‘É

ue ia formación de esr
ia iuz y dei C02, requiere de un

q

gunas enzimas indispensab
Sumode otro sustrato carbonado, no es sorprendente que exista
un mecanismo de COEIFOÏ en Eugiena que reprime ei desarroiio

de ios cioropiastos cuando se encuentren disponibies otras fuegl
tes de carbono y energia, cuya utiiización requeriría deuna inf
ducción menos compieja. Este mecanismo de contro] aseguraria
que Sustratos constitutivos (se haiian siempre presentes duran
te ei crecimiento ceiuiar) taies comogiutamato, maiato y succi
nato, que no requieren de ia inducción de enzimas para su consu
mo, son utiiizados en primer término y que ios mismos no inhiben
ei desarroiio inducido por 1a iuz, de ios cioropiastos (Schiff
y Schwartzbach, 1982).

Sustratos taies Comoei acetato y e] etanoi, que requieren
inducción enzimática deben competir por 1a 1uz, observándose 1a
incorporación de estas dos fuentes de carbono a expensas dei de
sarroiio de ios cioropiastos (Schiff y Schwartzbach, 1982).

Dado que 1a formación de ios cioropiastos inducida por 1a



1uz es frecuentemente estudiada en céiuias de Eugtena que no
se encuentran en división por carencia de fuentes de carbono
y/o nitrógeno (Stern et a], 1964 a), es importante entender e]
efecto de 1a 11mitación de ios nutrientes sobre e] proceso de
contro] antes mencionado. Las cé1u1as responden a esta 12mita
ción con una disminución en 1a veiocidad de sintesis de ‘as pro
teinas y de] RNA.La provisión de una fuente de carbono -tiiiza
ble produce un incremento en dichas veiocidades y Ja céiuia even
tuaimente comienza su división. La exposición a 1a 1uz de ce]!
ias de Eugkcna crecidas en oscuridad y que se encuentran en 1a
etapa de no división, provoca un efecto anáiogo a 1a provisión
de una fuente carbonada, dado que 1a iuz produce 1a degradación
del paramiïon dando origen a una fuente interna de carbóno rí
pidamente utiiizabie.

La formación de ciorofiia en céiuias etioïadas de Eugtena
expuestas a 1a luz en un medio carente de fuente de carbono, es
una tercera parte en reiación con 1a sintesis de este pigmento
en céluias bajo idénticas candiciones pero en un medio compiejo
de nutrientes(Hego y Buetow, 1966).

La deficiencia de Fe produce una disminución en e] conte
nido de ciorofiïa (Careii y Price, 1965‘. ESIe elemento está
impiicado partiCUiarmente en 1a conversión de] coproporfirinógg

o \no a.pr0toporfirinógeno (Lasceïies, 1903', _

Dado que e] Mg es un constituyente de 1a moiécuia de cïg
rofiïa, e] crecimiento en un medio deficiente en dicho meta]
produciría céiuias con menor contenido de pigmento. Noiken
(1956) observó que ios cïoropiastos de E. gnac¿t¿¿ uan.bac¿fita
¿la se co1apsan cuando ias céiuïas crecen en un medio deficien
te en Hg. Este autor conciuyó que cuaiquier agente que provoque
una desorganización de 1a moiécuïa de ciorofiia producirá inter
ferencia en 1a formación de 105 cioropiastos con aparición de
feofitina.

XIV.2.3. 5-F1uoruraci10 y otros antimetabo1itos

Uno de ios primeros eventos que OCurren durante e] verdeo
de Eugflcna crecida en oscuridad, es 1a formación de nuevos ribg
somas (Brawerman, 1963). Estos ribosomas se enCUentran iocaiiza
dos en ios plástidos y funcionan en 1a sintesis de ias proteinas



cïoropïásticas. Cuaïquier agente que inhiba 1a formación de 10s
ribosomas o 1a sintesis de Ios ácidos nucieicos ejercerá un efeé¡
to inhibitOrio en 1a formación de 105 c10rop1astos en cé1u1as de
Eugicna crecida en OSCUridad y expuestas a 1a luz. 2

E1 primer compuesto de este tipo es e] 5-f1uoruraci1o (E3
vans y SmiHie, 1962), que constituye un inhibidor efectiro si se
añade antes de ïas primeras 20 horas de iïuminación (Smi11ie, 1963).
Pasado este tiempo, no tiene efecto, a pesar de que-se-sintetiza_
sóïo una parte dei contenido tota] norma] de c1orofi1a en 1a cé1u1a.

E1 5-f1uoruraci10 interfiere con 1a formación de los ribg
somas (Aronson, 1961.a, b). pero una vez sintetizados estos ribg_
sowas en ios plástidos, e] 5- luoruraciïo no tiene efecto en 1a.
SÉñZSíIS de proteinas ni en ei desarroïio de ies cïoropïastos

i'iie, .963,
Este inhibidor no afecta 1a sintesis de 1as proteinas no

:‘erozïészicas {Smiïiie e: a1, 1953}; por 1: tanto, éstas no esta
r‘ar Ssjezes a ios miSmoscontroïes que ias Dreteinas pïástidas.

S-ïiueruraciïo inhibe la S1GZESÍ5dei ci: lx)5 en e]LH

mismo grace oue 1a formación de c10rofi1a.

Otro inhibidOr de] enverdecimiento de céïuïas de Eugtcna
c.ecijas en oscuridad y expuestas a 1a 1u1, es ei ácido N-formil

' ‘ c, i955}- Este compuesto es
iene 1a sinteV

tizive de 1a enzima IMsz-aísis ce 7a asenira ror innioición compe
partato Iicasa {Snigeura y Gordon, 1 62). Su efecto inhibitorio
sobre e] verdeo de céïuïas de Eugfiena en estado de no división se
revierte nor 1a presencia de aspartato o adenina en e] medio, pg
re no por uraciïo.

A semejanza con e] S-fïuoruraciïo, 1a hadacidina no es Ef
fectiva si se añade después de 24 horas de iïuminación, puesto que
ei cioropïasto, ya tiene formada 1a mayor parte de 1a matriz y
5610 resta 1a sintesis de c10rofi1a.

Los inhibidores de 1a sintesis proteica, gloramfenicoï y
acíingmicina_g también interfieren con e1 verdeo de cé1u1as de
Englana. En contraste con e] S-fÏuoruraciïo, e] cïoramfenicoï

fectivo si se 1o agrega en cuaïquier momento durante e1 pro
ceso de verdeo (Smiïïie et a1, 1963) y aparentemente no inter



fiere con 1a formación de ribosomas (Pogo y Pogo, 1965). Este
antibiótico inhibe particularmente-1a incorporación de Mn2+
en Ios componentes 1ame1ares de] cioropiasto asi como también 1a

sintesis de cïorofiia, de cit b6 y de cit 552. E1 efecto de] cio
ramfenicoi sobre 1a sintesis proteica en cioropiastos ocurriría
a nive] de ios ribosomas. Anderson y Smi11ie (1966) demostraron
que ios ribosomas cioropiásticos de Eugfena poseen una mayor
capacidad de unir e] antibiótico que 105 correspondientes cito
pïasmáticos.

La actinomicina D inhibe 1a Sintesis de proteinas y de
RNAasi como también e] enverdecimiento (Mc Caiia y Aiian, 1964);
sin embargo, 1a inhibición de ias sintesis de proteinas y de cio
refiia tiene 1ugar después de ias 12 horas de iiuminación de
as céiuias etioiadas.

Dadoque este antibiótico interfiere con 1a sintesis
de] RNAdependiente de DNA(Hurwitz et a], 1962), estos resuita

a sintesis proteica cioroaiaszica estaria ba}:
ei :ontroi de; UNA-Sin embargo, considerando que 1a sintesis
c RNAcioropiástiee comienza inmediatamente después que las
céiuias etioiadas se han expuesto a 1a luz (Mego, 1964) uno espe
rariá que esta droga inhiba completamente e] enverdecimiento y
asintesis proteica salvo que ia sintesis de RNAdependiente de]
ná comience después de ias primeras 12 horas de exposición a i‘

1u2,.cuando 1a mayoria de los ribosomas ya han sido formados.

La actidiona, inhibidorde-ia sintesis proteica a nive]
ribOSOmai (Bennett et a], 1965) Suprime 1a inc0rporación de
(1“C)1eucina en proteinas de Eugtcna tanto en iuz como en oscu
ridad (Kirk y Aiien, 1965). Este compuesto inhibe 1a sintesis
de carotenoides aunque no tan efectivamente comoia.sintesis
de ciorofiia. Esta üitima inhibición sucede ya sea que se agrg
gue e] antibiótico inmediatamente de exponer ias céiuias etio
1adas a 1a 1uz o después de 4-8 horas de iiuminación.

Kirk et Aiien (1966) conciuyeron que ia formación de
ciorofiia en Eugtena estaria acompañadade sintesis proteica,
posibiemente deproteina asociada a1 hoiocromo de 1a ciorofiia.
Las carotenoides están menos reiacionados con este proceso duran
te e] enverdecimiento, puesto que son sintetizados en ausencia
de 1uz y por 10 tanto, sus enzimas ya están presentes en 1a céiu
1a.



XIV.3. Agentes blanqueantes

XIV.3.l. Luz ultravioleta

Si células de E. gnac¿€¿¿ uan. bactfiian¿¿ crecidas en
presencia o ausencia de luz, se exponen a la luz U.V. y luego
son plaqueadas en condiciones no reactivantes pero con una inten
sidad luminosa como para inducir la formación de cloroplastos,
el número de colonias verdes formadas disminuye a medida que
la dosis de luz U.V. aumenta (Lyman et al, l961). Se puede ob
servar que un número creciente de colonias blancas reemplaza
a las verdes existentes; la luz U.V. ha ocasionado asi la pér;

idad de enverdecimiento en la progenie de céluc

¡es QUEha recibido le radiación.

La Pérdida de la viabilidad celular comienza a dosis
lO veces mayor que la máxima reguerida para la inactivación de

ac casacidac de formación de colonias verdes {Hill et

Debemos tener presente oue esse fenómeno ocarre tanto en
as crecidas a la luz (contienen cloroplaStos) cemo en las

desarrolladas en oscuridad (carecen de dichas organelas). Esto
t ra que no es necesaria la presencia de cloroplastos,

Lymanet al (l96l) se plantearon el interrogante acerca
de la naturaleza quimica del cromóforo sensible a la luz_U.V.
El espectro de acción para la inactivación por U.V. reveló que?
el cromóforo tenia picos en las regiones de 260 y 280 nm, Sugi
riendo la participación de una nucleoproteina.

Schiff et al (l96l a) demostraron quela pérdida de la hi
bilidad para formar colonias verdes en EugLena-puede reVErtirse
por tratamiento con luz U.V; de longitud de onda larga y luz a
zul, aplicada inmediatamente después de la irradiación inactivan
te. La fotorreactivación de este proceso puede originar un l00%.
de reversión en Eugfiena, siendo ésta una eficiencia elevada en
comparación con otros sistemas (Jagger, l958) y con la fotorreag
tivación de la viabilidad de la Eugtena misma (Hill et al,
l966).

El espectro de acción para la fotorreactivación de Eugtcna



es muy simiiar a ios descriptos para 1a fotorreactivación de 1a
viabiïidad de E. coli y para 1a fotorreactivación de1 bacterió
fago T2, inactivado por U.V. Dado que este proceso invoïucra 1a
inactivación y reparación de] DNA,se puede pensar que nuc1eo
proteinas 10ca1izadas en e1DNApiástido controïarian la capaci
dad de ias céïuïas de producir coionias verdes.

Otro de 10s interrogantes que surgió fue si 1a 1uz U.V.
actuaba previniendo 1a repïicación de ias entidades piástidas
o si interferia en ei desarroïïïo de ios propiástidos a cïoro
p1astos. Schiff et a] (1961 b) irradiaron cé1u1as crecidas en
1a OSCuridad con una dosis de 1uz U.V. que inhibia en un 100%
1a capacidad de formación de co1onias verdes, cuando dichas
céiuïas eran plaqueadas bajo condiciones no fotorreactivantes.
una aiicuota de estas céiuïas fue coiocada en un medio de nante

0,nimient en eicuai éstas no se dividen y ee expusieron a ía
iuz Hoja, que induce 1a formación de cioropiastos y c10rofi1a
sin prevecar T’otOrreactivación.

scooia ¿e fÏOrescencia reveió que todas ias
es irradiadas producían cioropiastos y sintetizaban cierc

que 91 desarrolio de ias organeias no se enconfiia, indicando
traba bioqueaoo por 1a 1uz U.V. Sin embargo, Cuando estas céic
las fueron pïaoueadas en un nuevo medio de crecimiento, se o
servó un i001 de coïonias bïancas, io cuaï inóicaria Cue ia
iuz U.V. bio Gueaba la rep1icación de ias entidades responsabies
de ia formación de los cioropïas:os, en e? momento de í¿574151071
ceiuïar. Las experiencias de inactivación c0n 1uz U.V. , C) rD _.' O (-0 ¡\

rreactivación reaiizadas hasta e] momento11evaron a 1a c0nc1u
sión de que 1as céïuïas crecidas en oscuridad contenían apróxi
madamente 3D entidades DNA-proteina Éocaïizadas en 30 preoiásti
dos. La 1u2 induciria 1a formación de 10 cioropiastos, cada uno
constituido por 1a fusión de 3 propïástidos; ias 30 entidades
DNA-proteina se c0nservan en cada céiuia pero están 1oca1izadas
a razón de 3 por c10rop1asto.

La irradiación con luz U.V se ambos tipos de céiuias,
crecidas a 1a 1uz o en oscuridad, daria como resuïtado un bio
queo en 1a división de] cïoropiasto o propiástido respectivamen
te, durante 1a división ceïuiar.

Esto predice entonces, que 1a inactivación por iuz U.V.
y 1a pérdida de 1a capacidad de enverdecimiento por una céiuia
serian sinónimos de 1a pérdida de ios piástidos ce1u1ares y



de sus entidadesnDNA.

Las céiuïas mutadas con 1uz U.V., incapaces de formar‘cïg
ropiastos y de sintetizar c10rofi1a nunca regresan a su estado
origina]. La microsoopia de fiuorescencia revela que no se encuen
tran presentes estructuras fïuorescentes de ningún tipo, indican
do 1a ausencia de protoc10rofi1-(ida)-a. l

Por medio de 1a microscopía eiectrónica se puede config
mar 1a ausencia de estructuras pïástidas: cioropiastos o propias
tidos según sean mutantes que provengan de cé1u1as crecidas en
presencia o en ausencia de 1uz respectivamente, obtenidas por
tratamiento con 1uz U.V. (Liss et a], 1965).

ambien se pueden eis er mutantes que no han perdido to
Z: 'erze ie cesacisec ce ‘crner cioropïastos, sino que presentan
un biooueo en un determinado paso de] desarroiïo. Estas forman
Drooiástidos cuando crecen en 1a oscuridad pero muestran cier
:es e :r'eï'322es interesantes que pueden Iïegar a ser de Suma
u:i;‘dad en ei eSIUdio de Ies fases fisioïógicas de] desarroiio

n ias céiuias mutades se observa una gran hipertrofia
e ¿cs estructuras mitocondriaïes de una ampiia y extraña diver

sidad xLeíort, 1964‘. Es muy arobabie que 1a presencia o ausen
cze :e :.eropiestos estivas centroie e} cesarroíic de ias es

fin de mantener una actividad
, ae ia irradiación,con ia proïifg

ración de ies mitocondrias y ia degeneración de 10s cioropiastos,
ies posiciones reiativas de estas Organeias se modifican.

X3V.3.2. ¿mígeptomicina

En Eugtena, e] efecto bïanqueante de 1a estreptomicina
es más efectivo durante 1a división ceiuiar, particuïarmente en
ausencia de ïuz (Megoy Buets , 1955), pero se requieren reiat la.

vamente aitas concentraciones para producir e] mismo efecto_
cuando 1a céïuia está en proceso de verdeo, en ausencia de divi
sión ceiuïar.

.,.Céiuias de c. gnac¿t¿a Z crecidas en oscuridad, sinteti
zan c10rofi1a cuando se ias i1umina en un medio conteniendo 5 mg

estreptomicina/m]. Si ias céiuias se hacen crecer previamen



te en 1a oscuridad, en presencia de] antibiótico, concentracig
nes tan pequeñas-como 0,01 mg/m] inhiben compietamente 1a sin
tesis deciorofiia.

Hay que hacer notar que 1a inhibición producida por esta
droga sobre ei desarroiio de ios cioropiastosg en céiuias etio
iadas expuestas a 1a iuz, está infiuenciada por e] pH de] medio.

Las céiuias bianqueadas con estreptomicina-presentaban
cioropiastos más pequeños que ios normaies, junto con pérdida
de ios pirenoides y fragmentación de ios mismos (Provasoii et
a1, 195]).
por parte de ios cioropiastos para crecer; 1a división ceiuiar

Vavra (1957) encontró una pérdida de 1a capacidad

reducia su tamaño hasta que ios mismos se desintegraban y desa
parecian Sin embargo, Siegesmund et ai (i962) no iograrc:
contrar estructuras tipo propiá51icos, en En (Cn: iancueaze
estreptomicina, 1a que habia past: sor varias generaciones y
habiá sido subcuitivada numerosas veces en ausenCia de iuz
Quizás, ia presencia o ausencia de proaiás::c=s en :éíuïe:
queadas estaria reiacionada con e' tiempo o e? nürero de ge"
ciones durante ies cuaies ias céíuïes se nen rantenidc er a-se;
cia de iuz (estado aciorofiiico). Los piástidos remanentes ir
capaces de formar cioropiastos pueden persistir por varias gene
raciones en Eugáena bianeueada.

E! bianqueamiento por estreptomiCina pueoe ser pareia ‘ei
te inhibido, si eSZÉnpresentes e: e? medio :ezisnes ¿“25‘
inciuyendo e] Mg (Kirk, 1962 a,b). Los más efectivos reSuiza
ser e] Mn y e] Ca. E1 hecho de que ei Mn sea más efeCtivo que
e] Mgen inhibir e] bianqueamiento producido por ia estreptomi
cina.en Eugflena Sugiere que este üitimo efecto no es
a 1a queiación de] Mg. E1 Mn puede revertir también ia (Ji

inhibitoria de este antibiótico sobre 1a incorporación
cinaen proteinas de Eugfiena.

Este efecto de ios cationes divaientes es dificii ce
piicar. La estreptomicina forma queiatos con dichos catirres S

sin embargo es más probabie que fuese e] resultado de un efecto
sobre e] transporte de] antibiótico dentro de 1a céiuia (Litwark
y Pramer, 1957).

Ebringer y Kupkova (1967) y Ebringer et a] (1967) Ludi>
ron e] efecto de 1a hidroxiiamina, observando que 1a misma revi



te 1a acción biangueante de 1a estreptomicina L-LOSJautoreS su-É:
gierieron que 1a hidroxiiamina inactivaria o eiiminaria 1a.es:
treptomicina unida, quizás= a] DNApiástido.

Siegesmund et :1 (1962) observaron que E. gnacitLA Z
crecida en ausencia de iuz con 10 mg/mi de estreptomicina, rec!
peraba su capacidad para formar cioropiastos si ias céiuias e
ran 5ubcu1tivadas en medios libres dei-antibiótico, varias ve
ces antes de transfeririasa 1a 1uz. Sin embargo, hay que acia
rar que estos autOres emplearon dihidroestreptOmicina, e] cua]
no es tan efectivo como agente blangueante en Eugfienq. .

Utiiizando suifato de estreptomicina en concentraciones
de 10-1000 pgr/mi, significativamente menores que ias empieadas
por Sigesmund et a] (1962), Mego y Buetow (i966) no iograron ob.
e organismos verdes iuegodei crecimiento y Subcuitivo en me

dios iibres de estreptOmicina. Las diferencias estructuraies en
tre ambosantibióticos ies confieren propiedades diferentes

ucñlü a su capacidad de unión a aniar*s, en Sus sitios cetig

Partes de ia moiécuia de estreptomicina taies comoia
h-acetiigiucosamina, guanidina, estreptamina o estreptobiosami
na san inactivas comoagentes bianqueantes (Hutner y Provasoii,
195? ic cua! sugeriríe que se requieren otras aropiedades ¿de
más ce ia presencia de grupos catiónicos, para inhibir ia repii
cacií' de? 3A; p7ást"ce. Además, se debe recordar Que ia cepaci
dad blanqueante de 1a estreptomicina se encuentra afectada por
e] pH,ioca1izándose este efecto muy probablemente a nivei de 1a
membranaceiuiar, durante e] transporte de] antibiótico a1
mediointraceiuiar.

Zimmer, Triebe] y Thrum (1967) demostraron que ciertos
antibióticos inciuyendo 1a estreptomicina y 1a dihidroestrepto
micina interactúan con e] DNA,¿n v¿tno-; sus evidencias sugirie
ron que interaccionarian (cross-iinking) con e] DNAmediante
fuerzas eiectrostáticas. Es razonabie entonces, postuiar que
ios antibióticos pueden evitar o inhibir 1a separación de ias
cadenas de] DNA,Juego de 1a repiicación en e] cioropiasto (E
bringer et a], 1969). Estosmismos autores estudiaron e] efecto
de ia hidroxiiamina como un agente que revierte 1a acción de es
tos antibióticos. Aparentemente, 1a hidroxiiamina actuaria iibe
rando ios antibióticos de su interacción eiectrostática con eT
DNAcloropiástico, separándoios de Su sitio de acción y reaccig



nando con'e] grupo a1dehidc. Si esta última reacción ocurre en
primer término, 1a hidroxiïamina convertiría 105 antibióticos
en compuestos no efectivos. Evidentemente, esta hipótesis requg
riria de un mecanismode acción distinto para aqueïïos antibió
ticos que no contienen un grupo a1dehido.

XIV.3.3. Otros antibióticos

Existen otros antibióticos que actuán también COmOagen
tes bianqueantes en Eugtena: kanamicina, paramomicina, neomici
na (Ebringer, 1962 b,c), eritromicina, carbomicina, picromicina
y metimicina (Ebringer, i962 a). Todos estos antibióticos están
reiacionados estructuraimenze,ya que co tienen aminoazücares.

AT?
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Según Ebringer (1962 b}, las propiedades bási s ce
eestos compuestos serian ias responsabïe V1 D.

105 cioropïastos.
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La histidina revierte-ios efeCtos tóxicos y Dian usanzes ce 1a
neomicina y de 1a paramomicina, prácticamente en forma teta],
pero sólo parciaïmente ios correspOndientes a 1a estreptomici
na y a 1a kanamicine. Zahaïsky e: a? (1962) postuiaror qu: ei
Mgy 1a histidina podian revertir estos efectos inniaienoo e?
transporte a través de 1a membrana,a1 competir por e] mismo si
tio de unión en e] sistema que transporta e] antibiótico hacia
e] interior de 1a cé1u1a.

E1 agente antitumora], antramicina también perGCE e]
b1anqueamiento de Eugkcna (Guttman y Tendier, 1966), inhibiendo
1a sintesis de RNA, DNA-dependiente de un modo simiiar a 1a ac
tinomicina (Panteïakis et a], 1966) a pesar de que su efecto co
mo agente b1anqueante antes que como un inhibidor temporario de]
enverdecimiento sugieren un modo diferente de acción que 1a ac
tinomicina.



Ebringer (1972) estudió e] efecto de 144 compuestos so
bre los cïoropïastos de E. gnac¿€¿4 Z, c1asificando a 105 mis
mos en dos tipos genera]es,-de acuerdo con sus mecanismos de
acción:

a) Inhibidores de 1a sintesis de DNA;antramicina, porfiramici
na, aïgunas mitomicinas, mixina, ácido na1idixico y sus'de
rivados, novobiocina, sarcomicina, y otros.

b) Inhibidores de 1a sintesis proteica: 29 antibióticos contg
niendo una amino-hexosa en su estructura y 3 que no 1o poseen:
viomicina, estreptogramina y pactamicina.

stos dos tipos de antibióticos se comportan como
eadores; otros compuestos que inhibian 1a sintesis
cteriana o 1a sintesis de RNA,pirimidina y puri

cambios en 1a permeabiïidad de 1a membrana o in
sporte de eïectrones,n0 eran efectivos comoagen

e- s.-- y

Si sien aún no está totaimente aciarado ei modo de acción
de ies antibióticos, e] efecto de] cïoramfenico‘.= inhibidor es
pecifico de 1a sintesis proteica en 105 cioropïaSIos, Sugiere

se otros procesos o mecanismos están involuCrados en e] b1an
atacan o dañan e]fi ( (l) u ¡l 1 t

Liz: .0 DJ 1 (D D t... fl) 5 fl) 3 H (D U —I O U1 ñ O
"U

C rD U1 ro»

.O

(n .D C ro

XIV.3.4. Deficiencia de Mg

í? crecimiento de E. gnacit¿¿ en ausencia de 1u2 y en un
medio deficiente de Mg, provoca un b1anqueamiento permanente
(Dubash y Rege, 1967). Aparentemente e] Mg parece ser un eïemeg
:o indispensab1e para mantener 1a continuidad pïástica.

Ï‘eïinski y Price (1978) observaron que a medida que dis
minuye 1a cantidad de Mg en e] medio, 1a ve1ocidad de sintesis
de cioroiiïa y de proteinas es menor, siendo 1a disminución de
éstas previa y 1a causa de] decrecimiento en 1a formación de C12
roïi"



XIV.3.5. Presión

Las aitas presiones provocan daños permanentes en e] sis
tema cioropiás+ico de Eugfena (Gross, 1965); asi si se apiica
una presión de 100 atm durante media hora 5610 permanece e] Z
de 10s organiSmos en forma viabie y durante 20 minutos o 2 ho
ras se produce un 20% de colonias bianqueadas.

Sin embargo, 1a presión no es un agente bianqueante efeg
tivo si se 10 compara con los agentes quimicos o ias temperatg
ras eievadas.

X]V.3.6. leaderagyra

La mayoria de ias cepas de Eugtena pierden sus cioropias
tos y se bianquean irreversibiemente cuando crecen a temperatk

' .ras de 34-35 “C.

Cuando Eugiena crece a 34,5 °C, 1a veïocidad de divisiór
:eiuiar no se ve fectaCE. pero ia en idad fina] de] cuitivca

siderabiemente men(D ln

d s

co r. Ei número de divisiones ceiuiares
i

n o

temperaturas eievadas determina eDI grace de blanqueamiento.

Si ias céuuias sometidas fl! r4 (D 5 'U f'D 1 nl (| ras bianqueantes se
coiocan pQSIeriormente a temperaturas normaïes, antes gue ies
cioropiastos se pierdan por compieto, e tas céiuias pueden e

c

s

cuperar 1a capacidad de sintetizar ÏÜTO:Ï¿E.

Cook et a1 (1974) observaron que céiuias de E. gnac¿t¿a
Z podian perder irreversibiemente su capacidad para desarroiiar
cieropiastos, en condiciones fisioiógicas. Las condiciones para
que ocurriera dicho bianqueamiento eran: :ransferencia'de un te
dio Orgánico a un medio definido, ausencia de iuz, temperatura
de 30 °C fiptima para 1a muitipiicación); cada uno de estos fac
tores por si soios, no tiene acciónbianqueante. E1 grado de
bianqueamiento obtenido en 1a población fue de un 1002 observan
dose una fuerte dependencia de ias siguientes condiciOnes: pH
de] medio definido y su contenido en fosfatos, edad de] cuitivo
madre en e] momento de 1a transferencia y iongitud de] periodo
de tiempo hasta ei Comienzo de 1a división ceiuiar en e] medio
definido.

Los autores Sugirieron que 1a transferencia de un medio



a otro inducia e] b1anqueamiento por inactivación de ios pro
piástidos,ios cuales se diiuian a través de ias generaciones
siguientes. La temperatura y 1a ausencia de 1uz juegan un ro]
sinergistico en este proceso.

La pérdida deia herencia piástida comoresuïtado de 1a
transferencia de un medio compïejo a un medio definido podria
ser 1a expresión de una tercera ciase pe agentes.b1anqueantes
para Eugtena. Además, esta forma de bianqueamiento es unproceso
que puede ocurrir fácilmente en 1a naturaieza y provee una ex
piicación de] origen natura] y reciente de protozoarios fiageig
dos incoioros.

MW
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SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

Succ.CoA
611

ALA

PBG

Uro, Urogen
Fíria, Firiagen
Copro, Coprogen
Proto, Protogen
PAI

PCE

PCT

PV

SDJ

Succíníï-CoA-S
ALA-S

ALA-D

PBG-asa
CPG-asa
PTG-asa
CíSH

PDMAB

PPy

GSH

PM

TCA

TRIS

Succini] Coenzima A
Gïícina
Acido deïta aminoïevüïico
Porfobiïinógeno
Uroporfirina, Uroporfirinógeno
Fíríaporfirina, Firiaporfirimógeno
Coproporfirina, Coproporfirinógeno
Protoporfirina, Protoporfirinógeno
Porfiría AgudaIntermitente
Porfiria Congénita Eritropoyética
Porfiria Cutánea Tardía
Porfiria Variegata
Síndrome de Dubin-Johnson
Succíni] CoAsíntetasa
ALASíntetasa
ALA Dehidrasa

Porfobíïinogenasa
Coprogenasa
Protogen-oxidasa
Císteína
p-dímetiïamjnobenzaïdehído
Fosfato de piridoxa]
G1utatíón
Peso Moïecuïar
Acido tricïoroacétíco
TRI(hidroximeti1) aminometano



TETRAPIRROLES Y COMPUESTOS RELACIONADOS



PARTE l

ESTRUCTURA Y PROPIEDADES



NOMENCLATURA Y ESTRUCTURA

I. 1. Introducción

Porfírínas

Porfirinógenos

. Metaïoporfirinas
1.4.1.
1.4.2.

Hierro-porfirinas
Cïorofilas y Bacterioclorofilas

Hemoproteïnas
1.5.1. Citocromos

Corrinas

Tetrapirroïes de cadena abierta

CAPITULO l



PARTE l: ESTRUCTURA Y PROPIEDADES

I. NOMENCLATURA Y ESTRUCTURA

I.l. Introducción

Las porfirinas son compuestos tetrapirrólicos que se en
cuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza. Existen en
minimas cantidades al estado libre, encontrándose normalmente u
nidos a metales.

Las porfirinas son las responsables del color rojo de la
hemoglobina y del verde de la clorofila, pigmentos sumamente im
portantes en los procesos fundamentales de respiración y foto
sintesis.

Participan en un número de reacciones metabólicas de gran
significado fisiológico, comotransportadores de electrones, e
nergia y gases, oxidaciones biológicas, fijación de nitrógeno,
etc.

Los estudios acerca de estos compuestos tetrapirrólicos
comenzaron con los trabajos realizados por Hoppe-Seyler (1880);
Nillstater y Stoll (1928) yFischer(1937).

Varios años después, las escuelas de Lemberg (1949) y
McDonald (1955) establecieron la estructura quimica de varias
porfirinas, sintetizando la mayoria de las que se encuentran en
la naturaleza.

Asi, el conocimiento creciente acerca de la quimica de
las porfirinas, adquirido durante los primeros cincuenta años
de este siglo, culminó con la elucidación de las estructuras
del hemoyde laclorofila, que ha constituido la piedra fundamen
tal sobre la cual se ha edificado el estudio de la biosintesis
de estos pigmentos.

Los tetrapirroles naturales o sintéticos derivan de dos
núcleos básicos: PORFINAY CLORINA(Eiggía_l;l¿), que contienen
cuatro anillos pirrólicos (A, B, C y D), unidos entre si por
medio de cuatro puentes metenos (a, B, y y 6). Los carbonos ex
ternos B y 8' de los anillos pirrólicos se identifican con los
números l al 8, cemenzando por el núcleo A. La diferencia estrug
tural entre los núcleos de la porfina y la clorina consiste sim



FIGURA1.1.: Representación de las
estructuras de 1a por
fina (A) y de 1a c10
rina (B).
Nomencïatura de] nú
c1eo según Fischer (A)
e IUPAC (B)



piemente en que, en 1a última, e] aniiio D se encuentra reduci
do.

La presencia de un sistema de dobies iigaduras alternadas
en estos compuestos ciciicos de 16 átomos internos, da como con
secuencia una estructura resonante, muyestabie y planar.

Las distintas estructuras de ios tetrapirroles naturaies
derivan , comoya se mencionó, de estos dos esqueietos básicos,
modificados:

a) por sustitución parcia] o tota] de los átomos de carbono ex
ternos (1 a1 8) por restos aiquiio;

0'
V

por sustitución o reempiazo sobre los puentes meténicos; en
este caso, ios sustituyentes pueden ser átomos de hidrógeno,
comoaparecen en ios porfirinógenos o un aniiio de ciclopen
tanona como en ias c10rofiias; o un reempiazo como ocurre en
e] aniiio porfirinico de 1a corrina, característico de 10s
derivados de 1a vitamina B12, en e] cua] se ha perdido e]
puente meténico 6;

por inserción de un meta], conduciendo a 1a formación de meÓ v

taioporfirinas.

I.2. Porfirinas

Las porfirinas son derivados de ios tetrapirroies,iibres
de metaies, que se diferencian estructuraimente según 1a natura
ieza y e] ordenamiento de 1as cadenas 1atera1es que han susti
tuido ias posiciones 1 a 8 de 10s aniïios pirróiicos.

Empieando 1a nomenclatura propuesta por Fischer para i
dentificar a ios distintos átomos de carbono de] nücieo de 1a
porfina, ilustrada en 1a Figura 1.1. se observa fáciimente que
todas aque11as porfirinas tales comoUrgporfirinas, Coprgporfi
rings y Etioporfirinas, son derivados de ias porfinas en ias
cuales cada uno de ios cuatro aniiios pirrólicos, iieva dos
restos sustituyentes diferentes, que podemos iiamar A y B. Por
ejemplo, 1a Uroporfirina (Figura ].Z¿) tiene cuatro restos acg
tico y cuatro restos propiónico,es decir, sóio dos tipos de sus
tituyentes diferentes: acético y propiónico. En estos casos exis
ten cuatro ordenamientos distintos de ios dos grupos, los cua
ies dan iugar a cuatro isómeros de posición: tipos I, II, III
y IV (Figura 1.3.).
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En las E3919 y Mesoporfiriggs se encuentran tres Susti
tuyentes distintos, dos grupos A y B en los anillos A y B y dos
grupos A y C en los anillos C y D (Figura lLÉL). La existencia
de tres sustituyentes da lugar a 15 isómeros de posición.Fischer
(1937) sintetizó químicamente los lS isómeros de la protoporfi
rina. Sin embargo, hasta ah0ra sólo se ha encontrado en la na
turaleza, a la Protoporfirina IXo ácido l,3,5,8-tetrametil-2,
4-vinilporfin-6,7-dipropiónico, el cual proviene únicamente de
porfirinas pertenecientes a la serie isomérica III. Este hecho
es muysignificativo ya que todos los tetrapirroles naturales
fisiológicamente activos son tipo III. Noobstante, cabe mencig
nar que se han detectado también derivados naturales de la serie
l que no cumplen rol fisiológico alguno y son el resultado de
alteraciones en el camino metabólico normal de los tetrapirroles,
las cuales se discutirán más adelante.

Los compuestos correspondientes a las series II y IV
no han sido aislados hasta el momento, a partir de fuentes nat!
rales.

1.3. Porfirinógenos

El tratamiento de las porfirinas con agentes reductores,
tales como amalgama de sodio o borhidruro de sodio, da lugar a
la adición de 6 átomos de hidrógeno en el anillo de la porfiri
na, cuatro de ellos a los puentes meténicos y dos a los nitrógg
nos de los pirroles. Estos derivados reducidos, denominados
Porfirinógenos (Figura l.5.), son compuestos incoloros, no flug
rescentes, que cuando se liberan o excretan, se oxidan espontá
neamente a las correspondientes porfirinas. Esta reoxidación
puede acelerarse por medio del agregado de oxidantes suaves,
como por ejemplo, soluciones diluidas de iodo.

Los porfirinógenos son los verdaderos intermediarios en
el camino biosintético normal del hemoy de las clorofilas y en
ello radica su gran importancia biológica.

1.4. Metaloporfirinas

Normalmente, las porfirinas se encuentran comocomplejos
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metáiicos, que forman parte de 1a estructura de compuestos de
gran importancia bioiógica como por ejempio:

- La hemogiobina (en tejidos animaies) que contiene hierro en
estado ferroso, interviene en e] transporte de gases (02, C02,
etc.) en 1a sangre.

- La clorofiia y 1a bacteriociorofila (en tejidos vegetaies y
bacterianos respectivamente) que contienen magnesio, cumpien
un papel fundamenta] en 1a fotosíntesis.

- Los citocromos, que poseen en su estructura hierro capaz de
oxidarse y reducirse aiternativamente , son compuestos ciaves
en 1a cadena respiratoria.

Las corrinas, por ejempio 1a vitamina B12, son derivados de
las porfirinas compiejadas con cobaito.

Las miogiobinas, que contienen hierro (II), intervienen en
e] transporte de gases en los músculos.

- Diversas enzimas, taies comocatalasa, peroxidasa y triptofa
no-pirroiasa,

Las porfirinas iibres o esterificadas se combinanfácil
mente con numerosos metaies para formar quelatos, pero soiamen
te ios compiejos metáiicos con e] hierro, cobaito y magnesio,
cumplen funciones biológicas de importancia.

1.4.1. Hierroiporfirinas

Los complejos de los tetrapirroies con e] hierro se deng
minan hemos o hierroporfirinas. E] meta] puede encontrarse en
forma reducida como en e] caso de] protohemo o hierroprotoporfi
rina (Figura 1.6.), o en estado oxidado como ocurre en 1a hemi
na, hematina o ferriprotoporfirina (Figura 1.7.).

E1 hemo, que es e] grupo prostético de 1a hemogiobina,
se oxida fácilmente en contacto con e] aire a hematina o hemi
na, si e] medio contiene iones cioruro. Este cioro-derivado,
es muy estabie y es 1a forma bajo 1a cua] se aisia normalmente
e] grupo prostético de 1a hemogiobina.

E1 hemo posee una estructura en 1a cua] 10s cuatro ani
1105 pirróiicos y e] hierro, están ubicados en un mismo piano.
E1 meta] posee aún 1a capacidad de unirse por medio de eniaces



N N N N N N

Fe++ Fe+++ Fe+++

N/ \N N/l\N / I
OH N (n

Hemo hematina hemína

FIGURA1.7.: Representación esqug
mática de hemo, hema
tina y hemina

N\F/Ne

N \ N estructuraplanar

B. RN N N N\| / \ I/
fiï" fi?”

N É N N á N

hemocromo .hemicromo

R:01, NH4+,OÍC.

FIGURA1.8.: Representación
esquemática de
los complejos
hemo y hemicrg
mos



coordinados con otras dos moléculas, que se ubicarán por debajo
y por encima del plano antes mencionado; estos derivados se co
nocen como hemocromos o hemocromógenos. Entre los compuestos
que pueden formarlos, encontramos los siguientes: peróxido de
hidrógeno, oxigeno, monóxido de carbono, iones cianuro y una
gran variedad de bases nitrogenadas como la piridina y el amo
nio.

La hematina también da origen a complejos similares cong
cidos como hemicromos o hemicromógenos (Figura 1.8.)

1.4 2. Clorofilas y Bacterioclorofilas

Las clorofilas son tetrapirroles derivados de la clorina
que difieren estructuralmente del hemoen cuatro aspectos impor
tantes:

a) son complejos de magnesio;

b) el anillo D, en las clorofilas de las plantas, y los anillos
B y D en la clorofila de las bacterias, se encuentran al es
tado reducido;

V
c tienen un anillo adiciona] (E) de ciclopentanona, formado

por ciclización de la cadena lateral de ácido propiónico so
bre el carbono 6, con el carbono del puente meténico y;

d) la cadena lateral propiónica sobre el carbono 7 del anillo D,
está esterificada con un alcohol isoprenoide de cadena larga,
que generalmente es el fitol.

Las plantas superiores contienen dos formas de clorofila,
designadas comoclorofila ay clorofila b (Figura 1.9.).

La clorofila a pura diSuelta en acetona posee máximos de
absorción a 663 y 420 nm (Figura 1.10.). En las células intactas,
sin embargo, la clorofila a muestra máximosde absorción diferen
tes, a mayores longitudes de onda (660, 670, 678 y 685 nm). Ta
les máximosrepresentan desplazamientos espectrales provocados
por diferentes estados de agregación o de unión de las moléculas
de clorofila a, con proteinas especificas de la célula vegetal.

Las células fotosintéticas productoras de oxigeno contig
nen dos clases de clorofila, una de las cuales es siempre la
clorofila a. Mientras que en las plantas verdes, la segunda clg
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rofila es la clorofila b , en las algas pardas, diatomeas y
dinoflagelados, es la clorofila_g.

Las células fotosintéticas procarióticas no productoras
de oxigeno, no poseen clorofila a; contienen bacterioclorofila
g o bacterioclorofila b. La bacterioclorofila a (Bet a) difiere
de la clorofila a de las plantas superiores en la presencia de
un grupo acetilo en el anillo A, mientras que el anillo B se ha
lla reducido (F'gura 1.9.).

La clorofila es el principal pigmento absorbente de luz
en la mayor parte de las plantas verdes; este hecho ha quedado
establecido por mediciones del espectro de acción fotoquimica
de la fotosíntesis, que es una representación de la eficacia de
las diferentes longitudes de onda de la luz visible para indu
cir el desprendimiento de oxigeno. La Figura l.l0. muestra el
espectro de acción de la fotosíntesis en una planta verde asi
como también el correspondiente a la absorción de la luz de sus
pigmentos fotosintéticos. El espectro de acción concuerda per
fectamente con la suma de los espectros de absorción de las
clorofilas y los carotenoides; sin embargo, la mayor parte del
espectro visible, refleja los espectros de abSOrción de las clg
rofilas a y b. En base a esta evidencias, se ha llegado a la con
clusión de que la clorofila es la molécula absorbente de luz por
excelencia, en las células de las plantas verdes.

Ademásde los distintos tipos de clorofilas y bacterio
clorofilas que se encuentran en la naturaleza existen también
derivados de las mismas. La nomenclatura empleada para designar
a los derivados de las clorofilas, tiene en cuenta la presencia
o ausencia del magnesio y del grupo fitol (Tabla l l.).

Los derivados correspondientesa la bacterioclorila, sim
plemente llevan el prefijo "bacterio", por ejemplo, "bacterio
clorofilida“.

La Bai a, pigmento característico de las bacterias purpg
reas. se enCuentra también presente, aunque en pequeñas cantida
des, en las bacterias verdes Sulfüreas (Jensen et al, 1964).

La Bei b en cambio, reemplaza a la Bel a en sólo dos es
pecies de Rhodapóeudomonaó (Rp. v¿n¿d¿a y Rp. AuláovtdeLó) y
en una correspondiente a la familia Chromatiaceae (ThLocapAa
páenn¿g¿¿).
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TABLA 1.1.: DERIVADOS DE LA CLOROFILA a

NOMBRE MAGNESIO FITOL

clorofiïa a + +
cïorofiïida a + 
feofitina a +
feoforbida a

Las especies verdes de 1a famiïia Chïorobiaceae contienen
Bei c y d mientras que las marrones poseen Bei e (Figura 1.9.).

1.5. Hemoproteinas

Las hemoproteinas constituyen una familia de proteinas
complejas, cuyo grupo prostático es una hierro-porfirina. Esta
denominación es genera], ya que no impïica que e] Fe se encuen
tre en estado reducido ni que 1a hierro-porfirina sea e] pro
to-hemo.

Las proteinas especificas para cada hemoproteina están
unidas a] Fe, a través de determinados grupos funcionaïes corres
pondientes a residuos de aminoácidos. También existen uniones
covaïentes adicionaïes entre las cadenas 1atera1es de] anilio
porfirinico y Ios restos de 1os aminoácidos. l

1.5.1. Citocromos

Los citocromos (cit's) son hemoproteinas transportadoras
de e1ectrones.

Aigunos cit's se ha11an iocalizados en 1a membranamito
condria] interna, donde actúan secuenciaimente para transportar
ios e1ectrones originados en varios sistemas de deshidrogenasas,
hasta e] oxigeno moïecuïar. Otros, se encuentran en e] reticu10
endopïasmático, en e] que desempeñan un papel en 1as reacciones
de hidroxilación especiaïizadas. Todos eilos experimentan cam
bios reversibies de su estado rédox (FeII + FeIII) dUrante los



ciclos cataliticos. Sus formas reducidas no pueden ser oxidadas
por el oxigeno molecular, con excepción del cit terminal de la
cadena respiratoria mitocondrial: la citocromo c oxidasa, que
también contiene Cu intimamente unido a él.

En la membrana interna de las mitocondrias de los anima
les superiores,cuya cadena respiratoria se ha estudiado de mo
do más completo, se han identificado cinco citocromos: b, g],

g, a y a3. Uno de ellos, el citocromo b se encuentra por lo me
nos en dos formas: citocromo bk y citocromo bT, las cuales di
fieren en sus potenciales de óxido-reducción standard; la fun
ción de estas dos formas no está aún totalmente esclarecida.

Además de los cit's presentes en la membrana interna mi

tocondrial, otro tipo, el b5 se encuentra en el reticulo endg
plasmático.

En casi todos los cit's, las posiciones de coordinación
del hierro que son perpendiculares al anillo de la porfirina,
se hallan ocupadas por grupos R de restos aminoácidos especifl
cos de las proteinas. Estos cit's no pueden por ello, unirse a
ligandos como el oxigeno, el monóxido de carbono o el cianuro,

como ocurre con los hemocromos. El citocromo a3 constituye una
importante excepción ya que, en su función biológica, se une
normalmente al oxigeno.

A diferencia de la hemoglobina y la mioglobina, en los
cit's el átomo de hierro experimenta cambios reversibles entre
las formas Fe (II) y Fe (III); estos últimos actúan c0motrans
portadores electrónicos, mientras que la hemoglobina y la mio
globina son transportadores de ligando (oxigeno).

Con una sóla excepción, los cit's se hallan unidos muy
estrechamente a la membranamitocondrial, y son dificiles de
obtener en forma soluble y homogénea. La excepción es el Sitg
cromo c (Figura l.ll.), que puede extraerse fácilmente de las
mitocondrias mediante soluciones salinas concentradas. El cit
c se ha obtenido en forma cristalina de varias especies y se
han determinado sus secuencias aminoacidicas.

El grupo hierrobprotoporfirina del cit c se halla unido
covalentemente a la proteina mediante puentes tioéter entre los
grupos vinilos del anillo de la porfirina y dos restos cisteina
de la cadena peptidica. Esta es la única hemoproteina en la que
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e] grupo hemo se encuentra unido a 1a proteina mediante un en
]ace covalente. Tanto en 1a hemogiobina como en 1a miOgiobina
y a1 igua] que en ios cit's b y a, e] aniiio de 1a porfirina
está unido no-covaientemente, pudiendo separarse deia proteina
acidificada por extracción con piridina y otros disoiventes. En
1a Tabia 1.2. se resumen aigunas propiedades de ios citocromos
mitocondriaies.

TABLA 1.2.: PROPIEDADES DE LOS CITOCROMOS MITOCONDRIALES

MAXIMOS DE ABSORCION Í
PESO ' . DE LA FORMA REDUCIDA

CITOCROMO MOLECULAR E° (Voltios) nm

a B y

b 30.000 + 0,050 563 532 429

c1 370.000 + 0,220 554 524 418
c 13.000 + 0,254 550 521 415

a 240_000 + 0,28 600 439
a3 603,5 443

Los citocromos a y a3, que reciben e] nombre conjunto de
citocromo-c-oxidasa, enzima respiratoria o ferricitocromo-c-oxi
geno reductasa, merecen una atención especia]. En 1ugar de prg
tohemo, contienen hemoa (Figura 1.12.) que difiere de] ante
rior en que posee un grupo formiio en 1ugar de un metiio en 1a
posición 8, no tiene grupo metilo en 1a posición 5 y en 1a po
sición 2 existe una cadena iaterai isoprenoide de 17 carbonos,
hidrofóbica, en vez de un grupo viniio. Desde este punto de
vista 1a porfirina a se haiiaria reiacionada estructuraimente
con 1a porfirina de 1a clorofila, que también posee una 1arga
cadena Iaterai isoprenoide.

Todavia no hay tota] acuerdo acerca de 1a estructura y

mecanismo de acción de 10s cit's a y a3. Durante muchos años se
creyó que constituían dos entidades separadas ya que SUShemos
reaccionan de modo diferente con e] cianuro y con e] monóxido
de carbono y poseen distintos espectros. Sin embargo, ahora
está demostrado que se encuentran combinados en una gran moïé



cula proteica oligómera, cuyos hemos son químicamente idénticos,
pero difieren en su reactividad hacia ciertos ligandos. Este com
plejo se conoce como citocromo aa3. La enzima posee dos molécg
las de hemo a y dos átomos de cobre. Los electrones proceden
tes del cit c son recibidos por el hemo a y transferidos luego

al hemo a3.

Los dos átomos de cobre de la citocromo-c-oxidasa catali
zarian la transferencia de electrones desde el hemoa hasta el

3
oxigeno.

1.6. Corrinas

El sistema de anillos de la ¿953153, se parece al de la
hemoglobina ya que contiene cuatro pirroles, pero dos de ellos
(A y D) se hallan unidos en forma directa a través de sus posi
ciones a, estando ausente entonces el puente meténico y. Coor
dinado con los cuatro átomos de nitrógeno internos del sistema
anular de la corrina, hay un átomo de cobalto, metal de suma
importancia en el crecimiento.

La corrina es parte constitutiva dela estructura de la
vitamina B12 (Figura l.13) conocida como cobalamina, la cual es
significativamente importante desde el punto de vista biológico
ya que, por ejemplo, resulta esencial para la maduración y desa
rrollo normal de los eritrocitos y su carencia en la dieta, asi
comola incapacidad para absorberla de los alimentos ingeridos,
producen trastornos tales comola anemia perniciosa.

1.7. Tetrapirroles de cadena abierta

Son compuestos altamente coloreados que se producen en
la naturaleza por degradación de la hemoglobina, en cuyo caso
se conocen comopigmentos biliares, o bien constituyen los gru
pos prostéticos de las ficobilinas en las algas rojas y azul
verdosas.

El higado es el órgano principal encargado de la degra
dación de la protoporfirina IX. El primer paso en este proceso
degradativo, es la oxidación del carbono del puente meténico a,
por acción de una a-metenil-oxidasa, con liberación de monóxido
de carbono. El producto de esta oxidación se convierte rápida
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mente en e] tetrapirro] de cadena abierta, conocido comogiLi
verdina IX a (Figura 1.14.), que 1uego sufre una reducción eg
zimática a biïirrubina IX a (Figura 1.14.). La bilirrubina se
convierte en e] higado en un digïucurónido soiubie en agua,
que 1uego se excreta en e] duodeno, p0r 1a bi1is.

Las ficobiïinas de 1as algas rojas o azuI-verdosas, son
en rea1idad cromoproteinas solubies en agua, que poseen pigmeg
tos bi1iares comogrupos prostéticos. Hay dos tipos de ficobi
iinas, 1a ficocianina (azuï) y 1a ficoeritrina(roja), para 1as
cuales se han sugerido 1as estructuras que se ilustran en 1a
Figura 1.15.
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11. PROPIEDADES

II l. Propiedades fisicas de los tetrapirroles

11.1.1. Eolo:

Las soluciones ácidas de las porfirinas presentan color
rojo púrpura, mientras que en soluciones neutras o alcalinas y
en solventes orgánicos son pardo rojizas.

11.1.2. Solubilidad

La presencia de los átomos de nitrógeno en los núcleos
pirrólicos y de los grupos carboxilos en las cadenas laterales
le confiere a las porfirinas propiedades anfóteras. Debido a di
cha caracteristica, son solubles en medios acuosos ácidos y bá
sicos.

Los solventes orgánicos más comúnmente empleados en la
extracción de los tetrapirroles son el éter y el dioxano. Las
clorofilas, debido a la presencia del resto fitol, también son
solubles en éter de petróleo.

Tanto las porfirinas como SUS complejos metálicos son so
lubles en solventes orgánicos acidificados, comopor ejemplo:
acetona-HCl, éter-HCl, acetato de etilo-HCl, etc.

La solubilidad de los tetrapirroles en ácidos o álcalis
diluidos depende del número de grupos de ácidos carboxilicos li
bres de Sustituyentes; por eso, la uroporfirina (8 restos carbg
xilos) es la más soluble mientras que la protoporfirina (2 res
tos carboxilos) es la menos soluble.

En la práctica, las porfirinas libres son extraidas utili
zando el método de partición entre éter y HCl, procedimiento em
pleado para la separación, identificación y determinación cuan
titativa de los distintos tetrapirroles y SUSderivados. El métg
do consiste en ir extrayendo selectivamente,las distintas porfi
rinas presentes en la fase etérea, con soluciones de ácido clorhi
drico de concentraciones crecientes.

Las porfirinas libres pueden ser separadas de SUSsolucio
nes llevándolas al punto isoeléctrico, en el cual la solubilidad
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es minima, provocando su precipitación. Sus puntos isoe]éctri
cos están situados entre pH 3,0 y 4,5 (Vannotti, ]954).

Además de ]os procedimientos de extracción por so]ventes
o por precipitación en e] pI, existen métodos que emp]ean adsor
bentes para concentrar y ais]ar ]as porfirinas de una so]ución,
por ejemp]o: ta]co (With, ]958), a]ümina (Fernández et a], ]966),
óxido de magnesio (Nicho]as , ]951), resinas de intercambio ióni
co (Heikel , ]958), kiese]gur (Gibson y Cooke, ]959), Florisi]
(Sch]enker et a], 196]), etc.

II.].2.]. Númerode HC]

Se define como número de HC] a ]a constante fisica caras
teristica para cada porfirina, que representa e] por ciento de
HC] capaz de extraer ]as 2/3 partes de una dada porfirina de una
capa de éter saturada de agua, a un v0]umen igua] de fase ácido
acuosa.

II.].3. Espectros de absorción

E] espectro de absorción de cada porfirina es de fundamen
ta] importancia para su identificación y estimación cuantitati
va. E] sistema conjugado de dob]es ]igaduras ubicado en e] nüc]eo
de ]as porfirinas es e] cromóforo responsab]e de ]as bandas de
absorción caracteristicas, en ]as regiones visib]e y u]travio]e
ta cercano.

Todos ]os tetrapirro]es presentan una intensa banda de
absorción en ]a región entre ]os 400-410 nm, desp]azándose en al
gunos comp]ejos hasta ]os 450 nm. Esta zona de máxima absorción
se ]]ama banda de Soret; es caracteristicade estos compuestos
conjugados y se ]a emp]ea genera]mente para su cuantificación
(Fa]k, 1964; Schwartz et a], ]960).

Las porfirinas en so]ventes orgánicos o en so]uciones al
ca]inas débi]es presentan un espectro tipico de 4 bandas en ]a
región de] visib]e, ademásde]a banda de Soret (Figura 2.1.).
Las cadenas ]atera1es Sustituyentes de ]os ani]]os pirró]icos
no influyen ni en e] patrón ni en ]a intensidad re]ativa de ]as
bandas, pero modifican ]a posición y ]a intensidad abso]uta, con;
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tituyendo asi un buen criterio para la identificación de las
porfirinas (Tabla 2.1.).

En soluciones ácidas, los tetrapirroles presentan sola
mente dos bandas intensas y bien definidas (Figura 2.2.); la
banda de Soret es también mucho más intensa.

Los máximos de absorción de las soluciones de porfirinas
en ácido clorhídrico se desplazan hacia longitudes de onda más
largas a medida que se incrementa la concentración de dicho áci
do.

Se puede observar entonces, que el número y el tipo de
bandas que aparecen en la zona del visible, varian con la porfi
rina, el solvente y el pH; pero son absolutamente caracteristi
cos para cada una de ellas, en un solvente y a un pH dado.

La formación de complejos metálicos que implican la unión
con los átomos de nitrógeno, produce modificaciones en la estrug
tura resonante dando origen al llamado “espectro metálico". Asi,
los complejos de las porfirinas con metales divalentes muestran
un espectro clásico que consta de dos bandas a y B (entre 500 y
600 nm), además dela de Soret. La banda a es la demayor longi
tud de onda (550-560 nm) (Figura ¿,33 siendo más intensa que la
banda B en complejos metálicos muy estables como los de Cu (II),
Co (II) y Ni (II). En el caso de los menos estables, como los de
Mg (II), Ba (II) y Cd (II) la banda B es la más fuerte (Falk,
l964).

Las porfirinas constituyentes de las clorofilas se caras
terizan por poseer un espectro de absorción tipico a mayores log
gitudes de onda, correspondiendo una banda más intensa alrededor
de los 660 nm, a los dihidro-sistemas. Para el caso de la estrug
tura tetrahidro de la bacterioclorofila, la banda a se encuentra
desplazada hacia los 770 nm, en solventes orgánicos.

En cuanto a los tetrapirroles de cadena abierta, sus es
pectros son variables y característicos en la región del visible,
con una absorción máxima e intensa entre 400 y 650 nm, según el
c0mpuesto; pero a diferencia de los tetrapirroles ciclicos no
poseen la banda de Soret.

El espectro de absorción permite, entonces, caracterizar
y dosar las distintas porfirinas pero no diferencia los isómeros.
Tanto en el visible comoen el ultravioleta cercano, los espec



TABLA2.1.:MáximosdeabsorcióndeURO.COPROyProtoporfirinaenKOH

0,1M

POSICIONESDELASBANDAS(nm)

PORFIRINAS

a(I)B(II)y(III)6(IV)Soret

Ur0porfirina612560,5539504405 Coproporfirina617,5565,5538.5503401 Protoporfirína642591540510408
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tros de absorción de los isómeros son similares en un determina
do solvente (Schwartz et al, l960).

II.l.4. Fluorescencia

Las porfirinas libres y SUSésteres emiten una intensa
fluorescencia roja cuando se exponen a la radiación ultraviole
ta de longitud de onda de aproximadamente 400 nm.

La intensidad de esta fluorescencia varia con el solven
te y el pHdelmedio, es minima en el punto isoeléctrico y máxi
ma en ácidos minerales (HCl a pH l,0) (Vannotti, 1954). Esta
propiedad permite detectar porfirinas en concentraciones del or
den de lO'10 M; asi, los métodos fluorimétricos constituyen los
más sensibles para la cuantificación de las mismas.

Al complejarse las porfirinas con metales pierden en
gran parte su fluorescencia. Asi, las Fe y Cu-porfirinas no pre
sentan fluorescencia mientras que las Zn-porfirinas fluorescen
amarillo-anaranjado (Schwartz et al, 1960).

Los derivados reducidos de las porfirinas (porfirinóge
nos) son incoloros y no fluorescen.

II.l.5. Fotosensibilidad

Las porfirinas son extremadamentesensiblesala luz,espe
cialmente a las radiaciones ultravioletas que son las que más
absorben.

Esta fotosensibilidad se ve incrementada con la disminu
ción del número de grupos carboxilos presentes en el tetrapirrol
y con el aumento del pH.

II.2. Propiedades químicas

La presencia de un número variable de grupos carboxilos
en las porfirinas es la responsable de las diferencias existentes
en la solubilidad y en el comportamiento cromatográfico.

Dichos grupos carboxilos pueden ser esterificados, siendo
los ésteres metilicos los más empleados (Schwartz et al, 1960).



Mediante e1 empleo de c01umnas de C03Ca y OMg(Nicholas, 1951)
se puedenseparar y purificar 1as porfirinas esterificadas, 1as
que cristaïizan de metanol-cïoroformo. Los ésteres metíïicos
obtenidos presentan puntos de fusión característicos que permi
ten su identificación.

En los tejidos y en Ios Iíquidos bioïógicos, 1as porfiri
nas se encuentran en su mayor parte, como porfirinógenos (Watson,
1951).
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PARTE 2: BIOSINTESIS DE TETRAPIRROLES

III. PRECURSORES E INTERMEDIARIOS EN LA BIOSINTESIS DE PORFIRI

NAS. ACUMULACION DE LOS MISMOS 7

III.1. Introducción

La e1ucidaciónde1 camino biosintético de las porfirinas
fue e] resuitado de una serie de extensos e importantes traba
jos reaiizados con marcadores isotópicos, en 105 1aboratorios
de Rimington, Shemin, Neuberger, Granick y Lascelles.

Estos estudios establecieron ias bases para Ios posterig
res avances en este campo y demostraron que en todos los teji
dos estudiados, ya sean vegetaïes, animaies o bacterianos, 1a
formación de 1a protoporfirina IX seguia una secuencia metabóii
ca común.

En 1a Figura 3.1. se ilustra esquemáticamente e] camino
biosintético de ios tetrapirroïes. Asi, a partir de giicina y
succinato, activado comosucciniI-CoA, se forma e] ácido 6-ami
noievüïico (ALA); por acción de 1a enzima ALA-sintetasa. Dos
moïéCUias de ALAse unen, para originareï monopirro] porfobi1'
nógeno (PBG), reacción cataiizada por ei ALA-dehidrasa. La por
fobiiinogenasa produce 1a condensación de cuatro moiécuias de
PBGpara formar e] urogen III, e] cua] es decarboxilado hasta
obtenerse e] coprogen III por acción de 1a decarboxiiasa. Se ha
comprobadoque ios verdaderos intermediarios en la biosintesis
de tetrapirroïes son 10s porfirinógenos, que se oxidan fácilmen
te a porfirinas. A partir de] urogen III se biosintetizan 1as
corrinas, que c0ntienen Co y participan en 1a formación de 1a

vitamina 812. Por decarboxiïación oxidativa de] coprogen III se
Hobtiene e] protoporfirinógeno IX, que se oxida a protoporfirina X,

estando las enzimas coprogenasa y protogen-oxidasa involucradas
respectivamente en estas dos üïtimas etapas. A partir de 1a prg
toporfirina se forman dos tipos de compuestos: las hierroporfi
rinas o hemos y ias magnesio-porfirinas que dan iugar a las cio
rofiias y bacteriociorofiïas.
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III.2. Origen de Ios átomos de carbono y nitrógeno de ios
tetrapirroies naturales

La mayoríadeías céiuias sintetiza 1a estructura comple
ja de ios tetrapirroles, a partir de constituyentes simpies
de 1a dieta. Esta hipótesis fue comprobada mediante e] empieo de
técnicas isotópicas. Así, utiiizando giicina marcada con 15Ny
midiendo 1a incorporación en e] hemo formado, se demostró que
1a glicocoïa era e] precursor de los cuatro átomos de nitrógeno
de] hemo (Figura 3.2.) (Shemin y Rittenberg, 1945).

Radin et a1 (1950) encontraron que 105 4 carbonos de ios
puentes meténicos provenían también de 1a gíicocoía (de su car
bono a), además de otros 4 de ios carbonos a, en 10s anillos pl
rróiicos.

Bioch y Rittenberg (1945) observaron que por administra
ción de acetato,a ratas, éste se incorporaba en e] hemo. Así,
Shemin y Rittenberg (1951) demostraron que ambos átomos de 1L‘C
de] acetato aparecían en ia protoporfirina IX (Figura 3.2.).

Estos hechos constituyeron Ios puntos claves para e] co
mienzo de] estudio de] mecanismo de formación de ias porfiri
nas. Shemin y Kumin (1952) demostraron que e] succinato o Su
forma activa e] succinií-CoA era e] precursor directo de los
26 átomos de carbono restantes de 1a protoporfirina IX.

III.3. PBG:intermediario de 1a biosíntesis

Sachs (1931) observó que 1a orina de pacientes con por
firia aguda daba coior rojo con e] reactivo de Ehriich (p-dime
tiíaminobenzaídehido en medio ácido). Haidenstróm y Nahiquist
(1939) denominaron a esta sustancia porfobilinógeno (PBG).

Recién en 1953, Cookson y Rimington iograron aisiarío y
determinar su estructura, que fue confirmada por síntesis (Ri
mington y Kroí, i955), por rayos X (Kennard, 1953), y por pre
paración de distintos derivados (Cookson, 1953; Granick y Bogo
rad, 1953).

En base a ias propiedades y a 1a estructura de] PBGse
postuló que constituía un precursor deias porfirinas, lo cuai
se demostró empieándoio comosustrato con extractos enzimáticos
crudos y parciaimente purificados, obtenidos de animaies, vege
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taies y bacterias.

Hay que resaitar que todos estos ha11azgos con respecto
a 1a utiiización de] PBGen 1a biosintesis deporfirinas se de
mostraron antes que Shemin y Russei] (1953) descubrieran e] ro]
de] ácido G-aminoievúiico en dicho camino metabóiico.

III.4. ALA: precursor de] PBG

Shemin y Russeii (1953) postuiaron que por condensación
de giicina con succinii-CoA se formaría un intermediario: e]
ácido a-amino B-cetoadipico, e] cua] perdería rápidamente C02
para formar e] ácido ó-aminolevüiico (ALA). Esta hipótesis
se confirmó mediante ios trabajos de Drese] y Faik (1953) y
Neuberger y Scott (1953), entre otros.

Quedó asi aceptado que e] ALAes un intermediario en 1a
sintesis de hemo.

E1 grupo de Shemin determinó que e] ALApodia metaboli
zarse por otras vias, además de] camino de] hemo,puesto que en
contraron que ei (5-1“C) ALAse incorporaba a] grupo ureido de
ias purinas, se eliminaba como formaidehido en 1a orina y aparg
cia como C02 en 1a respiración. Se postuió que e] ALApodia
transformarse en succinico (ciclo succinico-giicina), constitu
yendo otro camino posibie de oxidación de 1a giicina, 1a cua] a
demásde utiiizarse para 1a sintesis de porfirinas, provee de
unidades de "carbono uno" que 1uego aparecen en compuestos ta
1es como1as purinas, serina, metionina y formiato (Figura 3.3.);

III.5. Porfirias

Las porfirias son una consecuencia de desórdenes en e]
camino metabóiico de] hemo. Puedenser hereditarias o adquiridas
y secaracterizan por una excreción aumentada o una acumuiación
de ALAo PBGy/o porfirinas.

Las manifestaciones c1inicas y bioquímicas especificas
para cada tipo de porfiria están relacionadas con e] tejido en
e] cua] ocurre o se expresa 1a falla metabóiica, asi como con
1a o ias etapas dei camino biosintético de ias porfirinas en
las cuaies ha ocurrido dicha faiia.
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Las porfiriaspertenecen asi a 1a familia de las enfermg
dades metabólicas y en e] caso de ias hereditarias constituyen
un ejempio característico de errores congénitos de] metaboiis
mo.

Con 1a introducción de los barbitüricos en 1a terapéuti
ca en 1903, se observó que pequeñas cantidades de estas drogas
podian producir ataques agudos y en ciertos casos fataies, en
individuos con porfiria hereditaria, ciinicamente latente y a
sintomática. Posteriormente, se advirtió que existían una gran
variedad de drogas que actuaban en forma simiiar a ios barbitg
ricos. Además, se observó que dosis mucho mayores de las mis
mas drogas producían desórdenes en e] metaboiismo de] hemo, en
individuos y animaies normaies. Este tipo de disturbios se cono
ce con e] nombre de porfirias adquiridas, en e] caso de humanos
o porfirias experimentaies cuando se refieren a organismos no
humanos.

Las porfirias se pueden ciasificar en:

- Eritropoyéticas
Porfiria eritropoyética congénita
Protoporfiria eritropoyética (PPE)
Coproporfiria eritropoyética

- Hepáticas
Porfiria cutánea tardia (PCT)
Porfiria aguda intermitente (PAI)
Porfiria variegata o mixta (PV)
Coproporfiria hereditaria (CPH)c

- Porfinurias

Sin embargo, se debe resaitar que estos trastornos en al
gunos casos, no son exciusivos de un determinado órgano o sistg
ma (hepático o eritropoyético), sino que puede existir un com
promiso de ambos. Asi, Piño] Aguadé et a1 (1975) presentaron un
nueva forma de porfiria: 1a hepatoeritrocitaria. En ésta se en
cuentran caracteristicas pertenecientes a 1a PCTy a 1a proto
porfiria eritropoyética, ademásdeun patrón de excreción de por
firinas urinarias que no corresponde a ninguno delos dos.

Las porfirinurias son consecuencias secundarias de otras
disfunciones (trastornos hepáticos varios, enfermedades hemato
iógicas, intoxicaciones con metaies pesados, etc) en 1as cuaies
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existe una excreción urinaria aumentada de coproporfirina y me
nos frecuentemente uroporfirina y precursores.
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IV. SUCCINIL-COA SINTETASA

IV.1. Propiedades y mecanismo

La Succinii-CoA sintetasa (Suc-CoA-S) también conocida
comosuccinii-CoA tioquinasa, cataliza 1a formación de succi
ni1—CoAmediante 1a activación reversible de un grupo carboxi
1o de] ácido succinico por 1a CoA, en presencia de un compuesto
rico en energia (TPN), de acuerdo con 1a siguiente reacción:

CH2

FH? + CoASH + TPN —ÉHE:995:É+ ¿H + DPN + Pí
9H2 E Mg++ I 2

COOH E0
SCoA

ácido
SUCCïn1C0 (reacción 1)

Esta enzima fue descubierta por Kaufman en 1951; desde
entonces y hasta e] presente ha sido detectada, aisiada y puri
ficada a partir de numerosas fuentes animales, vegetaies y bac
terianas (Nishimura y Grinne], 1972; Wider de Xifra y Batlie,
1973).

Las mitocondrias y los cioropiastos constituyen las orgg
neias donde se ubica esta enzima, en 1a mayoria de los tejidos
estudiados.

La Suc-CoA-S requiere 1a presencia de un catión divaien
te (Mg++ o Mn++) para expresar su actividad en forma máxima
(Wider de Xifra y Bat11e, 1980).

Respecto a 1a especificidad por e] TPN, ésta varia según
1a fuente estudiada. En genera], 1a enzima proveniente de mami
feros puede utiiizar GTPo ITP (Cha y Parks, 1964).mientras que
1a de piantas y bacterias empiea e] ATP.

En todos ios casos,existe una aita especificidad por e]
sustrato succinato y por 1a CoASH.

La Suc-CoA-S presenta 1as caracteriticas de una enzima
Suifhidriiica, siendo inhibida por p-cioromercuribenzoato (PCMB),
iodoacetamida y otros reactivos tipicos de grupos tioies. En
algunos tejidos es necesaria 1a presencia de un protector de
grupos -SH, como e] giutation reducido (GSH) para permitir su



acción (Nider de Xifra y Batiie, 1974).

E] peso moiecuiar de 1a SUC?COA-Svaria según ias dis
tintas fuentes de obtención, entre 70.000 y 140.000, habiéndose
demostrado que está formada p0r dos tipos de subunidades (a y B)
de pesos moiecuiares 29.000 y 41.000 respectivamente.

E1 mecanismo de acción de la Suc-CoA-S ha sido objeto

de numerosos_estudios y a pesar de que aün no existe acuerdo en
cuanto a ias distintas y posibies secuencias, todos coinciden
en que 1a primera etapa invoiucra 1a formación de ia fosfoenzi
ma:

E + TPN # E-P + DPN + P1 (reacción 2)

De todos ios esquemas propuestos, e] más reciente es ei
que considera ias evidencias experimentaies haiiadas hasta este
momentoy piantea ia existencia de caminos aiternativos (Eig_
ra 4.1.) (Nider de Xifra y Batiie, i976) inciuyendo además to
dos ios otros mecanismos postulados.

En este diagrama figuran otros complejos, de existencia
discutida pero que no se deben descartar, dada ia posibilidad
de que representen aiteraciones de los equilibrios dei camino
norma] y por io tanto, se produzca una desviación por dichas
vias- iateraies (Nider de Xifra y Batiie, 1976).

Existen numerosas evidencias experimentaies que indican
que 1a Succinii-CoA-S desempeña un importante papei en ia bio
sintesis de ios tetrapirroies y su contro] (Batiie et a1, 1975;
Nider de Xifra y Tigier, 1970, 1971).
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V. ACIDO ó-AMINOLEVULICO SINTETASA

V.1. Propiedades y mecanismo

La enzima ó-aminoievüiico sintetasa (ALA-S)cataliza 1a
formación de] ácido 6-amin01evü1ico (ALA)a partir de giicina y
succinii-CoA, requiriendo comocofactor a1 fosfato de piridoxa].

?00H FOOH FOOH

CHZ POOH FHZ CoASH FHZ

CH2 + 'CH2 ———>A¡E’p"5ÉHZ —¿—> FH2 + co2
c0 NH2 y 90 90
l ..

SCOA FH COOH FHZ
NH2 NH2

succi- giicina ácido a-a— ALA
nii-CoA mino B-ce

toadipico

(reacción 1)

E1 ALA-Sse encuentra ampiiamente distribuida en 1a natu
raleza; sin embargo por tratarse de una enzima poco estabïe es
bastante difici] su medición, aún en aquellos tejidos en 105
cuaïes no existen dudas acerca de su existencia (Tait, 1968).

Recién en e] año 1958, se demostró 1a presencia de esta
enzima en bacterias fotosintéticas (Kikuchi et a1, 1958) y en
eritrocitos de poïïo (Gibson et a], 1958), siendo éstas ias
primeras evidencias de su actividad.

Estudiando 1a enzima proveniente de diversos sistemas
se comprobó que se encuentra en 1a fracción particuiada. Gra
nick (1962) demostró que e] ALA-Sera mitocondria], aunque re
cientemente se ha aisiado en higado de rata una forma soiubie
de esta enzima (Hayashi et a], 1969, 1970). Aparentemente, e]
ALA-Sse sintetizaria en e] citopïasma como parte de un compïe
jo con otras dos proteinas, cuya función aún se desconoce, que
se separarian de] ALA-Scuando ésta se transporta a 1a mitocon
dria, donde muestra reaimente Su actividad catalitica (Ohashi y
Kikuchi, 1977).

En cuanto a ios requerimientos de] ALA-S, e] fosfato de



piridoxal es indispensable para el funcionamiento de la enzima.
Es especifica para su sustrato, el succinil-CoA y presenta las
caracteristicasde una enzimaSulfhidrilica.

En la actualidad existen numerosas evidencias que demues
tran que el ALA-Sno es la única enzima capaz de catalizar la
formación de ALA. En diversos tejidos se observó la presencia
de una transaminasa, la cual utilizando el ácido Y,6-dioxova
lérico (DOVA)y un aminoácido como sustratos producia ALA.

EOOH FOOH

FHZ DOVA-transaminasa FHZ
CH2 + aminoácido \ CH2 + oxoácido
l ppy I
F0 E0
CHO CHZNHZ

DOVA ALA

(reacción 2)

En un principio, se pensó que la via del ALA-Sexistia
únicamente en tejidos animales y bacterianos (Gibson et al,
1958; Kikuchi et al, l958) mientras que la ruta correspondiente
a la DOVA-transaminasa (DOVA-T)se encontraba sólamente en plan
tas superiores (Beale y Castelfranco, 1974; Beale et al, l975;
Lohr y Friedmann, 1976) y en algas (Gassman et al, l968;
Kipe-Nolt y Stevens Jr, l980).

Sin embargo, existen evidencias de actividad de ALA-Sen
tejidos de origen vegetal (Ramaswamyy Nair, 1973; Wider de Xi
fra et al, l97l) y de DOVA-Ten tejidos animales (Kowalski et
al, l959;Varticovski et al, 1980 a) y en bacterias (Bajkowski
y Friedmann, l982; Gibson et al, 1961). Incluso, se ha demostra
do la presencia de ambas enzimas en un mismo organismo, como por
ejemplo, una mutante del alga verde Scencdeamuó obiiquuó (Klein
y Senger, 1978 a) predominando la via del ALA-S. En Rhodopóeu
domonaó sphaenoidca también coexisten ambas vias de formación
de ALA(Gibson et al, l961; Kikuchi et al, 1958). La mayoria
de los trabajos realizados en plantas superiores para postular
la via de sintesis a través de la DOVA-T,no utilizan DOVAcomo
sustrato sino que estudian la incorporación de precursores ra
dioactivos (glutamato, glutamina, a-cetoglutarato) en ALA(Eig_
ra 5.1.).
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Analizando ambos caminos de formación de ALAy teniendo
en cuenta los resultados publicados, nuestro laboratorio
(Lombardoy Batlle, 1983) postula que en células etioladas fun
cionaria principalmente el ALA-Smientras que en células pigmen
tadas lo haria la DOVA-T.

Según los trabajos de Beale (l978),Klein y Senger (1978
a,b) y Kleinet al (l980) se sugirió que en vegetales predomina
ria la via de la glicina-succinil-CoA sobre la del glutamato,
conduciendo ambas a la sintesis de clorofila.

El ALA-Sse caracteriza por su gran inestabilidad y su
corta vida media, lo cual dificulta su estudio y purificación,
como asimismo su detección en numerosos sistemas. Dentro de las
células, el ALA-Sse encuentra asociada a las mitocondrias tal
que posee una infraestructura óptima para su actividad. Cuando
la enzima se separa de dicha arquitectura, pierde estabilidad
y se inactiva fácilmente. Esta hipótesis ha sido confirmada
mediante los trabajos de Hider de Xifra et al (1978), en los
cuales se proporciona a la enzima de un soporte sólido reconsti
tuyendo asi artificialmente la unión enzima-membrana. De esta
forma se observó que el ALA-Sinsolubilizada retenia su activi
dad por más tiempo en comparación con la enzima solubilizada.

En la Figura 5.2. se puede observar el mecanismo propueí
to para el ALA-S. La glicina se condensa con el complejo enzi
maéfosfato de piridoxal formando un carbanión estable. Este
reacciona con el carbonilo electrofilico del succinil-CoA para
producir un intermediario sumamente inestable (ácido a-amino B-cg
toadipico) el cual unido a la enzima se decarboxila espontánea
mente originando el ácido ó-aminolevülico.

V.2. Función del ALA-Sen el camino metabólico de las porfirinas

El ALA-Ses una de las enzimas claves del camino biosin
tético del hemoy se la considera la enzima limitante, en la ma
yoria de los tejidos estudiados. El ALA-Sestá sujeta a una se
rie de mecanismos de control: inducción (Sassa y Granick, 1970),
represión (Marver, 1969; Sassa y Granick, 1970), inhibición feed
back por hemo (Burnham y Lascelles, 1963) e inhibición por pro
ducto ALA (Bottomley y Smithee, 1968). Además, el ALA-S juega un
rol regulatorio en la sintesis de clorofila durante el enverde



.'.

H-C-COOH
I

l

ïHa ?H2
‘ CH

Ü Glicina %H2 I 2
..2 N9=0 [E20

¡{LEE-coo“ ¿Peon H-tlï-CDOH

g í Succtnil CoA W_—_. ———-—-—.
CH CH CH

CH OFO H

H0:]:?\bí 2 3 2 :I/Ágüí/ \\+/ 4/ /Hc N/ \N/ \Ïq
3

I Iv/Enz'irn'azá / I "¡WWW-777777

Enzima-niridoxal E-piridoxal-glicina Intermediario
inestable

900K
CO

3’32 \ 2
QHZ EnZIma

53:0

CHaNH2

ALA

FIGURA5.2.: Mecanismo propuesto para 1a formación
enzimática de ALA



cimiento de Chkonezla ¿uóca (Porra y Grimme, 1974). La sintesis
exacerbada de precursores y/o porfirinas, mediante 1a adminis
tración de compuestos porfirogénicos, ya sea en animaies o cu]
tivos de células, se produjo por un incremento significativo
en 1a actividad de 1a enzima ALA-S. Asi, ios cambios en su acti
vidad son una de ias principaies causas que provocan los distur
bios bioquímicos observados en las porfirias.

Es interesante hacer notar que asi como existen compues
tos capaces de aumentar 1a actividad de] ALA-S, se encuentran o
tros que actúan inhibiendo 1a enzima, por ejempio 1a hemina.

Durante ios intentos de purificar e] ALA-Sde Rp. aphae
noidea, Kikuchi et a1 (1958 a) encontró variaciones en su acti
vidad, postuiándose 1a existencia de dos enzimas isofuncionaies
diferentes: una forma de baja y otra de a1ta actividad (Tuboi y
Hayasaka, 1972). La interconversión de estas formas depende de
1a presencia de ciertos compuestos tioïes, 10 cua] sugeriria que
1a actividad de] ALA-Sen Rp. ¿phaenoádea estaria controiada a
nivel moiecuiar (Neuberger et a], 1973; Nider de Xifra et a1,
1976).
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VI. ACIDO 6-AMINOLEVULICO DEHIDRASA

V1.1. Propiedades y mecanismo

La enzima 6-aminoievü1ico dehidrasa (ALA-D)cataiiza 1a
sintesis de] monopirro] porfobiiinógeno (PBG) por condensación
de dos moiécuias de ALA(Figura 3.1.).

E1 ALA-Dconstituye una de ias enzimas acerca de 1a cua]
existe mayor información. Se 1a ha detectado en una gran canti
dad de sistemas bioiógicos, habiendo sido aisiada, purificada y
caracterizada a partir de fuentes animaies, vegetaies y bacteria
nas. En animaies, e] ALA-Dse encuentra en mayor proporción en
ios tejidos hematopoyéticoy hepático y también en méduia ósea y
riñón.

El ALA-Des una enzima solubie, 10 cua] significa que una
vez que e] ALAse ha sintetizado dentro de ias mitocondrias de
be difundir a] citopiasma para convertirse en PBG.

Es una enzima termoestabie y típicamente suifhidriiica.
En 1a mayoria de ios tejidos estudiados requiere de 1a presencia
de compuestos reductores tióiicos (giutatión, B-mercaptoetano],
cisteina, tiogiicoiato, ditiotreito], etc.) para expresar su mí
xima actividad. Existe unaconcentración óptima para que e] efeg
to activante de estos compuestos se manifieste, ya que en aigu
nos casos, concentraciones mayores pueden 11egar a producir una
compieta inhibición de 1a enzima (Batiie et a1, 1967). E1 ALA-D
es sumamente sensibie a agentes bioqueantes de grupos -SH, como
ios metaies pesados (piomo, mercurio, cadmio) u otros reactivos
como 10s compuestos orgánicos mercuriaies (p-mercuribenzoato:
PCMB)que forman mercaptidas o como e] iodobenzoato y ei gutatión

'oxidado que oxidan ios -SH vecinaies (Batiie et a1, 1967; Tigier
et a1, 1970).

Es interesante hacer notar que 1a enzima de aigunas fuen
tes se activa por 1a presencia de ciertos cationes, comopor e
jempio, Zn++, Cu++, A1+++, Mg++y Mn++, Se ha postulado que por
ejemplo, e] Zn y e] Cu formarian parte de 1a estructura misma
de 1a proteina enzimática, tratándose entonces de una metaioen
zima.

Existen evidencias de que en e] centro activo de 1a enzi
ma se encuentran, además de Ios grupos -SH necesarios para 1a
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actividad, un átomo de Zn por subunidad, l ó 2 residuos lisina,
l residuo histidina y restos de aminoácidos hidrofóbicos, que
en conjunto contribuyen a definir la estructura activa de la
enzima (Tsukamoto et al, 1975 , l980).

El ALA-Des una proteina oligomérica, de peso molecular
280.000, constituida por 8 subunidades similares de peso mole
cular 35.000 (Shemin, l976).

Sin embargo, mediante el empleo de técnicas de insolubi
lización,se han obtenido resultados que permitirían postular que
la estructura minima funcional correspondería a la de un dimero
de peso molecular 70.000, formada por dos subunidades similares
que cumplirian roles distintos en la sintesis del PBG(Batlle
& Stella, 1978; Batlle et al, 1978). El ALA-Des una proteina
que según las condiciones experimentales, puede formar fácilmen
te agregados moleculares, originando asi especies de pesos molg
culares diferentes las cuales se encuentran en equilibrio (Sta
fforini et al, 1980).

Nandi y Shemin (1968) y Batlle y Stella (l978) han pro
puesto esquemas para explicar el mecanismo de acción de esta en
zima, los cuales se ajustan a las evidencias experimentales ob
tenidas hasta el momento. En la Figura 6.1. se ilustra el mode
lo postulado por Batlle y Stella (l978).

V1.2. Porfirias adquiridas

VI.2.l. Intoxicación con plomo

Comoconsecuencia de la contaminación ambiental, las en
fermedades adquiridas, entre ellas la porfiria, ocupan un lugar
cada vez más importante. De todos los contaminantes ambientales
tóxicos ciertos metales, comopor ejemplo plomo, mercurio y cad
mio juegan un rol significativo.

Los casos de intoxicación con plomo son los más habitua
les, debido al gran uso de este metal. A nivel del metabolismo
celular, el efecto más conocido del plomo es su acción inhibitg
ria sobre las enzimas cuyas actividades dependen de la presencia
de grupos -SH libres. La manifestación más clara de dicho efec
to sobre las enzimas sulfhidrilicas es el disturbio que provoca
en la biosintesis del hemo. Una de las enzimas más sensiblemen
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te afectadases el ALA-D,encontrándose que el plomo inhibe la
actividad de esta proteina en médula osea, sangre, higado, ri
ñón y cerebro (Gibson y Goldberg,l970).

Esta enzima puede medirse en glóbulos rojos, constituyen
do un elemento fácilmente accesible para el diagnóstico tempra
no de un intoxicación por plomo en humanos (Sassa, Granick y
Kappas, l975).

El aumento de los niveles de plomo en glóbulos rojos, prg
duce una inhibición del ALA-D¿n uátno, efectuándose su unión
a través de los grupos -SH de la proteina. Este bloqueo del
ALA-Dpor el Pb puede ser revertido, al menos parcialmente, me
diante el agregado de glutatión (Hapke y Pryge, 1973).

Por calentamiento de preparaciones enzimáticas contamina
das por Pb, éstas recuperaban su actividad normal. La cinética
de inhibición por este metal responderia a un comportamiento
sigmoideo; mediante el tratamiento térmico se desensibilizaria
la proteina, presentando entonces una cinética michaeliana. Por
lo tanto, se postuló que el calentamiento podria provocar cambios
sustanciales en la conformación enzimática (Chiba, 1976) o que
existiría un factor de naturaleza proteica el cual alteraria los
niveles de ALA-D (Cartasegna et al, l968).

Es evidente que la medida de la actividad del ALA-D,
es el indicador de una intoxicación con Pb más sensible que la
excreción de ALAe incluso aún más que los niveles de Pb en
sangre.

Si bien la medición de la enzima ALA-Den eritrocitos cons
tituye un valioso elemento para el diagnóstico, existen, como
veremos, otras etapas sobre las cuales el plomo ejerce su acción
inhibitoria, dando origen asi a un cuadro bioquímico anormal
característico de la intoxicacióncon este metal (Figura 6.2.).
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VII. PORFOBILINOGENASA

VII.1. Genera1idades

De todas las enzimas invoiucradas en e] camino biosintétl
co de] hemo, 1a porfobilinogenasa designada por Lockwood y Riming
ton (1957) como PBG-asa, es 1a más atractiva, ya que constituye
un sistema enzimático altamente especifico que cataïiza una reag
ción única de reordenamiento, originando e] uroporfirinógeno III
o urogen III (Figura 7.1.).

Unode ios tantos objetivos de nuestro 1aboratorio consis
te en 1a e1ucidación de] mecanismo de acción de esta enzima. La
PBG-asa cataliza 1a condensación de cuatro moiécuïas de] monopi
rro] porfobi1inógeno (PBG), dando 1ugar a1 urogen III, interme
diario fisioiógico en 1a biosintesis de] hemo, ias clorofiias y
ias corrinas (Figura 3.1.).

La PBG-asa es un complejo enzimático formado por dos pro
teinas distintas: 1a deaminasa o uroporfirinógeno I sintetasa
(URO-S)y 1a isomerasa o uroporfirinógeno III cosintetasa (Uro-CoS).

La Uro-S cataïiza 1a unión de cuatro moiéculas de PBGpa
ra formar e] uroporfirinógeno I o urogen I (Figura 7.1.), median
te una condensación repetida cabeza-coïa, con eliminación de amg
niaco y cierre fina] de] aniïlo. Aún no está totaïmente confirma
do si esta ciciación es un proceso enzimático o si ocurre espontí
neamente.

La Uro-CoS no puede actuar sobre e] PBG ni tampoco sobre
e] Urogen I; sin embargo, cuando reacciona en forma conjunta con
1a Deaminasa constituyendo e] compïejo PBG-asa, produce una modi
ficación en 1a orientación de uno de 105 aniïïos pirróïicos sintg
tizándose e] uroporfirinógeno II.

Aün no se conoce con exactitud cuál es e] mecanismo de ag
ción de 1a isomerasa; 1o que si se ha demostrado es que esta enzi
ma se encuentra en exceso normaimente en todos ios organismos y
tejidos, asegurando 1a formación excïusiva de] urogen III.

Existen numerosos esquemas propuestos para expïicar e]
mecanismo de acción de 1a PBG-asa. La gran mayoria de estas hi
pótesis se basa en 1a suposición de que durante 1a reacción se
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formarïan intermediarios polipirrólicos: di, tri y tetrapirril
metanos de cadena abierta. La búsqueda y el estudio de estos in
termediarios polipirrólicos permitirá un mayor conocimiento del
mecanismo de acción de estas enzimas y cuánto más se sepa acer
ca del funcionamiento normal de la PBG-asa y sus componentes,
mejor podremosexplicar la naturaleza de Jos defectos enzimáti
cos primarios causantes de ciertas porfirias.

VII.2. Propiedades de las enzimas

Tanto la PBG-asa como sus componentes han sido extensa
mente estudiados en tejidos animales, vegetales y bacterianos.

Según lo observado en la mayoria de los tejidos, la PBG
es una enzima citoplasmática. Sin embargo, existen evidencias
de que esta enzima podria hallarse también asociada a membranas
(Falk y Dresel, l960; Carell y Kahn, 1964).

En nuestro laboratorio, se detectó actividad de PBG-asa,
tanto en las fracciones particuladas comoen las solubles de
Eugtcna gnac¿2¿ó (Rossetti, 1978). Amboscomponentes de la
PBG-asa se han logrado separar sin destrucción o inactivación
de los mismos, empleándose técnicas como diálisis contra agua
destilada, fraccionamiento con resinas de intercambio iónico y
tratamiento con fuerza iónica elevada (Levin y Coleman, 1967;
Stevens et al, l968; Sancovich et al, 1969 a; Llambias y
Batlle, l97l a,b; Rossetti,1978). Comola isomerasa es una pro
teina termolábil, la deaminasa se ha purificado por calentamien
to del complejo enzimático utilizándose temperaturas superiores
a 60 °Cy tiempos variables según el tejido utilizado (Llambias
y Batlle, l97l b; Rossetti, 1978).

Mediante el empleo de procedimientos convencionales
(filtración por geles, electroforesis en gel de poliacrilamida
y centrifugación en gradiente de sacarosa) se determinaron los
pesos moleculares (PM's) del complejo y sus componentes. Se han
informado datos de PM40.000 i 4.000 para la deaminasa de nume
rosas fuentes (Llambias y Batlle, l97l a, b; Jordan y Shemin,
1973; Higuchi y Bogorad, l975; Sancovich et al, l976; Miyagi et
al, l979; Rossetti etal, 1980; Williams et al, l98l; Fumagalli
et al, 1983), existiendo una publicación que establece un PM
25.000 i 5.000 (Frydmany'Feinstein, l974).



Por e] contrario no existe acuerdo en cuanto a1 PMde
1a isomerasa. E1 comportamiento de esta proteina frente a geies
de dextrano y agarosa (Sancovich et a], 1969 a; Liambias y
Batiie, 1971 a,b; Rossetti et a1, 1980) varia de acuerdo con 1a
fuerza iónica; se sugirió entonces que según ias condiciones
experimentales empieadas se produciría una asociación de unida
des de 1a enzima formando diferentes agregados moiecuiares. Es
to expiicaria 1a presencia en 1a iiteratura de PM's diferentes
(5.000-6.000 a 280.000).

Debido a io anteriormente expuesto, es lógico que 1a
PBG-asapresente PM's promedios distintos, sugiriéndose 1a exií
tencia de fenómenos de asociación-disociación entre un número
variabie de unidades de los componentes individuaies de] compig
jo enzimático (Liambias y Batlle, 1971 a; Rossetti et a], 1980;
Fumagaiii et a1, 1982). En base a evidencias experimentaies,
nuestro iaboratorio postuió que ia estructura funcional minima
de 1a PBG-asa en Euglena gnaciicó y en higado de cerdo seria un
dimero de PM50.000 (Rossetti et a], 1980; Fumagaiii et a1,
1982) cuyos protómeros de PM25.000 estarian formados por dos
unidades proteicas diferentes, en 1a reiación de 1 moi de dea
minasa (PM 20.000) a 1 mo] de isomerasa (PM 5.000).

En cuanto a1 pH se han observado actividades máximas de
PBG-asa y de deaminasa a pH's entre 7,2 y 8,2, segün 1a fuente
enzimática empieada. Para ambas enzimas se obtuvieron curvas de
forma semejante, para 1a actividad expresada tanto en función de
las porfirinas formadas como de] PBGconsumido. En caiios de
soya (Liambias y Bat]1e,1971 a) y en Eugicna gnacitió (Rossetti,
1978) dicho comportamiento fue diferente; se observó un único
pico de pH óptimo para 1a PBG-asa y ia deaminasa, midiendo 1a
actividad en función de 1a cantidad deuroporfirinógeno formado,
pero cuando se consideró 1a misma respecto a1 PBGconsumido a
parecieron dos picos bien definidos a distintos pH's. Esto su
geriria que e] consumo de sustrato ocurre probabiemente en dos
etapas ias cuaies poseerian dos pH's óptimos diferentes.

Tanto 1a PBG-asa como la deaminasa se han comportado como
enzimas suifhidriiicas, en todos ios sistemas estudiados hasta
e] momento (Sancovich et a1,1969 a, 1976; Liambias y Batlie,
1971 a, b; Frydman y Feinstein, 1974; Russeii y Rockweii, 1980)
no conociéndose aün cómo actuarian dichos grupos -SH durante 1a
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reacción. Se ha sugerido que Ios mismos estabiiizarian e] com
piejo enzima-sustrato o que podrian ser necesarios en 1a forma
ción de un compiejo enzimático activo, ordenando o disponiendo
estructuraimente a 1a proteina para 1a expresión de su activi
da (Liambias y Batile, 1971 a,b). Dado que los inhibidores tipi
cos de ios grupos tioles afectan más 1a formación de porfirinas
que e] consumo de sustrato, se ha propuesto que dichos restos
-SH estarian invoiucrados en 1a etapa de ciciación.

En cuanto a1 efecto de 1as sales de sodio y magnesio,
sobre 1a actividad de 1a PBG-asa de ciertas fuentes (Liambias
y Batlle, 1971 a; Sancovich et a], 1976; Clement et a1, 1982)
se observó una acción estimuïante, hecho que podria deberse
a que estos iones participarian en aigün fenómeno de asociación
disociación de 1a proteina, 1a cua] aicanzaria asi un ordenamien
to estructura] adecuado para una actividad óptima.

Bogorad (1962, 1963) estudió e] efecto de] ion amonio
y de 1a hidroxiiamina sobre 1a deaminasa. Este autor hailó que
ambos reactivos inhibian tanto 1a formación de porfirinas como
e] consumo de PBG. Sancovich et a1 (1969 a, b), Frydman y Fryd
man (1970), Llambias y Bat11e (1971 a, b) y Frydman y Feinstein
(1974) observaron e] mismo efecto inhibitorio sobre 1a PBG-asa
y 1a deaminasa de otras fuentes. Sancovich et a1 (1969 a) y Stelia
et a1 (1971) propusieron que Ios iones amonio inhibirian 1a ac
tividad de 1a isomerasa uniéndose a 1a enzima en e] sitio acti

vo correspondiente a1 PBGo a un intermediario polipirróiico.
Otra hipótesis pianteada por estos autores considera que los ig
nes amonio podrian disociar e] complejo PBG-asa o interferir
en 1a interacción de sus componentes, que seria necesaria para
su actividad.

Debido a 1a estabiïidad de 1a deaminasa a1 caïentamiento,
en 1a mayoria de ios casos se 1a ha purificado mediante este
tratamiento. Esta enzima puede incubarse durante 15 a 30 minu
tos a 65 °C sin pérdida de actividad, aunque temperaturas supe
riores a ésta 1a inactivan rápidamente. Además, cuando se some
te a un precaientamiento a 60 °C durante 30 minutos a fracciones
de PBG-asa parcialmente purificadas, no sólo se inactiva 1a iso
merasa sino que paraieiamente se observa un aumento de 1a bio
sintesis de porfirinas por incubación con PBG(Conford, 1964;
Sancovich et a1, 1969 a; Llambias y Batlie, 1971 a, b; Rossetti,
1978).



En nuestro laboratorio se han iogrado unir covaientemen
te a Sepharosa, deaminasas de Rp. pa2u¿1n(¿ y de higado bovino
(Kotier et a1, 1983) asi como también 1a PBG-asa de esta üitima
fuente, (Rossetti et a1, 1976). La PBG-asainsoiubilizada sin
tetizaba uroporfirinógeno III pero 1a reiación de urogen III a
urogen I presentes dependía de] tratamiento previo de 1a enzima,
de las condiciones de incubación y de ias cantidades reiativas
delsomerasay deaminasa activas (Rossetti et a], 1976).

También se ha encontrado que deaminasas de distintas fuen
tes eran fotosensibies (Frydman y Frydman, 1970; Frydman y
Feinstein,1974) e inhibidas por una pirroioxigenasa, oxidasa de
función mixta que inactiva enzimas conteniendo residuos tripto
fano, en presencia de ditionito. Esto sugeriria que este aminoá
cido podria estar invoiucrado en e] sitio activo de 1a deamina
sa (Frydman y Frydman, 1973).

Liambias y Batiie (1971 a, b) y Sancovich et a1 (1976)
observaron que 1a deaminasa se encontraba inhibida en presencia
de aigunos ácidos dicarboxiiicos y de 2-metoxi-5-nitrotropona,
reactivo que modifica quimica y eSpecificamente a ios grupos
amino libres de ias proteinas. Estos autores propusieron que
ios ácidos dicarboxiiicos inhibirian 1a deaminasa compitiendo
con ei PBGpor algunos grupos de ia enzima cargados positivamen
te (restos e-amino de 1a iisina o restos guanidino de 1a arginl
na). Esta hipótesis estaria de acuerdo con ios trabajos de Bogg
rad (1958 a) quien demostró que e} formaidehido inhibia la dea
minasa uniéndose a ios residuos 1isina de 1a proteina. La deami
nasa de germen de trigo y de eritrocitos humanos es inhibida por
monopirroies sintéticos análogos a] PBG, que poseen una posición
a 1ibre, una cadena de ácido propiónico en posición B y un grupo
metilo o aminometiio en 1a otra posición a (Frydman y Frydman,
1970; Frydman y Feinstein, 1974).

Sin embargo, Russeil y Rockwei] (1980) haiiaron que e]
ácido opsopirroi dicarboxiiico (OPD)era un inhibidor de 1a dea
minasa de germen de trigo. Estos autores estudiaron e] efecto
de reactivos mercuriaies y de N-etiimaieimida (NEM)en presencia
y ausencia de PBGy OPDy observaron que e] OPD protegia‘a 1a
deaminasa de 1a inhibición ejercida por e] NEMy por un deriva
do mercuria] de] PBG(PBG-Hg). Esto Sugeriria 1a existencia de
uno o más grupos -SH en e] sitio activo de 1a enzima. La presen
cia de PBGprodujo un incremento dei efecto inhibitorio de los



compuestos mercuriaies sobre 1a deaminasa. Russei y Rockweii
(1980) postuiaron que e] PBGpodria provocar un cambio confor
maciona], e] cua] expondria ios grupos tioies o podria activar
ios reactivos merCUriaies originando un compuesto más reactivo.

Poilack y Russel] (1978) estudiaron e] efecto de 1a buta
diona sobre 1a actividad de la deaminasa de germen de trigo y
encontraron que este reactivo inhibia significativamente a 1a
enzima mientras que ei PBGrevertia dicha inhibición. La buta
diona es un inhibidor que actúa bloqueando ios grupos guanidino
de ios residuos arginina de] sitio activo de ias enzimas cuyos
sustratos contienen en Su estructura grupos carboxiiatos o fos
fatos. Estos autores Sugirieron que 1a deaminasa poseeria uno
o más residuos arginina en su sitio activo.

La deaminasa proveniente deuna variedad de fuentes enzi
máticas se ha comportado eiectroforéticamente como una proteina
homogénea (Levin y Coieman, 1967; Stevens et a1, 1968; Liambias
y Batiie, 1971 a,b; Jordan y Shemin, 1973; Frydman y Feinstein,
1974; Higuchi y Bogorad, 1975; Russel] y Poiiack, 1978). Sin em
bargo, Miyagi et a] (1979) informaron acerca de 1a presencia de
tres isoenzimas en eritrocitos humanos. En un trabajo posterior,
Miyagi et a1 (1980) demostraron 1a separación de preparaciones
de deaminasa purificada de eritrocitos humanosy bovinos, en
seis bandas activas mediante eiectroforesis en ge] de poiiacri
1amida. Estos autores dividieron ias isoenzimas en grupos de ba
ja estabiiidad-aita actividad y aita estabiiidad-baja actividad,
siendo aún un misterio su significado. Miyagi et a1 (1979, 1980)
apoyan 1a hipótesis de que estas isoenzimas tomarian parte en
un proceso de sintesis enzimática, postuiando además una especi
ficidad de ias mismas por algún órgano en particuiar (higado,
riñón, méduia ósea), predominando en uno de eiios.

En cuanto a 1a isomerasa, su existencia y propiedades
han sido estudiadas en forma indirecta. Asi, para poder medir
su actividad se 1a ha incubado en forma conjunta con 1a deamina
sa. En nuestro 1aboratorio se incubó i50merasa purificada de
numerosas fuentes con PBGy ciertos intermediarios polipirróli
cos de calios de soya (Liambias y Batiie, 1970) y Eugfena gna
cáKLA(Rossetti y Batlle, 1977; Rossetti et a1, 1977) obtenién
dose uroporfirinógenos. Esto sugirió en ese momento, que ios pg
sibles sustratos para 1a isomerasa serian e] PBGy aigün poii
pirriimetano unido a la proteina y formado durante 1a reacción.
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Sin embargo, en 1979, e] grupo de Jordan y Scott presentaron
evidencias mediante estudios espectroscópicos de RMN,que 1a
transformación enzimática de] PBGen urogen I y III ocurría a
través de unintermediario 1ibre denominadopreuroporfirinógeno
(Figura 7.2.) (Burton et a], 1979). Este compuesto formado a
partir de] PBGy por acción de 1a deaminasa, actúa como sustra
to para 1a isomerasa originando un a1to porcentaje de uroporfi
rinógeno III (Jordan et a], 1979; Jordan y Berry, 1980). E] gr!
po de Battersby informó que 1a síntesis de] urogen III ocurría
vía otro intermediario: e] hidroximetiibiiano (Figura 7.3.)
producto de 1a acción de 1a deaminasa sobre e] PBG; dicho inter
mediario sería sustrato de 1a isomerasa. Esta produciría un
reordenamiento intramolecuiar originando e] urogen III
(Battersby et a1, 1979 c).

Comoya se ha mencionado anteriormente, 1a isomerasa es
una proteína termolábii que pierde un 80%de su actividad cuan
do se 1a pre-incuba a 65-70 °C durante 20-30 minutos, en presen
cia de deaminasa. Cuando 1a isomerasa se ca1ienta en ausencia
de deaminasa, 1a inactivación es mayor y ocurre a menores inter
valos de tiempo. Esto sugeriría que en e] compïejo PBG-asa, 1a
isomerasa estaría asociada a 1a deaminasa en ta] forma que es
ta üitima protegería a1 componente termoïábiï.

En muchos casos se ha demostrado que tanto 1a PBG-asa
como 1a deaminasa son iguaimente activas en ausencia o en pre
sencia de oxígeno (Bogorad, 1958 a, b; Lockwood y Benson, 1960;
Sancovich et a1, 1969 a; Liambías y Batlle, 1971 b; Fumagalïi
et a1, 1982). Sin embargo, se ha encontrado que en calios de
soya (Llambías y Batiïe, 1970; Steiia et a], 1971) y en Eagle
na gnac¿¿¿a (Rossetti, 1979; Rossetti y Batlle, 1977) 1a acti
vidad de estas enzimas se ve significativamente afectada por
1a presencia de oxígeno. En estos tejidos, 1a formación de
uroporfirinógenos es máximabajo condiciones anaeróbicas, no
modificándose sin embargo, e] consumo de sustrato. Los autores
postuiaron que 1a presencia de oxígeno no afectaría 1a síntesis
de intermediarios pero podría oxidarbdo: de ta] forma que ya no
serían utiïizados por Ias enzimas.

También es posible que e] PBGfuera empleado bajo condi
ciones aeróbicas, en aígün otro camino biosintético, por ejem
pío a través de una pirro] oxigenasa (Frydman et a], 1972 a).



FIGURA7.2.: Preuroporfírínógeno

FIGURA7.3.: Hidroximetiïbilano



Clement et al (1982) aislaron y purificaron la isomera
sa de higado de rata, estudiando algunas de sus propiedades,
incluyendo la inhibición ejercida por varios iones metálicos.
Estos autores aseguraron la formación de más de un 80% de uro
gen III manteniendo una relación de unidades de isomerasa:deami
nasa de l4:l. Stevens et al (¡968) habian propuesto una rela
*ción aproximada de 10:1 para extractos crudos de eritrocitos
humanos. Este exceso de Isomerasa también fue descripto por
Batlle y Rossetti (I977), concluyendose que en condiciones fi
siológicas aseguraria la exclusiva sintesis de urogen III.

Clement et al (l982) efectuaron estudios de la actividad
de PBG-asa, deaminasa e isomerasa, de higado de rata en presen
cia de iones metálicos, sugiriendo que la isomerasa seria más
sensible a la inhibición ejercida por estos metales que la dea
minasa. Asi, observaron una inhibición selectiva de esta enzima
al incubarla con CdClz, ZnC12y CuClz, en concentraciones de
lO uM. Es muy probable que estos iones interfieran con la forma
ción del complejo activo deaminasa-isomerasa. Alternativamente,
la isomerasa poseeria grupos monotioles que estarian más expues
tos que en la deaminasa. Debido a que la inhibición por los me
tales es no competitiva y se revierte en presencia de compues
tos tiólicos, es probable que dichos grupos no se encuentren
en el sitio activo sino que estén involucrados en el manteni
miento de una conformación adecuada.

VII.3. Estudios cinéticos

Los estudios cinéticos más detallados acerca de la PBG-asa
y de la deaminasa han sido realizados en enzimas purificadas de
higado bovino (Sancovich et al, 1969 a,b), eritrocitos de ave
(Llambias et al, 1971) y callos de soya (Llambias y Batlle,
1970 b,c).

La PBG-asadehigado bovino exhibe efectos cooperativos
observándose una curva sigmoidea al graficar v vs (PBG), gráfi
cos de las inversas no lineales y un coeficiente de Hill (n) ten
diendo a 2 (Sancovich et al, l969 a.b).

La deaminasa, en cambio, muestra una cinética michaelia
na, con un n igual a l. Este comportamiento no se ve afectado



por 1a presencia de iones amonio. En consecuencia, como 1a dea
minasa no presenta cinética cooperativa, mientras que 1a PBG-as
manifiesta un comportamiento no michaeiiano, se postuió que di
chos efectos faciiitarian 1a unión de] PBGa1 componente isome
rasa de] compiejo (Sancovich et a], 1969 b).

Cuando 1a PBG-asa de esta fuente se caiienta, se diaii
za contra agua destilada o se mezcla con e] inhibidor amonio,
1a cinética aiostérica se transforma en michaeliana apareciendo
un incremento en 1a afinidad por e] PBGy formándose urogen I
en iugarde urogen III. De acuerdo con estos resultados, Sanco
vich et a1 (1969 a,b) propusieron que 1a PBG-asa de higado bo
vino seria una enzima alostérica.

Liambias et a] (1971) estudiaron 1a cinética de estas
dos enzimas purificadas de eritrocitos de ave. Tanto en presen
cia como en ausencia de] inhibidor amonio, ia PBG-asa y 1a
deaminasa exhibian un comportamiento semejante a] de ias enzi
mas de higado bovino.

Los extensos estudios cinéticos realizados por Liambias
y Batlle (1970 b,c) con las enzimas purificadas de cailos de
soya indicaron que tanto 1a PBG-asa como 1a deaminasa presenta
ban un comportamiento cinético totaimente diferente a1 de 1as
mismas enzimas provenientes de otras fuentes. Asi, ias curvas
de saturación para 1a PBG-asa y 1a deaminasa,en presencia o au
Sencia de] ion amonio, eran muy simiiares, respondiendo a una
cinética no michaeiiana y ios gráficos de ias inversas eran bl
fásicos dando origen a dos vaiores de Km.

Este tipo de perfi] cinético se obtuvo también a] expre
sar 1a veiocidad de 1a reacción como función dei conSumo de
sustrato.

Estadesviación de] comportamiento michaeiiano se apreció
también a1 caICuiar ios vaiores de Rs y de n para ambas enzimas
La PBG-asa reveió un Rs mayor que 81 y un n menor o tendiendo
a i a bajas o aitas concentraciones de sustrato respectivamente
respondiendo asi a una cinética homotrópica negativa (Liambias
y Batiie, 1970 b).

Recientemente, e] grupo de Battersby (Wiiliams et a],
1981) efectuó estudios de veiocidades iniciaies empieando 1a
deaminasa de Eugkena gnacitáa. Estos autores midieron 1a veloci



dad de formación de urogen en un amplio rango de concentracio
nes de sustrato y a tres vaiores de pH. En todos ios casos, e]
gráfico de (PBG)/v vs (PBG) fue linea]. La presencia de una
cinética michaeiiana para 1a deaminasa ha sido observada también
en otras fuentes: germen de trigo (Frydman y Frydman, 1970) y
eritrocitos humanos (Frydmany Feinstein, 1974).

En cuanto a 1a PBG-asa de peiiet de Eugiena gnac¿Z¿¿
(Rossetti, 1978), 1a cinética es michaeiiana considerando 1a
veiocidad comoformación de porfirinas; sin embargo, teniendo
en cuenta 10s vaiores obtenidos midiendo 1a veiocidad en función
de] consumode sustrato. se observan gráficos sigmoideos. Este
comportamientodiferencia] se confirma aï‘efectuarse ios gráfi
cos de ias dobles reciprocas y a] calcularse ios n de Hi1]. E1
n para 1a reacción, considerando e] consumo de PBGtiende a 2,
hecho que apoyaria 1a teoria de la existencia de una cooperati
vidad positiva entre, por lo menos 2 sitios de unión distintos
para e] sustrato.

VII.4. Intermediarios poiipirróiicos

Uno de Ios puntos más importantes para eiucidar e] meca
nismo de acción de 1a PBG-asa consiste en 1a identificación de]
sustrato de 1a isomerasa.

En 1963, Bogorad postuió que esta enzima actuaba sobre
un intermediario de estructura desconocida, producto de 1a acción
de 1a deaminasa sobre e] PBG(Figura 7.4.). Sin embargo, hasta
1970 no se iograron detectar estos intermediarios. La primera g
videncia experimenta] de 1a existencia de los mismos provino de
ios estudios con caiios de soya (Liambias y Batiïe, 1970 a,
1971 a; Ste11a et a1, 1971), en Ios cuales se encontró que en
condiciones normaies de incubación por acción de 1a PBGrasa y
de 1a deaminasa sobre e] PBG, se originaban intermediarios poli
pirróiicos distintos: "P" y "D" respectivamente. La incubación
de P con PBGy PBG-asa producia sóiamente urogen III mientras
que D junto con PBG y deaminasa formaba 100% de urogen I. A
partir de este fundamenta] hailazgo, aparecieron otros estudios
de acumuiación y aisiamiento de di y tetrapirroïes, obtenidos
incubando PBGy deaminasa en presencia de inhibidores (amonio
e hidroxiiamina) (Piuscec y Bogorad, 1970; Radmer y Bogorad,
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1972; Davies y Neuberger, 1973). No obstante, nuestro iaboratg
rio considera que este procedimiento no es e] más conveniente,
ya que es probabie que ias estructuras de ios intermediarios
aisiados, obtenidos por inhibición de una reacción, no sean
ias que correspondan a ias verdaderas. Asi, Davies y Neuberger
(1973) identificaron un intermediario que según sus conciusio
nes era distinto a1 haïiado por e] grupo de Bogorad (Piuscec y
Bogorad, 1970; Radmer y Bogorad, 1972), habiendo usado ambos
e] mismo inhibidor junto con deaminasa.

De ios resuïtados obtenidos estudiando 1a cinética de
ias enzimas de caiios de soya (Liambias y Batlle, 1970 a) y E.
gnac¿t¿¿ (Rossetti y Batile, 1977) se propuso que 1a conversión
de] PBGen urogen I ó III ocurriria en dos etapas: durante 1a
primera se sintetizaria un intermediario poïipirróiico y en
1a segunda se formaría e] producto fina].

Tanto, en calios de soya comoen E. gnaciiia existia
un 1ag pronunciado considerando ia formación de uroporfirinóge
no, 1uego de] cua] 1a sintesis aumentaba en forma 1inea] con
e] tiempo (Liambias y Batlie, 1970 a,1971 a; Steiia et a], 1971;
Rossetti y Batlle, 1977). Es importante hacer notar que no se
encontró evidencia aiguna de una fase 1ag durante 1a medidión
de] consumo de sustrato. De 1a curva de actividad en función
de] tiempo se observó que 1a cantidad de porfirinas formadas se
ha11aba muy por debajo de 1a reiación estequiométrica; Ios grá
ficos de saturación por sustrato reveiaron un comportamiento
diferente de la enzima según se midiera 1a formación de produc
to o e] consumo de sustrato, corroborando 1a faita de estequiomg
tria (Llambias y Bat11e, 1970 a,1971 a; Stelia et a], 1971;
Rossetti y Batïïe, 1977; Rossetti, 1978). Indudabiemente, exis
te más consumo de sustrato que e] necesario para 1a cantidad
de porfirinas sintetizadas. Estos resuitados indicarian que en
taies condiciones deberia estar formándose aigün intermediario
de naturaleza p01ipirróiica.

Liambias y Batlie (1971 a) observaron que 1a fase 1ag
era menos pronunciada o podia desaparecer cuando dicho interme
diario se encontraba presente en 1a mezcla de reacción desde e]
comienzode1a incubación. Esto sugeriria que su ausencia o su
1enta formación serian 1a causa de 1a demora enla aparición de
los uroporfirinógenos.



Comohemos mencionado anteriormente, concentraciones e
Tevadas de hidroxilamina y de amonio inhiben Ta sintesis de u

Asi, P1us
cec y Bogorad (T970) aisTaron e identificaron hn dipirriimetano
rogen en un grado mayor que e] conSumo de sustrato.

no isomerizado (DPMI) (Figura 7.5.a.) de una mecha de incuba
ción de deaminasa de espinaca con PBGen presencia de hidroxi
Tamina. Piuscec y Bogorad (1970) y Frydman et a1 (1971) empiea
ron e] DPM I

tuaba ni
sintetizado químicamente y demostraron que no ag

como Sustrato ni como intermediario de 1a síntesis de
urogen III; sin embargo, constituía un intermediario en Ta for
mación enzimática de] urogen I.

Estos resuTtados no están de acuerdo con trabajos de]
grupo de Battersby (Battersby et a1, 1977 a, b, c); estos auto

La eres demostraron que e] DPMI se convertía en urogen III.
tapa inicia] sería Ta síntesis de un dipirriTmetano mediante
una condensación cabeza-cola de dos moTéculas de PBG. Seguida
mente se combinarían secuenciaimente otras dos moTécuTas de sus
trato para dar origen a
merizado (Figura 7.6.).
gar 1a inversión de uno

un biTano TineaT tetrapirróTico no iso
Recién Tuego de esta etapa tendría Tu
de Tos aniTTos de PBG.

Radmery Bogorad (1972) aisTaron e identificaron también
un intermediario de una mecha de incubación de deaminasa de es
pinaca con PBGen presencia de amonio. Este intermediario era
un tetrapirriimetano (TPMI) (Figura 7.6.) que formaba urogen I
no enzimáticamente. En e] año T963, Bogorad había propuesto
que e] intermediario poTipirróTico en 1a biosíntesis de] urogen
III sería un compuesto de] tipo de] TPMI. Sin embargo, Radmer
y Bogorad (1972) observaron que e] TPMI no era utiTizado enzi
máticamente en 1a formación de] isómero III.

VaTasinas et a] (1978) encontraron un nuevo método de
síntesis para ei 2-aminometi1bi1ano (TPMI) observando que e]
TPMI no era sustrato de 1a deaminasa, de Ta

tampoco de 1a PBG-asa. Este grupo apoya 1a hipótesis de que Ta
inversión de un aniTTo de] PBGdebe ocurrir en una etapa tem

ni isomerasa, como

prana de Ta formación de] urogen III.

E1 dipirriTmetano III (DPMIII) (Figura 7.5.b) se incor
pora específicamente en e] urogen III en presencia de PBGy por
acción de 1a PBG-asa (Frydman et a], 1972 b).

Tos autores eTiminaron Ta
Dado que en ausen

cia de PBGno exfiste incorporación,
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posibilidad de una condensación de pares de moléculas de DPM
III. Sin embargo, esta incorporación del DPMIII es baja y del
mismo orden que la hallada para el DPMI con la deaminasa, en

ntraste con la significativa incorporación del DPMI en uro
n III, obtenida por Battersby (l977 c).

Estos resultados indicarían que estos compuestos no se
mpor. rían comosustratos libres de la reacción sino que ac
larían como intermediarios de la misma. Battersby et al (l973
I hallaron que hemolizados de eritrocitos de pato y extractos
“udos de E. gaae¿l¿ó incorporaban el DPMI en protoporfirina
(. Utilizando estas mismas fuentes enzimáticas, estudiaron la
icorporación del (2,ll-13C)PBG en protoporfirina IX, demostran
J que era el anillo D el que Sufría el reordenamiento intramg
ecular, mientras que los otros tres permanecían intactos
Battersby et al, 1973 b).

Frydman et al (1978 a) sintetizaron los compuestos DPMI,
PMIII y DPMII (Figura 7.7.) con la finalidad de estudiar la
specificidad del sistema enzimático PBG-asa. Asi, confirmaron
a incorporación del DPMI en urogen I y del DPMIII en urogen
II. En cuanto al DPMII no se incorpOraba en ninguno de los
sómeros, sino que por el contrario ejercía un marcado efecto
nhibitorio sobre la formación enzimática del isómero III.

A esta altura de las investigaciones existía un acuerdo
en cuanto a que un aminometildipirrilmetano estaría involucrado
en la conversión del PBGen urogen III; pero según Battersby et
al (l977 a, b, c) la isomerización ocurriría luego de la forma
ción de un bilano lineal no isomerizado mientras que de acuerdo
con propuestas de Llambías y Batlle (1970 a, l97l a), Frydman y
Frydman (l975) y Batlle y Rossetti (l977) los hechos experimen
tales indicarían que la isomerización sucedería en la etapa ini
cial de la condensación de las dos primeras moléculas de sus
trato.

Scott et al (l976) analizaron una serie de hipótesis con
la finalidad de aclarar y distinguir entre las dos posibilida
ces antes mencionadas. La hipótesis de Mathewson y Corwin (l96l)
(Figura 7.8L) esquematiza la vía del bilano simétrico mientras
que la teoría de Rimington-Johnson (Figura 7. 9.) estaría de a
cuerdo con las hipótesis de Cookson y Rimington (l954) y Bullock
et al (l958). En este último esquema el camino A indica una
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reacción intramoiecuiar de tipo estrictamente químico, a través
de un reordenamiento concertado 7 + 6, no excíuyéndose 1a posi
bi1idad de un reordenamiento intramolecular enzimático 7 + 8 + 6
(camino B). Scott et a1 (1976) emplearon un dipirrometano simé
trico, e] cua] carecía de] grupo aminometiio (DPM8) (Figura
1¿19¿) e incubaron este compuesto marcado con 1“C, con PBG-asa
purificada de espinaca, extractos íibres de céíulas de Cto¿1n¿
diam tetanomonphwny cé1u1as enteras de P. aheamanii. En todos
ios casos observaron que e] DPM8 se incorporaba en e] urogen
III y no en e] I. Scott et a1 (1976) propusieron que este com
puesto se debería intercambiar necesariamente con una moiécuïa
iguaí 10 cua] revelaría que durante 1a reacción e] resto amino
metiio se separaría totaimente de] DPMformado en e] primer pa
so de 1a reacción. Esto estaría aportando una prueba de que 1a
síntesis de] isómero III está controiada por 1a formación de]
DPMIII y apoyaría 1a hipótesis de que 1a inversión de] aniiio
D se produciría a1 comienzo de] proceso o sea durante 1a condeg
sación cabeza-coía de dos moíéculas de PBGmediante un mecanismo

de transferencia de] grupo aminometiío (Figura 7.112).

Frydmanet a1 (1974) sintetizaron un 2-aminometí1tripirrg
no (tripirrano I) (Figura 7.12 al observándose que este compues
to no era Sustrato de 1a isomerasa ya sea en presencia o ausen
cia de PBG.Estos autores demostraron quee] tripirrano I inhibía
1a síntesis enzimática de urogen III; además se incorporaba en
forma muy reducida en e] urogen I por 10 cua] no podía ser con
siderado sustrato de 1a deaminasa pero sí un posibíe intermedia
rio en 1a síntesis de dicho producto.

Frydman et a1 (1978 b) investigaron 1a interacción de]
tripirrano III (Figura 7.12 b) con estas enzimas,encontrando que
no actuaba como sustrato de ninguna de elias, ya sea en presen
cia o ausencia de PBG. La presencia de este tripirrano III no
incrementaba 1a formación de uroporfirinógeno, sino por e] con
trario, ejercía un efecto inhibitorio sobre 1a síntesis tota]
de uroporfirinógenos en particuíar deiisómero III, no observán
dose tampoco incorporación en e] tipo I.

Frydmanet a1 (1978 b) sintetizaron otros dos tripirranos:
II y IV (F'gura 7.13.a,b). E1 tripirrano II no constituye un
sustrato para ninguna de ias enzimas; más aún, en presencia de
PBGy de PBG-asa, deaminasa o isomerasa ejercía un efecto inhi
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bitorio, mayor sobre la formación de urogen III que sobre la de
urogen I. En cuanto al tripirrano IV no se comportó ni como
sustrato ni comointermediario de la biosíntesis de urogen III
y urogen I, produciendo una inhibición de la cantidad total
de uroporfirinógenos formados, especialmente urogen III.

Estos resultados no coinciden con los hallados por Franck
et al (l977 a,b), quienes sintetizaron químicamente, mediante
una metodología distinta, los tripirranos IV (Figura 7.l3.b) y
V (Figura 7.l4.). Incubando estos tripirranos marcados se obser
vó una incorporación de ambos en el hemo formado.

Mediante experiencias empleando 13C, el grupo de Batters
by demostró que los cuatro anillos pirrólicos del urogen III se
unían en forma secuencia] siendo el último (anillo D) el que
sufría un reordenamiento intramolecular (Battersby et al, l978,
1979 a,c). Battersby et al (l979 b) hallaron que la deaminasa
en presencia de PBGformaba como intermediario un bilano lineal
no isomerizado, el cual en ausencia de isomerasa se liberaría
comohidroximetilbilano (Figura 7 3.); éste se transformaría no
enzimáticamente en urogen I, pero en presencia de la isomerasa
se convertiría rápidamente en urogen III (Battersby et al, l979
b). Paralelamente el grupo de Scott encontró también un posible
sustrato para la isomerasa. Burton et al (l979) efectuaron est!
dios de espectroscopía RMN(13€) y presentaron evidencias de que
la transformación enzimática del PBGen urogen I y urogen III
ocurríría a través de un intermediario libre: preuroporfirinó
ggng (Figura 7.2.) producto de la acción del PBGsobre la deami
nasa. El preuroporfirinógeno actuaría comosustrato de la isomg
rasa originando un alto porcentaje de urogen III. En ausencia
de la isomerasa, el preuroporfirinógeno se cicla químicamente
formando exclusivamente urogen I (Jordan et al, 1979). Estos
autores presentaron evidencias que indicarían que ambas enzimas
funcionan independientemente y en forma secuencial. Además, el
orden de unión de las cuatro moléculas de sustrato sería el ya
determinado por Battersby et al (1978, 1979 a): abcd (Jordan y
Seehra, 1979).

Recientemente, Battersby et al (1980 ) corroboraron la
acción de la isomerasa sobre el hidroximetilbilano, produciendo
una isomerización sólamente sobre el anillo D y una rápida cicla
ción para originar el urogen III.



FIGURA7.14.: Tripirrano V



En l980, el grupo de Jordan consideró los datos obteni
dos por espectroscopia de RMNindicando que la estructura más
probable para el preuroporfirinógeno seria la de un hidroxime
tilbilano (Jordan y Berry, l980). Estos autores obtuvieron el
intermediario incubando PBGcon deaminasa de Rp. Aphaemoádeó.
Una vez sintetizado el preuroporfirinógeno, lo utilizaron como
sustrato de isomerasa proveniente de diversas fuentes: Rp.
Aphacnocdeó, levaduras, germen de trigo, reticulocitos humanos,
eritrocitos de ave y bazo de ratón. En todos los casos se obtu
vo un excelente rendimiento de urogen III.

El preuroporfirinógeno es un intermediario sumamente ines
table a pH fisiológico (t1 2 = 4 minutos, a 37 °C, pH 8,2-8,5)
(Jordan y Berry, 1980; Jordan et al, 1980).

Berry y Jordan (1981) trataron de aislar y caracterizar
los complejos enzima-intermediario formados mezclando en una
forma rápida (rapid mixing device) deaminasa purificada de Rp.
¿phaenoidcá y cantidades crecientes y estequiométricas de
(1“C)PBG. Mediante el empleo de la electroforesis en gel de pg
liacrilamida, se determinó que la deaminasa presentaba una so
la banda mientras que las muestras provenientes de los distintos
sistemas de mezclado poseían movilidad electroforética progre
sivamente superiores y migraban en bandas discretas.

Anderson y Desnick (l980) habian observado también ban
das múltiples que corresponderian a los intermediarios enzima

PBGnal incubar deaminasa de eritrocitos humanos con PBGen ex
ceso.

Berry y Jordan (198l) concluyeron que las distintas ban
das separadas electroforéticamente corresponderïan a los intermg
diarios provenientes dela reacción catalitica que involucra
uno, dos y tres residuos pirrólicos unidos a la enzima.Bajo las
condiciones de esta experiencia se observaron sólamente tres
complejos enzima-intermediario, debido posiblemente a que el
complejo enzima-tetrapirrol es inestable liberándose rápidamen
te para formar el preuroporfirinógeno.



VII.5. Mecanismo de acción

Hasta el momentose han detectado, aislado, identificado
y sintetizado quimica y bioquimicamente, intermediarios polipi
rrólicos de longitud variable, algunos de los cuales llevan a
la formación del isómero III.

Llambias y Batlle (l97l a) postularon un esquema para tra
tar de explicar el mecanismo de acción de la PBG-asa (Figura
7.l5.), teniendo encuenta el hecho de que el proceso de isomeri
zación constituye una etapa temprana en la secuencia de polime
rización del PBG. En este esquema se propuso que la primer mo
lécula de sustrato se unia a la deaminasa a través de sus dos
sustituyentes carboxilicos y su posición a libre. La deaminasa
catalizaria luego la formación de un dipirrol con una segunda
molécula de PBG.A partir de éste se originaria un tripirrol
lineal, que ya poseeria la estructura de la serie III, por ac
ción combinada de la isomerasa. Sobre la base de experiencias
preliminares que sugerian que los intermediarios polipirróli
cos naturales aislados eran tripirranos, la isomerasa funciona
ria luego de la formación del dipirrol, si bien no se excluia
la posibilidad de que esta enzima actuara durante la formación
del dipirrol (Llambias y Batlle, l97l a, b).

Sin embargo, este mecanismo se modificó debido a resulta
dos obtenidos posteriormente. Si no existen intermediarios pi
rrilmetanos comunes a los urógenos III y I, la unión y reacción
inical de las dos primeras moléculas de PBGdeberian ser dife
rentes segün se tratara de PBG-asa o deaminasa.De acuerdo con
estas consideraciones se modificó el esquema propuesto en l97l
(Batlle y Rossetti, 1977) (figura 7.16.). Asi, la primer molécu
la de PBGcorrespondiente al anillo D se uniria al complejo en
zimático posiblemente a la deaminasa a través de sus sustituyen
tes B-carboxilicos y su posición a libre y a la isomerasa median
te su grupo a aminometilo. En presencia de una segunda molécula
de PBG, la isomerasa actuaria modificando el sitio de condensa
ción. De esta forma, como resultado de dicha condensación y del
reordenamiento de las dos primeras moléculas de PBGse produci
ria un dipirrol del tipo PAAPo DPMIII. En ausencia de isomera
sa, la condensación seria normal (cabeza-cola) lo que originaria
el dipirrilmetano I (DPMI) o PAPA. Una vez formado el dipirrol,
ocurriria la inserción de dos moléculas más de PBG. Cuando la
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FIGURA7.16.: Mecanismo de acción de 1a PBG-asa (Bat11e y
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cadena aicanza 1a longitud critica correspondiente a un tetra
pirro], se produciría 1a ciciación. Una vez finalizado este
proceso se separarian ias enzimas las Cuales voiverian a asociar
se para iniciar un ciclo nuevo (Batlïe y Rossetti, 1977).

En cuanto a] mecanismo de acción de 1a deaminasa, éste
ha sido investigado por numerosos grupos, siendo los trabajos
más recientes 105 correspondientes a Jordan y Seehra (1979);
Battersby et a] (1979 a); Seehra y Jordan (1980) y Jordan y
Berry (198]).

Seehra y Jordan (1980) corroboraron e] orden de adición
de 1as cuatro moléculas de PBGpara formar e] preuroporfirinó
geno. Bajo condiciones normales no hay liberación de intermedia
rios durante 1a sintesis de] preuroporfirinógeno, encontrándose
los mismos unidos a la enzima (Frydman et a1, 1976). Jordan y
Berry (1981) propusieron un mecanismo de acción para 1a deamina
sa, en e] cua] 1a primera moïécuïa de sustrato que da origen a1
anillo a de] producto (Jordan y Seehra, 1979), se encuentra cg
va1entemente unido a 1a enzimahabiéndose despïazado e] residuo
amino. Sucesivamente se van uniendo las siguientes moïécuias
de PBG, iiberándose e] tetrapirro] formado a nive] de 1a unión
covaiente. Este mecanismo difiere de] de Anderson y Desnick
(1980) en que e] grupo amino de] PBGes despïazado durante 1a
unión inicia] a 1a enzima debido a 1a formación de dicha unión
covaïente.

VII.6. PBG-asay porfirias

VII.6.]. Porfirias hepáticas

VII.6.].1. Porfiria aguda intermitente (PAI)

En 1a PAI 1a excreción urinaria de ALAy PBG se encuen
tra marcadamente incrementada tanto durante 1a fase aguda como
durante 1a remisión, no existiendo un aumento proporciona] en
1as porfirinas que se sintetizan a partir de] PBG.Esto impïi
ca que e] bïoqueo de 1a formación de tetrapirroies deberia ha
11arse a nive] de 1a PBG-asa (Figura 7.ll¿).

Strand et a1 (1970) demostraron que en pacientes con PAI,
1a actividad de 1a deaminasa en higado estaba disminuida en
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un 50%. Estos autores postuïaron entonces que e] defecto enzima
tico primario en esta porfiria seria una deficiencia de 1a uro
gen I sintetasa o deaminasa, 1a cua] iimitaria 1a veiocidad de
sintesis de hemo e interferiria en 1a reguiación de] ALA-S,de
reprimiendo Su sintesis. Posteriormente, se estabieció que esta
deficiencia enzimática se ha11aba determinada genéticamente, en
contrándose que 1a actividad de 1a deaminasa también estaba re
ducida en un 50% en glóbulos rojos (Kreimer-Birnbaum, 1975; Nord
mannyGrandchamp, 1976; Astrup, 1978;.Bat11e et a1, 1978) y en
fibrobiastos (Meyer, 1973; Bonkowskyet a1, 1973).

Es importante hacer notar que esta reducción en 1a dea
minasa de eritrocitos se empiea como dato positivo para e] diag
nóstico de una PAI, no sólo en casos cïinicamente manifiestos
sino también en portadores asintomáticos de esta anorma1idad ge
nética.

Existe un alto porcentaje de ataques agudos, potencia]
mente fataies, producidos por 1a administración imprudente de
ciertas drogas (barbitüricos, sedantes, etc) o por factores
de origen nutriciona] y hormona]. Por lo tanto, es evidente que
debe evitarse que Ios carriers-asintomáticos utilicen dichos
agentes precipitantes. Asi, es aconsejable 11evar a cabo un es
tudio de 1a PBG-asa eritrocitaria en todos ios miembros de 1a
famiiia de un paciente con PAI (Bat11e et a1, 1978).

VII.6.2. Porfirias eritropoyéticas

VII.6.2.]. Porfiria congénita eritropoyética (PCE)

La PCEfue una de ias primeras porfirias reconocidas
(Schuïtz, 1874), pero a1 mismo tiempo es una de 1as más raras.
Se 1a ha encontrado en humanos y en anima1es y se hereda según
un carácter autosómico recesivo.

La principa] manifestación de esta porfiria es 1a foto
sensibilidad, acompañadade eritrodoncia, anemia hemoiitica y
porfirinuria. La aparición de estos signos clinicos seexplica
por 1a excesiva producción en méduia ósea de uro y coproporfiri
na I, ios cuaïes no son intermediarios en 1a biosintesis de 1a
protoporfirina IX.



En 1a Figura 7.18. se hallan descriptos ios distintos mg
deios para expiicar ios defectos enzimáticos responsabies de
esta porfiria.

Levin (1968) afirmó que 1a deficiencia enzimática espe
cifica en la PCE-se encontraba iocaiizada a nivei de 1a isomera
sa. Asi, se podia detectar a ios portadores asintomáticos de 1a
faïia genética (Romeoet a], 1970 a, b).

La otra hipótesis postuia que e] defecto enzimático bá
sico de 1a PCEconstituye una actividad incrementada de deamina
sa (He1meyer et a1, 1963; Watson et a1, 1964). Miyagi et a]
(1976) demostraron que 1a actividad de 1a deaminasa era superior
en sangre de pacientes con PCE comparada con 1a de sujetos nor
males.

Una tercera posibiiidad podria ser una actividad aumenta
da de deaminasa asociada a una deficiencia en 1a isomerasa. Es
tudios recientes efectuados con distintos órganos provenientes
de un toro con PCE indicaron 1a presencia de estas anormaiidades
en médula ósea, además de una elevada actividad de ALA-S (Batiie,
et a], 1979).

E] primer caso humano de PCE en Escandinavia fue des
cripto por Rimington y With (1971) y Hofstad et a1 (1971). E1
patrón de excreción para este paciente diferia en varios aspec
tos con 1a PCEciásica; más de] 50%de ias porfirinas urinarias
eran de tipo III, 10 cua] exciuiria 1a posibiiidad de una defi
ciencia en 1a isomerasa, tratándose entonces de un nuevo tipo
de PCE. Las evidencias experimentaies indicarian que 1a PCEes
fenotipicamente homogéneaen 1a mayoria de las especies pero
genéticamente heterogénea.

VII.6.3. Porfirias adguiridas

VII.6.3.]. Intoxicación con plomo

Uno de los efectos más conocidos de] piomo sobre e] ca
mino biosintético de] hemo es 1a marcada inhibición delALA-D,
existiendo otras etapas que sufren un bioqueo parcia] por acción
de este meta] (ALA-S, CPG-asa y ferroqueiatasa). Sin embargo,
hay que hacer notar que durante una intoxicación con piomo se
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observa también un incremento en la excreción del PBGen orina.
Esto podria deberse a una inhibición de la conversión del mono
pirrol en urogen.

Piper y Tephly (l974) y Tephly (1975) demostraron que el
plomo inhibe la actividad de la deaminasa de hemolizados de eri
trocitos de rata y humanos, mientras que no tiene efecto sobre
la deaminasa de citosol de higados del mismo origen. Este com
portamiento distinto entre ambas deaminasasse deberia a la pre
sencia de un factor dializable de bajo peso molecular, el cual
protegería a la enzima de la inhibición por el plomo, siendo
capaz de revertir también dicha inhibición de la deaminasa por
el metal. Piper y van Lier (l977) demostraron que este factor
además de proteger a la enzima de los efectos del plomo, esti
mularia la actividad enzimática, proponiéndose que funcionaria
como una coenzima.

VII.6.4. Sindrome de qubin-Johnson (SDJ)

Los pacientes con SDJ excretan un 30-40% más de COPRO
que controles normales, aunque este incremento es mucho menor
que el hallado en sujetos con PCE.

En cuanto a la distribución de los isómeros, se observa
un marcado aumento del tipo I con una disminución simultánea del
tipo III (Koskelo et al, 1967; Wolkoff et al, 1973; Kondoet
al, l976 a, b).

Ben-Ezzer et al (1971) postularon que la causa que pro
ducia la inversión de los isómeros I y III de la coproporfirina
en orina podria deberse a una deficiencia o inhibición dela isg
merasa hepática, por analogía con la teoria de Levin (1968) pa
ra la PCE.

Nolkoff et al (1973) propusieron que una deficiencia a
nivel de la isomerasa en pacientes con SDJ, podria producir una
disminución en la formación del hemohepático. Esto implicaría
un aumento del ALA-S, a través de una falla en su control. Sin
embargo en pacientes con SDJ no se han observado sintomas carag
teristicos de porfiria.

Shimizu et al (l977) determinaron la actividad de isomg
rasa en hemolizados de eritrocitos de pacientes con SDJ, midién
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d01a también en homogenatos de biopsias de higado. Estos auto
res no encontrarondiferencias significativas en 1a actividad de
1a isomerasa de ambas fuentes sugiriéndoseque e] bajo contenido
de coprogen III y 1a e1evada cantidad de] isómero I no se debe
rian a una fa11a en esta enzima. Aparentemente, e] defecto me
tabóïico en Ios casos de SDJ estaria en e] transporte de] uro
gen III y no en Su formación.

Los resultados obtenidos por Shimizu et a1 (1977) eliml
narian la participación de 1a isomerasa comofactor responsable
de 1a anorma] excreción urinaria de coporporfirina I.

Sin embargo, son necesarias más evidencias experimenta
1es para ac1arar esta situación.
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VIII. DECARBOXILASA

VIII. l. Propiedades y mecanismo

La Decarboxilasa o Uroporfirinógeno-carboxiliasa catali
za la conversión del Uroporfirinógeno III en Coproporfirinóge
no III (Figura 3.l.). Esta reacción implica la decarboxilación
de las cuatro cadenas laterales del ácido acético del sustrato
dando origen a los cuatro restos metilo del producto.

Se ha sugerido que este proceso ocurriría en etapas
(Batlle y Grinstein, l962, 1964 b) debido a la detección de in
termediarios de 7, 6 y 5 carboxilos. Sin embargo, hasta el pre
sente sólo se ha logrado aislar una única proteina responsable
de esta reacción (Batlle, 1973). Elder (1982) purificó la decar
boxilasa de eritrocitos humanos;ésta estaria constituida por
una única proteina formada por dos subunidades, sugiriéndose
que existirian dos clases de sitios cataliticos por moléCula de
enzima.

Numerosos hechos experimentales apoyan la teoria de que
la decarboxilación constituye un proceso secuencial. Durante la
formación enzimática del coproporfirinógeno ¿n vitae se ha de
tectado la presencia de intermediarios normales de 7,6 y 5 car
boxilos a partir de precursores simples (Batlle y Grinstein,
1964 a, b; Falk et al, 1956; Hoare y Heath, 1959; Lascelles,
l956; Mauzerall y Granick, l958). Asimismo, en ciertos estados
patológicos se ha observado acumulación de estos intermediarios
principalmente en pacientes con porfiria cutánea tardía (PCT)
(Canivet y Rimington, l953).

Todas estas evidencias llevaron a postular que los porfl
rinógenos de 7, 6 y 5 carboxilos serian los intermediarios nor
males en el camino biosintético del hemo (Batlle y Grinstein,
l962; San Martin de Viale y Grinstein, 1968).

La decarboxilasa actúa también, aunque con menor veloci
dad, sobre el uroporfirinógeno I para dar origen al coproporfi
rinógeno I. Esto implica, que es una enzima especifica para los
restos acético pero no para el tipo isomérico. De todos modos,
existe un grado de selectividad ya que la velocidad de decarbg
xilación varia de acuerdo con el tipo isomérico, habiéndose ob
servado el siguiente orden en forma decreciente III > IV > II
> I (Mauzerall y Granick, 1958). Asi, en glóbulos rojos humanos



1a veiocidad de decarboxiiación de] isómero III es siete veces
mayor que 1a de] isómero I (Conford, 1964). Además, hay que des
tacar que esta enzima puede actuar también sobre 10s distintos
isómeros de ios demás porfirinógenos con 7, 6 y 5 carboxiios.

La uroporfirinógeno decarboxilasa es una enzima citopias
mática, preferentemente anaeróbica. E1 oxigeno inhibe 1a reac
ción, probablemente por oxidación de los sustratos porfirinógg
nos (Mauzeraïi y Granick, 1958), aunque no puede descartarse
1a posibiiidad de una acción directa de] oxigeno sobre 1a enzi
ma. De todos modos, se ha ensayado su actividad en anaerobiosis
(Bogorad, 1958; Hoare y Heath, 1958 b; Mauzeraïi y Granick,
1958; Tomio et a1, 1970) y en aerobiosis (Batïie y Grinstein,
1964 b; San Martin de Viaïe y Grinstein, 1968; Tomio et a1,
1970).

La decarboxiiasa es una enzima termosensibie (Romeoy
Levin, 1971; Tomioet al, 1970) y presenta caracteristicas su]
fhidriiicas. E1 glutatión GSHy e] B-mercaptoetano] 1a activan
aunque 1a cisteina (CiSH) en iguaies condiciones la inhibe (To
mio et a1, 1970). Lógicamente, los metaies pesados, 1a iodoace
tamida , e] PCMBy e] DTNBproducen inhibición de su actividad
(Hoare y Heath, 1958 a; Romeoy Levin, 1971). Los cationes uni
vaientes también originan e] mismo efecto sobre 1a enzima pro
veniente de eritrocitos humanosy de aves (Batlle, 1973; Conford,
1964).

En cuanto a1 mecanismo de 1a decarboxiiación de] resto a
cetato a metilo, aún se desconoce, aunque existen ciertos avan
ces en este sentido (Smith y Francis, 1981). Sin embargo, se
ha Iogrado estabiecer cuá] es 1a ruta fisioiógica de decarboxi
1ación de] urogen III a coprogen III (Jackson et a1,1976). Por
sucesivas decarboxiiaciones de ias cuatro cadenas acetato exis
ten teóricamente 24 posibïes secuencias a través de 14 interme
diarios (4 porfirinas heptacarboxilicas, 6 hexacarboxilicas y
4 pentacarboxiiicas). Mediante la sintesis quimica de estos 14
derivados, su decarboxilación enzimática ¿n uitno y e] anáii
sis de Ios productos formados, Jackson et a1 (1976) confirmaron
que 1a decarboxiiación era unproceso secuencia] en e] cua] e]
sustrato ubicado en e] sitio activo de 1a enzima se desplaza
ria sobre 1a superficie de 1a misma, siguiendo e] sentido de
ias agujas de] rejoj, iniciándose 1a reacción en e] anillo Dy



continuando luego con los anillos A, B y C, (Figura 8.l.).

En contraste con esta ruta ordenada para la serie isomg
rica III, la decarboxilasa actúa sobre el urogen I transforman
dolo en coprogen I por cualquiera de las dos rutas posibles,
ocurriendo el proceso por un camino no especifico (Eigura 8.2.)
(Jackson et al, l977).

VIII.2. Porfirias hepáticas

VIII.2.l. Porfiria cutánea tardía (PCT)

Se ha observado que en orina de pacientes con PCT se en
cuentran cantidades elevadas de porfirinas,especialmente uro y
firiaporfirina.

En base a observaciones de la acumulación en higado y
de la excreción aumentada de las p0rfirinas hepta y octacarboxi
licas y en menor grado, las de 6 y 5 carboxilos, Doss et al
(l97l) postularon una deficiencia a nivel de la urogen decarbo
xilasa (Figura 8.3 ).

Esta hipótesis fue confirmada por Kushner et al (l976)
quienes hallaron una actividad reducida de la enzima en un 50%
en higado y eritrocitos de pacientes con PCT.

Otros autores no pudieron corroborar los resultados de
Kushner en eritrocitos (Blekkenhorst et al, l976). Sin embargo,
el grupo de Verneuil (l978) encontró actividades reducidas un
50%o normales, al estudiar 3 generaciones de varias familias.
Aparentemente esto sugeriria que pueden existir dos formas de
PCT, una con una deficiencia enzimática determinada genéticamen
te y otra adquirida, que presenta una actividad de urogendecar
boxilasa normal en eritrocitos.

Llevandoa cabo estudios comparativos de la biosintesis
de porfirinas ¿n thno a partir de ALAy PBG, en distintos
individuos normales, pacientes con PCTy otros tipos de porfiri
se han obtenido datos adicionales acerca de la naturaleza here
ditaria o no de esta porfiria (Batlle et al, l979; Magninet al
l982). Los resultados observados han sugerido que estudios de
esta naturaleza permiten obtener datos adicionales para config
mar el diagnóstico (Parera et al, l980).
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La deficiencia enzimática primaria a nivei de 1a decar
boxiiasa en PCTiieva a un aumento secundario de 1a actividad
de 1a enzima limitante (ALA-S) por de-represión, con 10 cua]
se produce un patrón anorma] de porfirinas durante 1a biosintg
sis de] hemo.

Por otro iado, 1a intoxicación«crónica con policiorados
como por ejemplo e] hexaciorobenceno, provoca en humanos y
en animaies (modeio-experimentai) un tipo de porfiria con sintg
matoiogia clinica y bioquímica simiiar a 1a observada en 1a PCT.

Existe actuaimente abundante información acerca de 1a
PCT asi como también de su modeio experimenta], en reiación
con 1a actividad y ias propiedades de 1a decarboxiiasa, siendo
los trabajos de Eider (1976) y Strik y Koeman (1970) los más
compietos.
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IX. COPROPORFIRINOGENASA

IX.l. Propiedades y Mecanismo

La coproporfirinogenasa (CPG-asa) (Batlle et al, 1965)
o coprogenasa o coproporfirinógeno-oxidasa cataliza la conver
sión del coproporfirinógeno III en protoporfirinógeno IX (Eig_
ra 3 l.). Esta reacción involucra la decarboxilación oxidativa
de los dos restos propionato ubicados en los anillos A y B del
coprogen III, a dos restos vinilo, con eliminación de dos molg
culas de C02 y dos de hidrógeno.

La coprogenasa es una enzima altamente especifica para
el coprogen III, por lo cual sólo se encuentra la protoporfiri
na IX en la naturaleza. No utiliza el coprogen I ni el coprogen
II como sustratos, aunque ¿n uitno puede emplear el isómero IV,
producto de sintesis no encontrado en sistemas biológicos, dan
do origen asi a la protoporfirina XIII (Al-Hazimi et al, l976).

En todos los tejidos estudiados la CPG-asa es una enzima
mitocondrial (Batlle et al, 1965; Granick y Mauzerall, 1958;
Porra y Falk, l964; Rimington y Tooth, l961; Sano y Granick,
l96l) y en eucariotas, tiene un requerimiento absoluto por el
oxigeno molecular (Falk et al, l953), el cual actuaria comoa
ceptor de hidrógenos no pudiendo ser reemplazado por otros oxi
dantes. En ciertos organismos estrictamente anaeróbicos existe
necesariamente algún otro mecanismo que conduzca a la formación
del protogen IX (Mori y Sano, 1968). Tait (1969, 1972) propuso
que en Rp. ¿phaenoideá el aceptor de hidrógenos estaria consti
tuido por ATP, L-metionina y Mg++.

En base a la determinación de las estructuras de las por
firinas halladas en materiales biológicos y a la sintesis quïmi
ca de posibles intermediarios de esta reacción, se han postula
do varios mecanismos para explicar la acción de esta enzima.

Tomio y Grinstein (1968) detectaron por primera vez una
porfirina tricarboxïlica en glándula de Harder, por lo cual se
la denominóharderoporfirina, siendo confirmada Su estructura
por sintesis quimica por Kennedyet al (1970 a,b). Este inter
mediario constituye un derivado de la coproporfirina III, en
el cual el resto propiónico de la posición 2 del anillo A se en
cuentra sustituido por un vinilo (Kennedy et al, 1970 a, b).



La decarboxilación oxidativa de 105 restos propionato seria tam
bién un proceso en etapas y comenzaría por e] aniïio A. Games
et a1 (1976), confirmaron esta hipótesis empieando anáiogos sin
téticos. De esta manera, 1a CPG-asaactuaria siguiendo e] senti
do de 1as agujas de] reioj (Figura 9.1.).

Rimington y Tooth (1961) postuiaron que una acriiico
porfirina podria ser eiintermediario de esta reacción. Sin embag
go, se observó que e] trans 2-4-diacri1ico porfirinógeno no ac
tuaba como sustrato (Batiie y Rimington, 1966; Sano y Granick,
1961), aunque existia 1a posibiïidad de que e] verdadero inter
mediario fuera e] isómero CIS (Bat11e et a1, 1965).

French et a1 (1970) aisiaron de materiaies bioiógicos,
1a porfirina 5-411, cuya estructura correspondía a una porfiri
na tricarboxilica derivada de 1a coproporfirina III, con un sus
tituyente cis-acriiato en 1a posición 2 de] aniiio A, 10 cua]
estaria apoyando1a teoria anterior.

Batiie y Rimington (1966) propusieron que 1a primera eta
pa de esta reacción seria 1a oxidación dei resto propionato a
un a-hidroxipropionato (Figura 9.2.).

Sano (1966) sintetizó una mezcia de isómeros de este com
puesto, comprobando su incorporación en e] protogen por acción
de 1a CPG-asa proveniente de extractos mitocondriaies de higado
bovino.

Estudios efectuados por Zamanet a] (1972) empieando pre
cursores marcados indicaron que 1a porfirina 5-411 no seria un
intermediario norma] en esta etapa. Sin embargo, Jackson et a1
(1976) interpretaron estos reSuitados sugiriendo que dicha por
firina provendria de un camino anormal y que e] a-hidroxi
propioni] derivado podria eiiminar agua y decarboxiiarse paralg
1amente a vini10.

Sin embargo, no puede descartarse aún la posibiiidad de
que bajo contro] enzimático, ocurra ¿n uLvo 1a ruta pianteada
en 1a Figura 9.2.

Existen también otros trabajos sobre este tema, que tra
tan de ac1arar aigunos aspectos de] mecanismo estudiando 1a
estereoquimica de 1a reacción (Battersby et a], 1975; Zamany
Akhtar, 1976).

En recientes estudios (Jackson et a1, 1980) utiiizando
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hemolizados de eritrocitos de p0110 y mitocondrias de higado
de rata como fuentes de CPG-asa se sugirió que e] intermediario
anterior a] harderoporfirinógeno seria un porfirinógeno hidro
xipropiónico (Figura 9.3.).

IX 2. Porfirias adquiridas

IX.2.]. Intoxicación con piomo

La eievada excreción urinaria de ALAy coproporfirina III
constituye una de ias caracteristicas bioquímicas más importan
tes en ios pacientes intoxicados con pïomo. Esto estaria sugi
riendo una inhibición de ias enzimas ALA-D(item VII.2.1.) y
CPG-asa (Figura 6.2.), hailándose también afectadas e] ALA-Sy
1a ferroqueïatasa (Batlle et a1, 1981).

IX.3. Porfirias hepáticas

IX.3.]. Coproporfiria hereditaria (CPH)

Eider et a] (1976) y Grandchamp et a1 (1977) confirmaron
que 1a deficiencia enzimática primaria de esta porfiria se halia
ba a nive] de 1a enzima CPG-asa (Figura 9.4.).

Ambosgrupos de trabajo demostraron que 1a actividad de
esta proteina se encontraba reducida en un 50%en pacientes con
CPHc1inicamente manifiesta y en portadores de] defecto genético,
con respecto a controïes normales.

La presencia de esta deficiencia enzimática expiica clara
mente 1a acumu1ación y excreción aumentada de coproporfirina III,
1a Iimitación en 1a concentración de hemoy 1a activación secug
daria dei ALA-Spor de-represión.

IX.4. Porfirias eritropoxeticas

IX.4.]. Coproporfiria eritropoyética congénita

Esta porfiria se caracteriza por trastornos de fotosensi
bilización con un aumento de 1a coproporfirina IIL en gióbuios
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rojos.

En pacientes con este trastorno se ha observado un in
cremento de hasta 100 veces sobre los niveles normales de coprg
porfirina III, debido a una deficiencia en 1a CPG-asa.
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X. PROTOPORFIRINOGENO-OXIDASA. FERROQUELATASA

X.l. Protogen-oxidasa

X.l.l. Propiedades y mecanismo

La protoporfirinógeno-oxidasa o protogen-oxidasa catali
za la deshidrogenación del protoporfirinógeno IX a protoporfiri
na IX con pérdida de 6 átomos de hidrógeno.

Labbe et al (l967) informaron acerca de la presencia de
un pigmento en S. cenev¿ó¿ae, cuyo espectro de absorción y reag
ciones químicas correspondían a una tetrahidroporfirina. Se pro
puso entonces que ésta podia provenir de la reducción de la pro
toporfirina IX o de la autooxidación del protogen IX.

Poulson y Polglase (l973) postularon que dicho pigmento
denominado P-503, por presentar una banda tipica de absorción
en el espectro visible a 503 nm, constituía un posible interme
diario en la biosintesis de la protoporfirina IX. El pigmento
P-503 ha sido encontrado también en E4chen¿ch¿a coli (Olden y
Hempfling, 1973).

Kamitakahara et al (l973) identificaron al P-503 como una
prototetrahidroporfirina IX, mientras que Poulson y Polglase
(l975) extrajeron y purificaron la enzima de S.cenev¿4¿ae. El
agregado de altas concentraciones de glucosa en el medio de cul
tivo de esta levadura produce la acumulación de P-503 y de
Protogen IX, lo cual indicaria una inhibición o una deficiencia
a nivel de la protogen-oxidasa (Poulson, l976; Poulson y Polglase
se, 1974).

La protogen-oxidasa es una enzima mitocondñial, de natu
raleza sulfhidrilica que no utiliza al coprogen I ni al III, cg
mo tampoco al urogen I ó III como sustratos. Con respecto al me
canismo de acción de esta enzima, éste aún no está totalmente
dilucidado. Sin embargo, Jackson et al (l974) y Smith et al
(1976) demostrarOn que el proceso de oxidación llevado a cabo
por la protogen-oxidasa es estereoespecifico.
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X.1.2. Porfirias hepáticas

X.1.2.1. Porfiria variegata (PV)

La porfiria variegata presenta numerosas semejanzas con
1a PAI en su fase aguda, considerando ios sintomas neurológicos
y psíquicos, reiacionados con una eievada excreción de ALAy
PBG en orina (Becker y Kramer, 1977) y con 1a PCT.

En 1a PV, 1a coproporfirina y un complejo protoporfiri
na-dipéptido (porfirina X) (Rimington et a1, 1968), asi como
también 1a protoporfirina se excretan en cantidades significa
tivas en materia fecal.

Se ha demostrado que ei ALA-S se encuentra aumentada
(Moore et a1, 1980) en pacientes con PV, y en cuanto a 1a defi
ciencia enzimática primaria causante de esta porfiria, aigunos
autores habian postuiado un bioqueo a nive] de 1a ferroqueiata
sa (Becker et a], 1977; Viijoen et a1, 1979).

Becker et a1 (1977) atribuyeron 1a actividad reducida de
1a ferroqueiatasa en pacientes con PV a una mutación en e] gen
estructura] dominante io cua] daria origen a una ferroqueiatasa
inactiva.

En 1976, Smith et a1 propusieron que 1a faiia podria ubi
carse en 1a etapa de 1a oxidación a protoporfirina IX, teoria
que ha sido finaimente apoyada por evidencias experimentales de]
grupo de trabajo deNordmann(Deybach et a1, 1981).

X.2. Ferrogueiatasa

X.2.]. Propiedades

La ferroquelatasa (Rimington. 1958) o hemosintetasa o
proto-hemo-ferroiiasa es 1a enzima que cataiiza 1a inserción
de] hierro ferroso en el aniiio de la protoporfirina IX.

Es una enzima particuiada que se encuentra en ias mito
condrias de céiuias animaies, en ios cioropiastos de vegetaies
y en ios cromatóforos de ias bacterias fotosintéticas. McKay
et ai (1969) 1a ha11aron fuertemente asociada a 1a membrana in
terna de 1a mitocondria de higado de rata.
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Si bien todavia no se ha demostrado 1a participación de
cofactores enesta reacción, Labbe (1976) propuso que 1a ferro
queiatasa requeriría fosfato de piridoxa] para su actividad, aun
que se desconoce aün su mecanismo.

La ferroquelatasa es una enzima absoiutamente especifica
para e] hierro (Labbe y Hubbard, 1961; Yoneyamaet a], 1962),
pudiendo utiïizar comosustratos 1a protoporfirina IX, asi como
otras porfirinas (meso y deuteroporfirina) (Porra y Jones, 1963
b) pero no sus porfirinógenos o ias porfirinas parciaimente re
ducidas (Labbe et ai, 1968; Porra y Jones, 1963 a).

Se ha propuesto entonces que 1a enzima poseeria dos si
tios activos: uno para e] meta] y e] otro para 1a porfirina
(Nishida y Labbe, 1959).

La ferroqueiatasa es una 1ipoproteina (Mazanowskaet a1,
1969) ya que se ha encontrado que e] agregado de ios solventes
orgánicos aumenta su actividad (Mazanowskaet a], 1966), posi
biemente faciiitando e] acceso de] sustrato a1 sitio activo. Ta
keshita et a1 (1970) postularon que un fosfoïipido cargado par
ticiparia en 1a activación de 1a enzima. Es una enzima sulfhi
driiica; e] glutatión reducido estimuia su actividad mientras
que ciertos cationes divaientes como e] manganeso y e] plomo 1a
inhiben significativamente. Este üïtimo efecto se observó tam
bién por acción de] oxigeno (Porra y Jones, 1963 a).

X.2.2. Porfirias eritropoyéticas

X.2.2.]. Protoporfiria eritropoyética (PPE)

En 1a PPE, 1a deficiencia enzimática se haiïa 10ca1izada
a nive] de 1a hemo sintetasa (Figura 10.1.) (Bonkowskyet a],
1975; Bottomiey et a], 1975). Es una porfiria hereditaria que
se transmite con carácter autosómico dominante. A pesar de di
cho defecto enzimático, se forman cantidades menores pero sufiÉ
cientes de hemo como para una.sintesis adecuada de hemogiobina, |f'D

xistiendo un aumento secundario de 1a actividad de] ALA-S
(Schwartz et a1, 1971). Sin embargo a partir de] estudio de pa
cientes con PPE se ha demostrado dicha deficiencia de ferroque
1atasa, pero se han encontrado vaiores normaies de ALA-S(Steïia
et a1, 1981).
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Becker et al (1977) atribuyeron una actividad reducida
de ferroquelatasa en pacientes con PPE, a una mutación genética
la cual originaba una enzima funcionalmente diferente.

En sujetos normales y en pacientes deficientes en hierro
o intoxicados con plomo, el exceso de protopOrfirina en glóbu
los rojos se une al Zn enzimáticamente (Piomelli et al, l975).
Aparentemente, en pacientes con PPE la presencia de una ferro
quelatasa modificada con una actividad disminuida produciría una
acumulación de protoporfirina (Kramer y Viljoen, 1980). Esta di
funde de los glóbulos rojos y da origen a los problemas dermatg
lógicos tipicos de una PPE.

X.2.3. Porfirias adguiridas

X.2.3.]. Intoxicación con plomo

Una de las manifestaciones bioquímicas tipicas de una in
toxicación con plomo es la aumentada excreción de ALAy copro
porfirina III en orina (item IX.2.l.). Se ha apreciado también
una estrecha relación entre las concentraciones de plomo y de
protoporfirina en sangre, de manera tal que se ha enfatizado a
cerca de la eficiencia de la medición de la protoporfirina en
eritrocitos comootro parámetro útil para detectar la intoxica
ción por plomo (Sassa et al, l975). En este caso, la protoporfi
rina se acumula dentro de los glóbulos rojos, a diferencia de lo
que sucede en la PPE. Debido a dicha retención dentro del eritrg
cito, los pacientes intoxicados con plomo no son fotosensibles
(Piomelli et al, 1975).

Goldberg (1968) sugirió que esta acumulación de protopor
firina en eritrocitos se deberia a una inhibición de la ferro
quelatasa (Figura 6.2.).

Moore et al (1975) encontraron disminuida la actividad
de esta enzima en higado y músculo cardiaco de ratas intoxica
das con plomo.

Comose puede observar, existen otras enzimas además del
ALA-D,afectadas por la presencia del plomo.
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XI. BIOSINTESIS DE CLOROFILA Y BACTERIOCLOROFILA

XI.1. Introducción

E1 primer indicio de 1a existencia de un camino biosintg
tico común en 1a formación de] hemo y de ias clorofilas surgió
a] aislarse una mutante dei aiga Chlonelta uuiganió incapaz de
sintetizar cïorofiia, que acumulabacantidades significativas
de protoporfirina IX (Granick, 1948 a).

Granick (1951) observó que cioropiastos y mitocondrias
de vegetaies contenían hierro-porfirinas y derivados de 1as mis
mas, como por ejempio citocromos, mientras que ias magnesio-por
firinas se 10ca1izaban únicamente en ios piástidos; se sugirió
entonces que en estas organeias se haiiarían 1a mayor parte de
ias enzimas involucradas en 1a biosíntesis de ciorofiias.

Dubash y Rege (1967) comprobaron la existencia de un
bioqueo en 1a síntesis de estos pigmentos, en Eugflena crecida
en oscuridad. En estas condiciones aisiaron un intermediario:
protoporfirina IX dimeti] éster, postuiando entonces que 1a
protoporfirina IX en Eugiena se encontraría en e] camino biosin
tético de ias clorofilas, siendo posibiemente su dimeti] éster
un derivado más estabie.

Tanto en mutantes de Chionezia como en hojas de mutantes
de cebada, ambas carentes de ciorofila, se ha11aron también, a
demás de protoporfirina IX, Mg-protoporfirina IX y Mg-protopor
firina IX monometii éster (Gough, 1972; Granick, 1948 b, 1961).

E1 haiiazgo de 1a Mg-protoporfirina IX confirmaba 1a Su
posición de que 1a protoporfirina IX era un precursor de 1a cïg
rofiia, sugiriéndose además que constituía e] paso posterior a
1a formación de dicho compuesto.

Jones (1968 a) resumió ias evidencias que aseguraban que
1a protoporfirina IX era un intermediario en 1a biosíntesis de
clorofila:

a) Los precursores marcados de 1a protoporfirina IX (succinato,
acetato, giicina y ALA)se incorporaban en 1a molécuia de
ciorofiia (Roberts y Perkins, 1962).



Manetas y Akoyunogiu (1975) demostraron que ocho moiécuias
de ALAproducían una de protociorofiiida. Rebeiz y Castelfran
co (1973) observaron que ei ALAexógeno estimuiaba 1a forma
ción de coprogen, proto IX y Mg-protoporfirina IX en brotes
etioiados. Además, a1 incubar ALAy cofactores en presencia
de etiopiastos y cioropiastos en desarroiio de pepino, se de
mostró 1a sintesis de uroporfirina, coproporfirina, protopor
firina IX y protociorofiiida, acumuiándoseesta üitima (Re
beiz et a1, 1975).

b) En cloropiastos purificados se encuentran todas ias enzimas in
voïucradas en 1a conversión de ALAen protoporfirina (Careii y
Kahn, 1964). Dado que 1a actividad de 1a ferroqueiatasa en cio
ropiastos es elevada (Jones, 1968 b) no se descarta 1a posibl
lidad de que estas enzimas sean utiiizadas en 1a sintesis de]
hemo. Porra e Irving (1970) no pudieron detectar actividad de
ALA-Sen propiástidos y cioropiastos vegetaies. Estos autores
tampoco pudieron medirïa en mitocondrias depiantas pero en am
bos casos se observó sintesis de hemoy ciorofiias a partir
de ALA. Sin embargo, en 1971 Nider de Xifra et a1 pudieron mg
dir actividad de ALA-Sen extractos de caiios de soya.

IX.2. Intermediarios en 1a conversión de protopgrfirina IX a c10
rofiia y bacteriociorofiia

La secuencia metabóiica diagramada en 1a Figura 11.1. co
rresponde a Ios pasos que involucran 1a biosintesis de Bei
a partir de protoporfirina IX.

IX.2.]. Mg-protoporfirina

Jones (1968 a) y Neuberger y Tait (1964) no iograron de
. . ++ ..

tectar 1a en21ma que incorpora Mg en protoporfirina; actualmen
te existe sóio una demostración experimenta] de 1a sintesis ¿n
v¿tno de Mg-protoporfirina, según 1a reacción:

protoporfirina IX + Mg+++ Mg-proto IX (reacción 1)

Gorchein (1972, 1973) ha haiiado ias condiciones para medir
1a actividad de 1a Mg-queiatasa en Rp. ¿phaeno¿deó, estudiando al
gunas propiedades de 1a misma.

En vegetaies superiores se encontró una queiatasa 10ca1i
. . . ++zada en ios piástidos que era incapaz de incorporar Mg en por

firinas, debido a 10 cua] se 1a asoció con 1a sintesis de hemo
(Porra y Lasceiies, 1968). Jones (1976) detectó también una me



(Jones, 1966; H0ussier y Sauer, 1969).

Granick (1948 a) sugirió que 1a formación de] aniiio ci
ciopentanona ocurriría mediante una B-oxidación del propionato
de metiio de 1a posición 6. Esta hipótesis fue apoyada por ias
investigaciones de Elisworth y Aronoff (1968), quienes emplean
do mutantes de Chionekia vulgantó encontraron ios intermediarios
normaies de 1a B-oxidación: tetrapirroies con residuos acriiato
de meti]o¿ hidroxi-propionato y ceto-propionato en posición 6
(Figura 11.2.).

Jones (1976) propuso 1a siguiente secuencia para 1a sin
tesis de protociorofiiida:

Mg-protoporfirina monometiïéster —EÁEJÉEJÉUL?Mg:2,4-divinii
feoporfirina a5 (vinii protoclorofiiida) —LÉÉEEQHÏL?protoc10—
rofiïida

(reacción 4)

Eiisworth y Aronoff (1968) propusieron una secuencia me
tabóïica con distintas vias aïternativas ias cuaies conducenen
forma paraieïa a 1a sintesis de protociorofiïida y de vini] prg
toclorofiiida (Figura 11.2.). Estos diferentes caminos plantea
dos se deben a] hecho de que, a] menos en mutantes de Chionetia,
1a reducción de] viniio parece ser no especifica ocurriendo 1a
misma en aiguna de ias etapas de 1a B-oxidación, ya que se en
contraron intermediarios que tenian e] propionato de 1a posi
ción 6 modificado y presentaban en ciertos casos un grupo etiio
en 1a posición 4.

XI.2.4. Clorofilida

La conversión de protocïorofiiida en ciorofilida invoiu
cra 1a reducción de] aniïio D mediante 1a adición de 2 H en trans
en 1as posiciones 7 y 8, proceso fotodependiente.

La protocïorofiiida de hojas etioïadas puede presentarse
en más de una forma: e] mayor porcentaje de 1a misma posee un
máximo de absorción a 650 nm (P 650), existiendo otra con absor
ción a 636 nm (P 636) y una tercera a 628 nm (P 628) 1a cua] fue
halïada en numerosas oportunidades en tejidos envejecidos. De
manera semejante a 10 que sucede con las ciorofiias, 1a extrac
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secuencia propuesta inicialmente por Granick (l948 a):

proto IX + Mg-proto IX + Mg-proto-monometil-éster

(reacción 3)

Gibson et al (l96l) observaron que bajas concentraciones
de etionina inhibian la sintesis de bacterioclorofila en Rp.
¿phaenoidca, estimulando la acumulación de coproporfirina. Estos
autores postularon que este compuestointerferiria en la sinte
sis o utilización de la metionina, sugiriendo que esta última
seria la dadora de los grupos metilos. El empleo de metionina
marcada con 1L‘Cen el metilo permitió confirmar dicha suposición.
La acumulación de coproporfirina en ausencia de este aminoácido
se deberia a que éste constituye un requerimiento esencial para
la acción de la CPG-asa anaeróbica (Tait, l969).

La metiltransferasa es una enzima firmemente unida a la
fracción de los cromatóforos (Gibson et al. 1963) o de los clo
roplastos (Rebeiz y Castelfranco, 1973). Esta enzima ha sido de
tectada también en Chlonob¿umthtoautphaIOphLKum (Jones, l968 a),
en cloroplastos y proplástidos de Eugiena gnacLl¿¿ (Ebbon y
Tait, l969) y en cloroplastos de maiz (Radmer y Bogorad, l967).

XI.2.3. Mg-vinil feoporfirina a5 (protoclorofilida a)

La conversión de Mg-protoporfirina monometil éster en

Mg-vinil feoporfirina a5 involucra los siguientes procesos:
a) reducción del vinilo ubicado en la posición 4 del núcleo te

trapirrólico;
b) oxidación de la cadena lateral del carbono 6 (CHg-CHz-CÜOCH3

a CO-CHz-COOCH3);

c) ciclación de la cadena lateral nombrada en b) originando el
anillo ciclopentanona.

Jones (1963 a,b) observó que la biosintesis de bacterio
clorofila se inhibia al tratar a Rp. ¿phaenoidea con 8-hidroxi
quinolina acumulándose el pigmento 2,4 divinil feoporfirina a
monometiléster (vinil protoclorofilida) (F gura ll.l.). Este
intermediario fue encontrado también en plantas verdes, demos

5

trándose asi su participación en la biosintesis de clorofila



taiqueiatasa en extractos de cebada, 1a cua] cataïiza 1a inser
._ ++ ++

Cion de] Zn pero no la de] Mg .

La incorporación de] Mg++a 1a porfirina parece ser una
reacción asociada a membranas; es probabie que 1a protoporfiri
na IX se encuentre compïejada con aigün carrier proteico o 1i
poproteico, e] cua] faciïitaria e] acceso de dicho sustrato a1
sitio activo de 1a enzima. E1 Mg++también se ha11aria asocia
do a Iipidos (Mg++-1ipido), ios que actuarian cediendo e] meta]
para su unión con 1as porfirinas (Rebeiz y Casteïfranco, 1973).

Gorchein (1972, 1973) observó que céiulas enteras de
Rp. ¿phaeno¿de¿ incorporaban Mg++en protoporfirina IX exógena
pero e] producto resuïtante era 1a Mg-proto IX monometi] éster
y no 1a Mg-proto IX. Por ta] causa se postuió que en bacterias
esta inserción estaria obïigadamente acopïada a 1a metilación de
1a Mg-protoporfirina, siendo 1a reacción tota] cataiizada por
un compïejo enzimático.

Sin embargo, en vegetales superiores y en aigas, ias mu
tantes de cebada y de Chioncflla acumulaban Mg-protoporfirina.

XI.2.2. Mg-protqporfirina monometi] éster

La enzima S-adenosil-L-metionina-Mg-protoporfirina meti]
transferasa catalíza 1a esterificación de] ácido propiónico en
1a posición 6 según:

Mg-protoporfirina + S-adenosilmetionina + Mg-protoporfirina mo
nometi] éster + S-adenosi] homocisteina

(reacción 2)

Tait y Gibson (1961) observaron que cromatóforos de Rp.
¿phacnoidea incubados con Mg-protoporfirina y S-adenosiïmetioni
na formaban un compuesto identificado como e] éster monometiii
co de 1a Mg-protoporfirina. Este ha11azgo, sumado a 105 hechos
de que 1a Mg-protoporfirina es un sustrato más activo que 1a
protoporfirina misma frente a 1a metiïación y a1 aisiamiento de]
intermediario Mg-protoporfirina en p1antas superiores, permite
descartar 1a a1ternativa de una esterificación primera con pos
terior que1ación (Rebeiz y Casteïfranco, 1973), ava1ando asi 1a
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ción con solventes orgánicos sólo da origen a una forma, cuyo
máximo de absorción se encuentra a 623 nm.

P 650 y P 636 pueden transformarse en P 628 por aplica
ción de distintos tratamientos: calor, ácidos, congelamiento
y descongelamiento, acción de distintos reactivos, etc (Gassman,
1973; Henningsen, 1970).

Mediante estudios de iluminaciónse observó que las formas
P 650 y P 636 son fototransformables mientras que la P 628 no
lo es (Kahn et al, 1970).

Kahn y Nielsen (1974) postularon la existencia de un e
quilibrio dinámico entre las formas P 650 y P 636.

Aparentemente estas diversas formas espectroscópicas ha
lladas ¿n v¿vo para la protoclorofilida se deberian a la existen
cia de un complejo con proteinas especificas (protoclorofilida
holocromo) o a una agregación de las moléculas de protoclorofi
lida.

El tratamiento de hojas etioladas con ALAen oscuridad
produjo una acumulación significativa de protoclorofilida (Gra
nick, l959, 1961) la cual absorbe a 636 nm pero no es fototrans
formable al exponer las hojas a iluminación constante (Griffiths,
1975). Se postuló entonces que esta inactividad se deberia a
la existencia de poca proteina catalitica y por ende se formaría
una cantidad escasa del complejo protoclorofilida-holocromo.

El primer producto de la fototransformación de protoclo
rofilida -holocromo en clorofilida corresponde a una forma con
un máximo de absorción a 678 nm. Esta se convierte rápidamente
en oscuridad en otra forma cuyo máximode absorción seencuentra
a 683 nm (Gassman et al, 1968; Schopfer y Siegelman, 1968).

Asi, la presencia de ALAproduce la sintesis de P 636,
el cual en presencia de una proteina especifica y de un reduc
tor (posiblemente NADPH)(Griffiths. 1974) se transforma en
P 650. La clorofilida 678 también está unida a una proteina es
pecifica y su separación de la misma provoca el desplazamiento
eSpectroscópico a 683 nm (Granick y Gassman, 1970).

Mathis y Sauer (l972) y Schultz y Sauer (1972) efectuaron
estudios de dicroismo circular observando la existencia de una
interacción pigmento-pigmento y postulando que algunas de las
formas antes mencionadas serian producidas por dimeros de protg



ciorofiiida.

Griffiths (1974) demostró que para que e] P 636 sea fo
totransformado es necesaria 1a presencia de un medio reductor
siendo e] NADPHe] más efectivo. Este iimita 1a conversión de]
P 636 en ciorofiiida e interviene directa o indirectamente, en
1a reducción de] aniiio D de 1a protociorofiiida.

XI.2.5. Ciorofiia a

La transformación de 1a ciorofiiida a en ciorofiia a im
piica 1a esterificación de] grupo propiónico de] C 7 con fito].

Hasta e] momento no ha sido posible aisiar 1a enzima res
ponsable de 1a fitiiación, aunque se supone que estaria posibig
mente unida a membrana. Sin embargo,existen varias referencias
acerca de una enzima soiubie denominada ciorofilasa . La ciorg
fiiasa cataiiza 1a hidrólisis dei grupo propionii éster de ia
ciorofiia a. Esta enzima actúa también sobre ias otras ciorofi
ias y feofitinas con e] aniiïo D reducido y sobre ia BcZ a y
las "ciorobium" ciorofiias.

La actividad de 1a ciorofiiasa aumenta en los tejidos du
rante las etapas de verdeo (Hoiden, 1961; Sudyina, 1963), io cua]
estaria indicando que también Cumpliria aiguna función durante
1a sintesis de 1a ciorofiia. Neiiburn (1970) y Eiisworth (1972
a, b) demostraron que 1a ciorofiiasa es más activa en reacciones
de transesterificación, cataiizando 1a fitiiación de metiiciorg
fiiida a.

Katz et a1 (1972) encontraron en bacterias fotosintéticas
una forma de Bai a esterificada con trans-geranii-geranio]. Por
esta causa se supuso que 1a última etapa en 1a sintesis de 1a
ciorofila ocurriria sóiamente 1uego de 1a formación de un pre
cursor por esterificación de 1a ciorofiiida a. De esta forma
1a fitiiación seria una reacción de transesterificación. Asi,
Chiba et a1 (1967) obtuvieron una clorofiiasa muy activa 1a
cua] formaba ciorofila a a1 incubarse con metiiciorofiiidaa y.
fito]. Se observó que esta enzima no cataiizaba 1a fitiiación
de 1a ciorofiiida a iibre.

Hines y Eiisworth (1969) encontraron pequeñas cantidades
de metiiciorofiiida a, en extractos de trigo y hojas de pasiona



ria. Estos resultados sumados a los de Chiba et al (l967) permi
tieron sugerir que el último paso seria:

metilo fitol
clorofilida a > metilclorofilida a —-——::—+clorofila a

metilo

XI.2.6. Bacterioclorofila a

La Bel a se sintetiza a partir dela clorofilida a, inter
mediario aislado de cultivos de Rp. aphaeno¿dea (Jones. l963 a).
Jones (1964) y Lascelles (l966) aislaron de esta bacteria el
compuesto2-devinil-2-hidroxietil-clorofilida a pero sin Mg, s!
giriendo entonces que el grupo acetilo de la Boi a puede f0rmar
se por hidratación e hidrogenación del grupo vinilo de la clo
rofilida a. En algunas mutantes de Rp. aphaenoidea se acumula
otro pigmento la bacterioclorofilida a (Lascelles y Altschuler,
l967).

De acuerdo con estos resultados se postuló la siguiente
secuencia para la biosintesis de Boia:

Clorofilida a +2-devinil-2-hidroxietil-clorofilida a + bacterio
clorofilida a + Bei a
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XII. BIOSINTESIS DE VITAMINA B12

XII.l. Introducción

El descubrimiento de que las corrinas (Bray y Shemin,
l958) se forman en la naturaleza a partir de ALA(Figura 12.l.
Ll)) o de PBG(Figura l2 l., (2)), se realizó hace más de 20
años, mencionándoselo en el Segundo Simposio sobre Vitamina B
(l961).

12

Los estudios más importantes fueron los efectuados por
el grupo de Bernhauer (l968) quienes mostraron que la vitamina
B

ácido cobirinico (Figura 12.1., (3 a) ).
12 (Figura 12.1., (3 c) ) se sintetizaba ¿n vLuo a partir del

Shemin et al (1956) y Schwartz et al (1959) demostraron
que tanto el ALAcomo el PBGeran precursores en la biosintesis
del ácido cobirinico, mientras que la S-adenosilmetionina (SAM)
seria la responsable de los siete grupos metilos presentes en
la vitamina 812.

Todos estos hallazgos provienen de la utilización de
precursores marcados con (13€) y de la determinación de los pro
ductos formados mediante resonancia magnética nuclear (13C-RMN).
Numerosos grupos han contribuido a los mismos, siendo los más
importantes los de Arigoni, Battersby, Scott y Shemin (Battersby,
1979; Battersby y Mc Donald, l975; Battersby et al, 1973, 1974,
1975, l977 a,b; Brownet al, 1973; Infield et al, 1976; Scott
et al, l972 a, 1974 b, l975, 1978).

Dado que el ALAy el PBG se incorporaban en el ácido co
birinico, quedaba por dilucidar a que'nivel divergia la sintesis
de vitamina 812 de la del hemo.

Existia la posibilidad de que el anillo de la corrina se
formara directamente a partir del PBG, suposición que fue corro
borada por el hecho de que no se logró 1'nCOr'DOlr‘aY‘UrogenIII mar

cado en vitamina 812 (Franck et al, 1972; Müller y Dieterle,
l97l). Sin embargo, existen microorganismos anaerobios como
Cto¿1n¿d¿um tetanomonphum y Ciaotnidium penáningcns, capaces de
sintetizar corrinas pero no hemo, que producen uroporfirina III
a partir de ALAy fumarato (Burnham y Plane, 1966; Porra, l965).

Estos hechos sugieren que el urogen III es el intermedia
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rio verdadero entre e] PBGy ias corrinas, siendo inefectivo
e] Urogen I (Figura 12.1. ,4L5) ) en esta transformación.

De 1a simple observación de las estructuras de] Urogen
III (figura 12.]. (4) ) y de] ácido cobirinico (Figura 12.1.
¿g_¿¿) surge e] hecho de que se necesitan numerosos pasos para
1a conversión de] primero en el segundo:

a) Introducción de siete grupos metiios provenientes de 1a
S-adenosi] metionina en Ios carbonos 1, 2, 5, 7, 12, 15 y
17;

b) decarboxilación de 1a cadena laterai de] ácido acético de]
carbono 12;

c) pérdida de] carbono meso 20 de] esqueïeto de] urogen III;

d) cambios rédox de] macrociclo;

e) inserción de] cobalto.

Battersby y Mc Dona1d (1978) argumentaron que e] primer
paso de esta conversión seria 1a metiïación o 1a decarboxiïación
de] carbono 12. Sin embargo, en experiencias posteriores estos
autores descartaron 1a segunda posibilidad (Battersby et a],
1977 b).

XII.2. Origen de los grupos metiios de 1a vit 812

De Ios ocho grupos metiïos ubicados en 1a periferia de

1a estructura de 1a vit 812 (Figura 12.1., (3 c)), Bray y Shemin
(1963)vy Shemin y Bray (1964) sugirieron que los carbonos 1 y
12 provendrian de 105 C-5 y C-2 de] ALArespectivamente. Asi, e]
C-12 se formaría por decarboxi1ación de] acetato correspondien
te a1 Urogen III y e] C-1 derivaria de 1a reducción de] puente
meti1eno de] Urogen III o seria e] resuitado de una ciclización
directa de un tetrapirro] iineal (Mathewsony Corwin, 196]).
Los seis grupos metiios restantes se originarian a partir de 1a
S-adenosii metionina. Estas conclusiones se obtuvieron por oxi
dación de corrinas marcadas y sintetizadas a partir de (5-1“C)ALA,
(2,3-1“C)ALA y (1“CH3)metionina.

Cuando e] probiema se reexaminó empieándose sustratos mar
cados con 13C y estudiándose 1as señaïes de] RMN,se comprobó
que ocho moïécuïas de (2-13C)ALA(Figura 12.1., (1)) se incorpg



raban en 1a estructura de 1a vit 812 sintetizada por Pnopioanag
tenium Ahenmanii (Scott et al, 1972 a,b, 1974), correspondiendo
ias resonancias a siete grupos metiienos CHZCONHZy a uno de
los ggg-dimeti] de] C-12 (Figura 12.1.). E1 empieo de (5-13C)ALA
(Figura 12.1. (1)) produjo resuitados sorprendentes ya que apa
recieron 5610 siete señaies, perdiéndose durante e] proceso un
grupo aminometiio (Scott et a], 1974) (figura 12.1.).

Los estudios efectuados utiiizando (13CH3)-metionina re
veiaron siete señaies las cua1es correspondían a iossiete grupos
metiios no detectados aún (Figura 12.1¿7LC*)). Estos resulta
dos fueron confirmados por Battersby et a1 (1973) quienes emplea
ron e] cobester (Figura 12.1., (3 e)) para simpiificar e] anáii
sis posterior.

A pesar de haberse demostrado que uno de 10s grupos meti
ios dei C-12 proviene de 1a metionina y e] otro de] C-2 de]
ALA,hasta 1973 no se habia estabiecido 1a estereoespecificidad
de este proceso. Scott et a1 (1973) determinaron que 1a configu
ración absoiuta de] C-12 es R.

Estudios reaiizados por Battersby et a1 (1974) indicaron
que 1a S-adenosiimetionina transferia los grupos metiios en
forma intacta.

XII.3. Sirohidrociorina

Una vez definido e] Urogen III como precursor en 1a bio
sintesis de ias corrinas (Figura 12.2.),comenzó ia búsqueda de
los intermediarios parciaimente metiiados invoïucrados en 1a

formación de 1a vit 812. Murphy et a] (1973) y Siege] et a1
(1973) consideraron que 1a sirohidrociorina, grupo prostático
iibre de hierro de 1a enzima sirohemo, podria constituir un po
sib1e intermediario.

Murphyy Siege] (1973) propusieron que 1a sirohidroclori
na seria un derivado dimetiiado de] Urogen III. E1 espectro UV
de 1a sirohidrociorina sugirió 1a presencia de un compuesto de]
tipo isobacteriociorina con dos aniiïos reducidos adyacentes.
Dado que 1a sirohidrocïorina se incorpora en forma intacta en
e] ácido cobirinico, las estructuras 6-9 (Figura 12.3.) represen
tarian ias posibies a1ternativas.



FIGURA12.2.: Urogen III, precursor de 1a síntesis de
1as corrinas
R1: NH; R : aminoisopropano]-fosfato-ri
bosa-S,6-d1metibenzimidazol+Co+-CN
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FIGURA12.3.: Posibïes estructuras de 1a sírohidro
cïorina (6-9)



En 1977, Deeg et al aislaron un metabolito: Factor II,
el cual se convierte en ácido cobirinico en presencia de un sis
tema de células libres de P. ¿henman¿¿. La comparación de las
propiedades fisicas del Factor II y de la sirohidroclorina per
mitieron determinar que constituían el mismo compuesto.

De acuerdo con los datos espectroscópicos y de bioincor
poración obtenidos por Scott (1979), las estructuras 7 y 8 son
las más probables (Figura l2.3.). Sin embargo, dado que es im
probable que la metilación del anillo C ocurra antes que la de
carboxilación del grupo acetato durante la biosintesis de la

vit 812,
este intermediario se confirmó por una serie de experiencias

la estructura 8 es la más probable. La dilucidación de

biosintéticas en las cuales la marcación con 13€ fue de valor
diagnóstico para arribar a una ünica solución. Finalmente, la
incubación con (5-13C) ALApermitió demostrar que la sirohidro
clorina poseia la estructura 8 (F gura 12.4.) (Scott, 1979).

Scott et al (l978) postularon un mecanismo para este pro
ceso, basándose en hechos experimentales (Scott etal, 1974 a).
Este esquema considera también los metabolitos aislados por
Deeg et al (l977) y Bergmann et al (l977): Factor I y Factor III,
estando este último relacionado con una bislactona corrifirina-3
(Battersby y Mc Donald, l978).

La Figura 12.5. muestra la incorporación de la sirohidrg
clorina (Factor II) y de los Factores I y II, todos al estado
reducido.

Estudios recientes basados en evidencias espectroscópicas
y bioquímicas permitieron determinar la estructura del Factor
III, el cual seria una 20-metilsirohidroclorina, y no una
5-metilisobacterioclorina comofue postulado por Battersby y
Mc Donald (l978).

La transformación del Factor III reducido en el núcleo
de la corrina se halla descripta en la Figura 12.6.. Este esque
ma responde sólamente a algunas hipótesis de trabajo, segün las
cuales existe una decarboxilación del anillo C, una metilación
por intermedio del SAMy una apertura del anillo con pérdida del
C-20, ya sea en forma directa para formar dehidrocorrina (Scott,
1975, 1976) o por metilación del C-l dando origen a la 1,19 di
metil seco-corrina y posteriormente a la l,l9 trans metil-dehi 
drocorrina. La última parte de la secuencia se encuentra en la
Figura l2.7. donde se muestra la sustitución del metilo del
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C-19 orientado en B en el aniïïo D. a1 C-17. originándose así
e] ácido cobirïnico, e] cua] por inserción de] Co3+ forma 1a

Vitamina 812.
Sobre 1a formación de 1as cobinamidas (incorporación de

grupos amino, isopropanolamina y 5'-deoxiadenosi] a] ácido
cobirinico) (Figura 12.1, (3Qlifjjg)) y de 1as cobamidas (in
corporación de 5,6-dimeti1benzimidazo] y otras bases) existen
numerosos trabajos (Friedman y Cagen, 1970; Pïaut et a], 1974).
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PARTE 4: REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE LOS TETRAPIRROLES

XIII. REGULACION DE LA SINTESIS DEL HEMO

XIII.l. Introducción

La naturaleza esencialmente dinámica de los seres vivos,
asi comode sus células constituyentes, determina la existencia
de mecanismos que aseguran un perfecto equilibrio entre los mi
les de reacciones metabólicas que tienen lugar en los organismos
vivientes. Este control que se lleva a cabo a diferentes niveles y
de varias formas, es en realidad sumamente complejo y su coordi
nación depende del eficiente funcionamiento de una extraordina
ria maquinaria regulatoria.

La biosintesis de porfirinas, atributo de todas las célu
las, responde a esta regla general; además constituye un caso
notable por el alto grado de eficiencia con el cual se lleva a
cabo esta sintesis, a juzgar por las cantidades relativas de por
firinas y sus precursores que se forman y excretan por dia. Asi,
en condiciones normales, de la producción diaria de 460 umoles
de hemoglobina en el hombre, apenas se eliminan 20-24 umoles
entre precursores y porfirinas; de este modola pérdida total
es menor que un 5%. Este singular rendimiento es consecuencia
de la existencia de una serie estrechamente ligada de contro
les; sin embargo, si estos mecanismos de control fallan o son
defectuosos, comoocurre en la porfirias, la sintesis o acumula
ción de intermediarios en la cadena del hemo puede alcanzar ni
veles mayores que los fisiológicamente funcionales, con serias
consecuencias para el organismo todo.

La elevada concentración de precursores y/o intermedia
rios que puede alcanzarse cuando fallan los mecanismos de regu
lación, demuestra la capacidad potencial de funcionamiento de
las enzimas del camino del hemo cuando actúan libremente, y en
fatiza además, la necesidad natural de la existencia de siste
mas de control,en favor de la economia y salud celular.
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XIII.2. Mecanismos de contro]

Se han postuiado diferentes mecanismosque contribuirian
a un fino contro] de 1a biosintesis de] hemo.

Entre ios müitiples controles de ios cuaies puede dispo
ner 1a céiuia para reguiar su contenido de tetrapirroles, se en
cuentran:

1
V

contro] por iocaiización intraceiuiar y tisuiar;
2

V
contro] por efecto de ios constituyentes de] medio ambiente
o de] medio ceiuiar (oxigeno, luz, estado de óxido-reducción);

3) contro] por su interconexión con otros caminos metabólicos;

b
V contro] genético a través de cambios en 1a actividad y cantl

dad de ia enzima iimitante.

XIII.2.]. Contro]por iocaiización intraceiuiargy tisuiar

Muybrevemente diremos que, observando ia iocaiización
intraceiuïar de ias enzimas de] camino de] hemo, ha Iiamado 1a
atención e] hecho de que determinadas etapas tienen 1ugar den
tro de 1a mitocondria, mientras que otras suceden en e] citopias
ma (Figura 14.1.). Asi, ios compuestos intermedios formados se
ven forzados a difundir de un compartimiento a otro , io cua]
podria constituir de por si un mecanismoreguiatorio (Granick,
1962; Sano y Granick, 1961);inc1uso se ha postulado 1a existen
cia depermeasasespecificas. Sin embargo, esta teoria no cuenta
con suficiente apoyo experimenta].

Por otro 1ado sabemos que ios niveies de hemo-proteinas
varian considerabiemente en ios distintos tejidos y existen e
videncias de que ias céiuias de cada tejido son capaces de sin
tetizar sus propias hemoproteinas de novo, de acuerdo además
con sus necesidades especificas; esto sugiere que 1a concentra
ción de ias enzimas de] hemo determina o regula 1a cantidad de
porfirinas formadas por un dado tejido u órgano.

XIII.2.2. Contro] por efecto de constituyentes ceiuiares o de]
medio ambiente

La tensión de oxigeno y estado de óxido-reducción de 1a

‘C
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célula también influyen diferencialmente en las distintas eta
pas de este camino metabólico, jugando entonces un posible rol
regulatorio. Asi, por ejemplo, la conversión del coproporfirinó
geno III a protoporfirinógeno IX es una reacción que depende
del oxigeno, mientras que la inserción de hierro en la protopor
firina IX para dar hemoestá favorecida en condiciones anaeróbl
cas.

En las bacterias fotosintéticas, por otra parte, las con
diciones de iluminación desempeñan igualmente un rol importante
en la regulación de la biosintesis de tetrapirroles; asi, una
muyelevada intensidad luminosa reprime normalmente su sintesis.

XIII.2.3. Control por interconexión con otros caminos metabóli
cos

Los mecanismos de regulación del hemo se encuentran muy
bien coordinados, por ejemplo, con los de formación de las prg
teinas especificas que constituyen las distintas hemoproteinas.
Otro hecho importante, es el estado estacionario de la concentra
ción de ALAmitocondrial, que a su vez está estrechamente vincu
lado con el ciclo de los ácidos tricarboxilicos, que regula el
nivel de succinil-CoA, sustrato necesario para la sintesis de
ALA.

El estado de óxido-reducción (Cohen-Bazire et al, l957),
los niveles de NADH(Labbe, l967) y de ATP celular (Gajdos y
Gajdos-Tórók, 1969), son otros factores que participan asimismo
en el control de este camino.

Recientemente, se ha demostrado que en Rp. Aphaenoideó
la actividad de la enzima ALA-Sestá controlada por las activi
dades relativas de dos enzimas,cistationasa y rodenasa, involu
cradas en el metabolismo de los compuestos Sulfurados y en la
formación y degradación de un trisulfuro, que actúa comoactiva
dor del ALA-Sen ciertas condiciones (Nider de Xifra et al, l976)
(Figura 14.2._).

Un mecanismo similar pareceria funcionar en callos de
soya (Vázquez et al, l980).

Viale et al (1980) propusieron que la actividad del
ALA-Sen Rp. paluatn¿4 estaria controlada por la presencia de
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un compuesto de bajo peso moiecuiar pero su mecanismo de acción
seria distinto a1 existente en Rp. 4phaeno¿dea.

Vemosasi que 1a extraordinaria eficiencia de 1a biosin
teis de ias porfirinas depende de un compiejo sistema de contrg
ies, indudabiemente interreiacionado con e] de varios otros ca
minos metabóiicos.

XIII.2.4. Controi genético a través de cambios en 1a actividad
y cantidad de ia enzima iimitante

Un paso fundamenta] hacia nuestro conocimiento de la re
guiación de 1a biosintesis de] hemo fue 1a demostración de que
1a sintesis de porfirinas está principiamente controiada por cam
bios en 1a actividad de] ALA-S, primer enzima especifica de esta
secuencia y además. 1a enzima limitante. Es importante tener prg
sente entonces que 1a cantidad sintetizada de hemo depende de
1a actividad de] ALA-S presente. De aiii que es e] ALA-S 1a
enzima que juega e] papei fundamenta] en 1a reguiación de esta
cadena metabóiica. En 1a mayoria de las céiuias estudiadas, ias
demás enzimas se encuentran en cantidades y con actividades no
limitantes.

Hay dos mecanismos generales por medio de los cuaies se
puede controiar 1a actividad de una enzima:

a) uno rápido que impiica cambios directos en ia actividad cata
iitica;

b) otro más 1ento, por cambios en 1a cantidad de 1a proteina.

XIII.2.4.]. Cambios en 1a actividad de] ALA-S

Se ha encontrado que en un número muy grande de procesos
enzimáticos e] producto fina] de una dada secuencia metabóiica,
ejerce un efecto inhibitorio sobre 1a primera enzima de ese ca
mino. Este tipo de control rápido se conoce como contro] por
"feed-back" o contro] por retroinhibición. Se ha demostrado
(Lasceiies, 1964; Marks, 1969) que este tipo de contro] opera
en 1a biosintesis de] hemo (Figura 14.3,), es decir, cuando 1a
concentración de hemoen la céïuia supera ios niveles normaies.
éste, su producto fina], inhibe directamente 1a primer enzima

y
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de] camino, e] ALA-S.

XIII.2.4.2. Cambios en 1a cantidad de] ALA-S

Ademásde 1a inhibición por producto fina], se ha encon
trado que muchos sistemas son sensibies a un contro] más 1ento,
por represión. En nuestro caso. un contro] genético de ia sin
tesis de ALA-S, dependiente de DNA, regula 1a cantidad de ALA-S
formada en 1a céiuia.

E1 mecanismo que se ha postuiado (Granick, 1966; Granick
y Levere, 1964) para expiicar 1a formación y contro] de] ALA-S
se basa en 1a conocida hipótesis de Jacob y Monod(Figura 14.3).

En este esquema, una premisa importante es e] hecho ex
perimenta] de que en 1a mayoria de ios tejidos, 1a sintesis de]
hemo se encuentra normaimente reprimida, por cuanto sus requeri
mientos generaimente son bajos, y además e] mismo hemo actúa
comorepresor de su propia sintesis.

E1 gen estructura] de] operón hemo (GS), una porción
de] DNAcromosómico nuciear que iieva 1a información para 1a
sintesis dei ALA-S. se activa por medio de un gen operador
(GO), que a su vez responde a 1a presencia de un represor acti
vo, e] cua] normaimente actúa reprimiento este gen operador,
que detiene entonces 1a producción de] RNAmensajero por parte
dei gen estructura] que codifica e] ALA-Sy en consecuencia se
interrumpe su sintesis.

Ei gen regulador (GR) produce una moiécuia proteica o
apo-represor que cuando se combina con su co-represor, en este
caso e] hemo, da 1ugar a] represor activo. Cuando e] hemo no
puede unirse a1 apo-represor, ya sea porque su concentración
es baja o bien porque su sitio de unión está bioqueado, no se
forma e] represor activo, que por 10 tanto no puede actuar sobre
e] gen operador; como consecuencia se dispara o recomienza 1a
sintesis dei ALA-S, que tendrá iugar a su máxima veiocidad.

Asi, e] hemopuede controiar su propia biosintesis, ac
tuando rápidamente por un mecanismo "feed-back" inhibiendo en
forma directa 1a actividad de] ALA-S, y más ientamente por un
mecanismo de represión de 1a sintesis proteica de esta enzima. y



Este mecanismode control genético de la biosintesis del
hemo por represión fue demostrado en numerosos tejidos. Asi,
en cultivos de Rp. Aphaenoidea el agregado de concentraciones
de hemina de alrededor de lO uMreprime completamente la sinte
sis del ALA-S, actuando un mecanismo análogo en organismos Su
periores (Rimington, l966).

Asociado al concepto de que el control de la sintesis de
porfirinas depende del nivel de ALA-S, existe la idea de que la
cantidad formada de esta enzima debe variar como respuesta a
ciertos estimulos o necesidades. Se ha demostrado asi que, efeg
tivamente, además de reprimible el ALA-Ses también una enzima
inducible por acción de ciertos compuestos fisiológicos, farma
cológicos y quimicos. La respuesta de este sistema de controles
frente a tales inductOres, se explica en términos muygenerales,
suponiendo que los compuestos inductores interfieren directa o
indirectamente en la combinación del hemo con el apo-represor,
o bien alteran el destino metabólico del hemo, disminuyendo su
concentración celular, haciendo que haya menos co-represor dis
ponible para dicha combinación.

Por lo general las porfirias, hereditarias o adquiridas,
son una consecuencia de deficiencias enzimáticas especificas
primarias de algunas de las enzimas del camino del hemo que a
su vez llevan a fallas secundarias en el control de la cantidad
y actividad del ALA-S.
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_- MATERIALES

Porfobilinógeng: El PBGse obtuvo enzimáticamente de acuerdo
con la metodologia descripta por Sancovich et al (l970) a par
tir de ALA-D de higado bovino y ALA (Sigma Chemical Co, USA).

Pegtona y Extracto de levadura: La peptona y el extracto de
levadura agregados al medio de crecimiento se adquirieron de
Difco.

Sulfato de amonio: Proveniente de Merck AG-Darmstadt, Alemania
y de grado analítico, se utilizó comodroga sólida, calculando
se los gramos a agregar para alcanzar un determinado porcenta
je, mediante el nomogramacorrespondiente.

Geles de Sephadex: Se emplearon los geles de Pharmacia Fine
Chemicals, Uppsala, Suecia. Las dimensiones de las columnas u
tilizadas se detallan a continuación:

largo de columna: 57 cm.

Volumen de cama: 120 ml; mi:
Cm.

de calcio: Se preparó según el método de Keilin

Acido Tricloroacético: Proveniente de Merck AG-Darmstadt, Ale
mania; la concentración se Expresa cemo peso de ácido en gramos
por lOO ml de solución.

Buffersz Se emplearon buffers fosfato de sodio 0,05 My
TRIS-HCl 0,05 M a los pH's que se indican en Métodos.

Los solventes empleados en todas las cromatografias fueron
de grado analítico o para uso espectrofotométrico.

grado P.A.,
Los demás reactivos y solventes usados también fueren de

provenientes de distintas iuentes comerciales.

Para la preparación de todas las soluciones se utilizó a
gua deionizada y bidestilada.



- Equipos utilizados

Las centrifugaciones se reaiizaron en centrifugas refri
geradas Internationai 820 y Sorvali RC-SB.

Las determinaciones espectrofotométricas se 11evaron a ca
bo en espectrofotómetros Beckman modeios DBy 35 y Metroiab RC
325 BD.

Las mediciones de pH se efectuaron en un TermospHmetro
modeïo TPX.

Para 1a sonicación de] tejido se empleó un equipo Soni
fier Cel] Disruptor Modeio w 1850.

Las cromatografïas para 1a caracterización y determina
ción cuantitativa de las porfirinas esterificadas se reaiizaron
en un cromatógrafo iiQUido de aita presión (HPLC) Varian modeio
5000, equipado con un inyector con ioop (capacidad 10 ui). La
detección de ias porfirinas a 404 nm fue efectuada con un deteg
tor de iongitudde onda variabie Varian modeïo 50. E] registro
gráfico se obtuvo mediante un registrador Varian modeio 9176 y
Ia integración de las áreas de cada pico de absorbancia se 113
vó a cabo mediante un integrador Varian modelo CDS111L. En es
te caso los solventes utiiizados fueron de grado HPLC.
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B. METODOS

1. Euq!eng_¿¿acikiá

1-1- Egente d_e_ep_2_i_n_ie

La muestra inicia] de Eugfena ¿nac¿t¿¿ Kiebs strain, Z
Pringsheim fue cedida gentilmente a1 Centro de Investigaciones
sobre Porfirinas y Porfirias en 1973 por 1os Dres. Be1ocopitow
y Marecha1 de1 Instituto de Investigaciones Bioquímicas "Funda
ción Campomar".

1.2. Cu1tivo y crecimiento de1 teiido

Se hizo crecer e1 tejido de Eugtcna gnacil¿ó en e1 medio
de Hutner madiíiceoo (Price y Va11e, 1962; Price y Care11, 1964),
La composición de1 mismo por cada 100 m1 fue 1a siguiente: pep

Atona (0,5 93, ratio de 1evadura {C,2 g), etanol (1 m1), vitae t

mina 812 (5 ug) y H30 hasta comp1etar e1 vo1umen.

E1 medio de cu1tivo y todos 1os materia1es emp1eados en
1os repiques se esteri1izaron con vaoor a 1,5 atm durante 30 mi
nutos en autoc1ave.

Para mantener esta cepa se hicieron crecer 1as cé1u1as a
1a 1uz, en tubos de agar (21) inc1inado, 1os cua1es se guarda
ron a 4°C hasta e1 momento de ser emp1eados.

Para su uso, se repicaron inÓCU1os de1 medio 561ido a tu
bos con medio 1iQUido de Hutner modificado (13-15 m1) haciéndo
1os crecer en OSCUridad, a 28 °C. Después de 5-6 dias de desarrg
11o en dichas c0ndiciones se repicaron estos inÓCU1osa frascos
Roux de 1000 m1 de capacidad, conteniendo cada uno 200 m1 de di
cho medio. El tejido se cosechó a1 Cuarto o sexto dia de creci
miento (Rossetti, 1978; Rossetti y Bat11e, 1977) por centrifuga
ción a 12.000xg durante 10 minutos y se 1o 1avó una vez con bu
ffer fosfato de sodio 0,05 H pH 7.4.

En nuestros estudios se emp1earon extractos frescos de
Euglcna gnacifió, uti1i2ándose 1as cé1u1as recién cosechadas. La
intensidad 1uminosa recibida por 10s cu1tivos fue de 900 fic, a
una distancia de 10-15 cm.
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1.3.1.

Todas-ias operaciones se iievaron a cabo a 4 °C.

1.3. Extratción de 1a proteina enzimática

(T.F.)
dió en buffer fosfato de sodio
1ación 1:2 (g T.F.: m1 buffer)
1977). Se sonicó 1a SuSpensión
de 5-6 m1,

Homogenato (H). POr centrifugación de] H a 24.000xg durante 30
minutos se separó un Sobrenadantg (S) y un Bellet (P), e] Cuai

cosechado y
0,05 M pH 7,4 utiiizándose 1a re
(Rossetti, 19J8; Rossetti y Batiie,
durante 30 segundos en voiümenes

E1 tejido fresco lavado se resuspen

obteniéndose asi 1a fracción enzimática denominada

se resuspendió,
de]

en caso necesario, en un voiumen de buffer igua]
a1 sobrenadante.

Obtención de PrH, PrS, FH y FS

Se sembraron 10 m1 de H ó S en una columna de Sephadex

G-25 (grueso), equiiibrada con buffer fosfato de sodio 0,05 M
¡rpH 7,4.

b' Eiuyendo con e] ias fracciones
PrH ó PrS (eiuidos entre 35 y 65 m1) y ias F

mismo buffer se recogieron

H o FS (eÏUidos en
'tre 75 y 120 m1).

1.3.2. Obtención de F5 G

Para 1a obtención de 1a fracción st se calentó un voiumen
Se

sobrenadante cg
adecuado de F durante 10 minutos a 100 °C en baño de agua.

S

centrifugó 10 minutos a 13.000xg utiiizándose e]
mo fuente de Fsfi.

Q

J

V'(

1.3.3. Obtención de HQ ...v5_

Para 1a obtención de Hfi y S? se caientaron voiümenes ade
100

Se centrifugaron 10 minutos a 10.000xg ,
cuados de H y S a “C en baño de agua. durante 10 minutos.

empieándose los sobrg
nadantes como fuentes de H0 y SG.
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1.3.4. Obtención de deaminasa

La secuencia de pasos empïeada fue 1a siguiente (Rosse
tti, 1978):

- Etapa 1: Homogenato (H): Se preparó según 1a técnica descrip
ta en 1.3.

- Etapa 2: Sobrenadante (S): Por centrifugación de] H a 24.000xg
durante 30 minutos se obtuvo un precipitado (pelïet P) y e]
correspondiente sobrenadante S.

- Etapa 3: Fracción 30-80% de SOH(NHH)2;se ]]evó e] sobrenadan
te de 1a etapa anterior a 30% de saturación c0n SO“(NHH)2. Lue
go de 40 minutos de agitación se centrifugó 10 minutos a 10.000xg.
Se descartó e] precipitado y e] nuevo sobrenadante se iievó a
80% de saturación con SOk(NHH)2. Se dejó agitando I hora 1uego
de 10 cua] se centrifugó en ias mismas condiciones antes men
cionadas. La fracción 30-80% recogida se desaió p0r pasaje a
través de Sephadex 6-25 (grueso).

- Etapa 4: Sobrenadante de caïentamiento: E] eïuido de 1a etapa
anterior se ca1entó 15 minutos a 65 °C enfriándose inmediatamente
en bañn de hieio y eïiminándose 1a proteina precipitada por cen
trifugación 10 minutos a 13.000xo. E1 sobrenadante fina] se em
pïeó como fuente de Deaminasa.

1.4. Sistema standard de incubación

E1 sistema standard de incubación contenía 2 m1 de frac
ción enzimática, 60 pg de PBG(0,15-0,2 m1) y buffer fosfato de
sodio 0,05 M pH 7,4 hasta compietar un vo1umen fina] de 3 m1.

Todas 1as incubaciones se realizaron a 37 °C, durante 4
horas, en oscuridad, con agitación continua y en anaerobiosis,
en tubos de Thunberg.

Se efectuaron bïancos de actividad enzimática, los cuaïes
contenían sóïo PBGy buffer. De esta forma, todos ios datos de
actividad fueron corregidos considerando ias porfirinas forma
das no enzimáticamente.

Finaïizada 1a inCUbación se precipitó 1a proteina por a
gregado de un voiumen adecuado de HC] (c) para aïcanzar una cog
centración fina] de] Z. Se dejaron oxidar ies porfirinógenos
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formados a porfirinas utiiizando iuz bianca de 50 ftc.

se fiitró e] precipitado obtenido a través de papeï de
fiitro piegado y se 10 1avó 3 veces con 1 m1 de HC] 5% cada vez.

Los fiitrados se reunieron determinándose en ios mismos
ias porfirinas totaies formadas y e] Sustrato remanente.

1.5. Unidades

1.5.1. Unidad enzimática

Se define una unidad enzimática como 1a cantidad de enzi
ma capaz de sintetizar 1 nmo] de porfirina/4 h ó de consumir
1 nmoi de PBG/4 h, bajo ias condiciones experimentaies antes
descriptas.

La actividad especifica se expresa entonces c0mo nmoies
de p0rfirinas formadas/4 h por mg proteina o nmoies PSG consumi
do/4 h por mg proteina.

En todos ios casos, se restaron ios vaIOres de ias porfi
rinas formadas y de] PBGconSumido en ios blancos correspondieg
tes.

1.5.2. Unidades de factor FS

Se define como una unidad de factor (FS) a 1a cantidad
de] mismo que es capaz de actuar efectivamente produciendo un
incremento de 2 veces en 1a actividad de] controi.
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II. Rhodopóeudomonaópafuatnia

I].1.-Fuente enzimática: Rhodopóeudomunaópataslan

Se uti1izó una cepa sa1vaje perteneciente a 1a co1ección
de 1a cátedra de Microbio1ogia e 1nmuno1ogia (FCEN - UBA)

II.2. Cu1tivo y crecimiento

Se hicieron crecer 1as bacterias en e1 medio de Cohen-Ba
zire et a1 (1957), modificado por 1a adición de peptona y extra;
to de 1evadura. Dicho medio se prepara a partir de 1as siguien
tes so1uciones:

—So1ución 1: Buffer fosfato de potasio 0,5 M pH 6,8.

- gglgglgl_2: Acido 0-L-má1ico 134,0 g
Acido L(+)-g1utémico 50,0 g
Acetato de sodio 50,0 g
C1oruro de amonio 50,0 g

Se ajusta e1 pH a 6,8 con OHHa (1entejas) y se 11eva a un vo1g
men fina1 de 1 1itro con agua desti1ada.

- So1ucio 3: EDTAdisódico.2H20 12,8 g
M950, 14,5 g
CaC1z.2H;0 3,67 g
(NHH)6M0702L¡.4H20 9,3 mg

FeSO,.7H20 99,0 mg
Acido nicotinico 50,0 nm
C1orhidrato de tiamina 25,0 mg
Biotina 1,0 mg
Meta1 "44" 50,0 m1

En primer 1ugar se di5ue1ve e1 EDTA-disódicc y se ajusta a pH
6,8 con OHNa 10 M. La so1ución fina1 de toda 1a mezc1a se 11e
va a un vo1umen de 1 1itro con agua desti1ada, contro1ándose
e1 pH.

—Egtglmlííïz EDTAdisódico.2H?0 2,9 g
ZnSO,.7H20 10,95 g (2,5 g Zn)
FeSU,.7H20 5,00 g (1 g Fe)
MnSOk.H20 1,54 g (500 mg Mn)

CuSO,.5H30 0,392 g (100 mg Cu)

Co(NO3)2.6H30
Na23,07.10H20

0,248 g (50 mg C0)

0,177 g (2 mg B)



Se agregan unas gotas de ácido Suifürico para retardar 1a prg.
cipitación y se iieva a 1 iitro con agua destiiada.

Para preparar 1 1itro de medio se mezcian ias soiuciones
en 1a siguiente re1ación:
- 40 m1 soiución 1
- 20 m1 soiución 2
- 20 m] soiución 3

agregándose 1 g de peptona y 1 g de extracto de 1evadura y con
troiándose e] pH fina].

Se esteriiiza con vapor a 1,5 atm durante 15 minutos. Al
autociavarse se forma un precipitado considerabïe, e] Cuai se rg
disueive a1 enfriarse e] medio.

Para ei mantenimiento de 1a cepa se utiiizaron céiuias
crecidas a la ïuz sembradas por punción en tubos de agar (1%),
conteniendo extracto de ievadura (1%).

Ei crecimiento en medio liquido se efectuó en tuoos de
30 m1, a partir de punciones de] sóiido, ios cuaies se transfig
ren luego a erienmeyers de 125 m1. De esta forme se obtiene una
cantidad suficiente de inócuio para repicar a erienmeyers de 1
litro. E1 desarroïio se realizó a 30 “C durante aproximadamente
72 horas, en semianaerobiosis y bajo una intensidad luminosa de
906 ftc.

Las céiuias se cosecharon por centrifugación a 12.000xg
durante 10 minutos y se iavaron una vez con buffer fosfato de
sodio 0,05 M pH 7,4, aimacenándoseias a -20 °C hasta e] momento
de SU uso.

11.3. Determinación de 1a reiación entre e] peso seco y 1a ab
sorbancia

E1 tejido cosechado y 1avado se resuspendió en buffer fos
fato de sodio 0,05 M pH 7,4.

De distintas re5uspensiones bacterianas ias cuaies poseia
diferentes valores de ebsorbancias a 680 nm se tomaron aiicuotas
que se secaron en estufa a 85 “C durante una noche en vidrios de
reioj previamente tarados (De Moss y Bard, 1957); en todos ios
casos, se descontó e] peso de ias saies de] buffer.



La curva de caiibración obtenida (Figura 2;I;) es una reg
ta que corresponde a 1a siguiente ecuación:

peso seco (mg/m1) = 0,66 x A680 x diiución

11.4. Extracción de 1a proteina enzimática

Las céiuias se resuspendieron en buffer fosfato de sodio
0,05 M pH 7,4 hasta obtener una absorbancia de 0,500 a 680 nm
(aproximadamente 60 mg/mi).

La suspensión se sonicó durante 1 minuto en voiümentes de
5-6 m1, efectuándose posteriormente una dilución de 3 veces con
e] mismo buffer. La fracción obtenida se denominó homogenatg (H).
Por centrifugación dei-H a 27.000xg durante 1 hora se separaron
Ias fracciones Sobrenadante (S) y Peiiet (P). Este último se rg
su5pendió, en caso necesario, en un voiumen de buffer iguai a]
de] sobrenadante.

11.5. Obtención de deaminasa (D)

Se empieó 1a siguiente secuencia de pasos (Kotier et a1,
1983h

- Etapa 1: Homooenatc (H): Se preparó según la técnica descripta
en e] item_anterior; para 1a resuspensión de ias céiulas se u
tiiizó e] buffer fosfato de sodio 0,05 MpH 7,6-7,8.

- Etapa 2: Sobrenadante (S): Por centrifugación de] H a 27.000xg
durante 60 minutos se obtuvo un precipitado (peiiet P) y e] cg
rrespondiente sobrenadante S.

- Etapa_g: Fracción 35-55% con SOutflfinlïz Se 11evó e] sobrenadan
te S a 35% de saturación con SOn(NHq)3. Lueoo de 40 minutos de
agitación, se centrifugó 10 minutos a 10.000xg descartandose ei
precipitado. E1 nuevo Sobrenadante se 11evó a 551 de saturación
con S0H(NHA)Z,dejándose agitar durante 1 h0ra. Se centrifugó
nuevamente en ias mismas condiciones anteri0res. Esta fracción
fue desaiada por pasaje a través de una coiumna de Sephadex
G-25 (grueso).



DOdelaSUSpensión

100

U" CD
fi

EIFVLLFLA__?.:.L.=

l I

50 100

peso seco (mg/ml)

Curva de caïíbración que
permite reïacionar 1a
absorbancia con e] peso
SECO



- Eggga_5: E1 eiuido de 1a etapa anterior se calentó 5 minutos
a 65 °C, enfriándose inmediatamente en hielo. P0r centrifuga
ción a 13.000xg durante 20 minutos se obtuvo 1a fracción so
brenadante de caientamiento uti1izada como fuente de deamina
sa.

11.6. Sistema standard de incubación

E1 sistema standard de incubación contenía 0,2 m1 de
fracción enzimática, 60 ugr de PBG(0,15-0,2 m1) y buffer
TRIS-HC] 0,05 M pH 7,4'hasta compietar un voiumen fina] de 1,5 m1.

Se incubó a 37 °C, en OSCUridad, con agitación continua,
en aerobiosis, durante i hora salvo se indique io c0ntrario.

En todos 105 casos se efectuaron ios biancos de activi
dad correspondientes, ya detaiiados en e] item 1.4.

Se detuvo ia reacción por agregado de TEA10;, dejándose
oxidar los porfirinógenos formados a porfirinas utiiizando ïuz
bianca de 50 ftc. Una vez filtrado e] preciritaCC obtenido a Iré
vés de pape] de filtro piegado, se 10 iavó 3 veces con 1 m1 de
TCA Si cada vez.

Se reunieron los fiitrados determinándose en ios mismos
ias porfirinas totales formadas y ei PBGremanente.

11.7. Unidades

11.7.1. Unidad enzimática

Se define una unidad enzimática c0mo 1a cantidad de enzi
ma capaz de sintetizar 1 nmoi de porfirina/i h ó de con5umir
1 nmo] de PBG/1 h, bajo ias condiciones experimentaies antes des
criptas.

La actividad especifica se expresa entonces como nmoies
porfirinas formadas/1 h por mg proteina o nmoies PBGcon5umi
do/i h por mg proteina.
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III. DETERMINACION Dt'LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

111.1. Determinación espectrofotométrica de ias porfirinas for
madas

La cantidad tota] de porfirinas formadas durante 1a.incu
bación se determinó espectrofotométricamente en-medio ácido (R1
mington, 1960). '

Se ieyó 1a absorbancia a tres iongitudes de onda: 380 nm,

430 nm y en e] máximo de 1a zona de] Soret (400-410 nm) (Amáx) y
se calcuió 1a cantidad de porfirinas formadas empieándose 1a
fórmuïa corregida de Rimington y Sveinsson (1950):

nmoies porfirinas: (2 Am- - (Aaax 380 A430J ) x f x V

donde:

v: voiumen de ia soiución
f: factor cuyo vaior corresponde a 1,008 para 1a uroporfirina en

HC] 52.

A: absorbancias ieidas a ias iongitudes de onda indicadas.

:iiizí e? método de Moore y Labbe (1904) que empïea
e] iiamado reactivo de Ehrïich, constituido por una mezcia de
p-dimetiiaminobenzaidehido (PDMAB)(2 g) en HC'l (c) (25 mi) _y
ACOH(gi) (75 mi); se trata de un reactivo sumamente estabie en
frio y oscuridad.

La técnica empieada consiste en mezciar un voiumen de mues
tra diluida apropiadamente, con iguai voiumen de] reactivo a tem
peratura ambiente. Se desarroïïa un coior rojizo e] cua] aicanza
Su intensidad máxima a ios 8 minutos manteniéndose constante has
ta ios 15 minutos. Una vez tranSCUrrido este tiempo, 1a intensi
dad comienza a decrecer 10 cua] se debe a 1a reacción de] compig
jo con una segunda moïécuia de pirro].

Cookson y Rimington (1954) determinaron que 1a reiación
entre ias concentraciones de] aidehido y de] ácido fuerte inf]!
yen en 1a veïocidad de 1a reacción mientras que 1a concentración
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de] ácido acético afecta el desarroïïo deia intensidad de] co
Ior.

111.3. Determinación de] contenido proteico

111.3.1, Método de Lowr!

Se siguió 1a metodoïogia de Lowry et a1(]951) según 1a
cua] a 0,4 nfl de una di1uci6n apropiada de 1a proteina enzimática
se ïe agregan 2 m] de una soïución de CO3Na 2% en NaOH 0,1 N:
SOHCu.5H200,5% en tartrato de sodio y potasio 1% (20:0,4 v/v).
Se mezcia y se deja reaccionar a temperatura ambiente durante 10
minutos. Luego se le añaden 0,2 m1 de? reactivo de Fo1in-Ciocai
teau di1uido adecuadamente con agua; se agita rápidamente y se
deja desarroïiar eï coïor azu] característico de] compiejo for
mado. Después de 30 minutos se 1ee 1a absorbancia a 660 nm y se
calcuia 1a cantidad de proteina aplicando 1a siguiente fórmuia:

mg proteina/m1 = A660 x 0,575 x di1ución

111.3.2. Método de Lowry modificado

Durante 1os estudios reaïizados con 1a PBG-asa de Eugtcna
gnacitia se haïiaron dificultades para cuantificar en forma co
rrecta e] contenido proteico de extractos crudos. Por esta causa
se modificó 1a técnica origina] de Lowry et a1 (195]).

Se coïoca 0,] m1 del extracto Droteico en un tubo y se
10 seca a] vacio en un recipiente contenidendo una atmósfera
deshidratante constituida por SOHHz(c) (30 m1) y un tubo de
Pyrex con lentejas de NaOH.Para aceierar e] proceso de secado,
se Sumerge e1 recipiente en un baño de agua a 80 “C. Los vapores
ácidos se neutraiizan coiocandc un intermediario conteniendo 1en
tejas de NaOH.

Una vez seca 1a proteina, se 1a re5uspende en NaOH0,6 M,
caientando en baño de agua a 40-50 “C durante 30 minutos.

Se mezcian 0,4 m1 de una diiución apropiada de esta soiu
ción proteica con 2 m1 de una mezcla de composición simiiar a 1a
descripta en e] item anterior, pero sin NaOH.
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E1 resto de 1a metodo]ogia.es idéntica a 1a detaiiada en
e] punto 111.3.1.

111.3.3. Determinación de proteinasgpor absorción a] U.V.

Las proteinas presentan una absorción máxima a] U.V. a
280 nmdebido principaimente a 1a preséncia de tirosina y trip
tofano. Este pico de absorción a 280 nm constituye una medida rá
pida y sensible para caïcuiar 1a concentración proteica en ausen
cia de Sustancias interferentes. Sin embargo, 105 ácidos nuciei
cos que sueien encontrarse en preparaciones enzimáticas, presen
tan una fuerte banda de absorción a1 U.V. Narburg y Christian
(194]) eiiminaron ia interferencia de 10s ácidos nucieicos deter
minando 1a absorción a 260 nm y 280 nm de mezcias conocidas de
proteinas y ácidos nucïeicos y caicuiando los coeficientes de
extinción correspondientes.

En nuestras experiencias se empieó 1a siguiente eCuación
(Kaickar, 1947):

mg pr0teina/m1 = (1,45 x A280 - 0,74 x A760) x diiución

lllEsta expresión da resuitados comparebie a ios de Lowry
cuando e] contenido en ácidos nucieicos es bajo. En Eugtcna gng
cátts, ei empïeo de ambos métodos produjc Gaïíí no ccincidertes.
Por este motivo y saivo indicación contraria, se utilizó eï mé
todo de Lowry para cuantificar 1a proteina preSEnte, empleando
se 1a ecuación anterior sólamente como una aproximación para ob
tener en forma rápida ios perfiies de eiución proteica en una
cromatografía en coiumna.
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IV. DETERMINACION DEL TIPG ISOMERICO Y Dt LAS PORFIRINAS FORMA-

DAS

IV.1. Esterificación deggorfirinas

Se siguió 1a metodologia descripta por Batiie y Grinstein
.5 (1964).

La soiución ácida desproteinizada proveniente de 1a incu
bación se evaporó a sequedad a] vacio. E1 residuo re5u1tante se
disoivió en una mezcia esterificante SOHH2:CH30H5% (v v). Se
dejó en oscuridad, a temperatura ambiente, durante 24-36 horas.

1V.2. Estimación Cuantitativa de porfirinas esterificadas

La extracción y estimación de ias porfirinas esterifica
das se reaiizó según 1a técnica de Bat11e y Grinstein(1962ï.

Las porfirinas esterificadas se extrajeron con cioroiormc

¡P iavándose con exceso de agua hasta acidez negativa. La emulsión
formada ocasionaimentese destruyó mediante un 1avado con C1Na 7í

t: La soiución clorofórmica se pasó a través de pepe] de fiitro em
bebido En e] mismo solvente determinándose 1a cantidad tota] oe
porfirines esterificadas presentes en ei fiitrado mediante ie si
guiente expresión:

+pg porfirinas = (2 A x 2,721 x vmáx ' (A380 A430) )

donde
v: voiumen de la soiución
A: absorbancias 1eidas a 380 nm, 430 nm y en ei máximo de ia zg

na de] Soret (400-410 nm)
í 2,72]: factor deducido para 1a urop0rfirina esterificada (Cornio

A y Benson, i963).

“Ve
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IV.3. Determinación de] tipo isomérico y distintaígporfirinas formadas

La soiución ciorofórmica donde se midieron ias porfirinas
totaies esterificadas se 11evó a seouedad en baño de anua hir
viente. E1 residuo se disolvió en un pequeño voiumen de ciorofog
mo de ta] manera de obtener una concentración de 5-10 un/m].

Durante 1a primera parte de-este trabaio, 1a determinació
de] tipo isomérico de ias uroporfirinas formadas como asi tam
bién 1a presencia de porfirinas de distinto número de carboxiios
se 11evó a cabo por ios métodos semicuantitativos de Cornford
y Benson (1963) y Batiie y Benson (1966i basados en e] método
cuaïitativo orinina] de Falk y Benson (1953); en ciertas expe
riencias se empïeó también ei procedimiento descripto por Vítn
(1975,. Pero fundamentaïmente. 1a mayor parte de ios datos se
obtuvieron aplicando 1a técnica de cromatografía iiquida de a1
ta presión (HPLC), desarroiiada en nuestro 1aboratorio. Por cuan
to poceucs encontrar Una deSCripción detaiiada de 105 métodos
anteriOres (Batiie v Eenson, iqññ; Cornford y Benson, 1063; With,
1975‘ en 1a Tesis de Rossetti (1979), se hará sóio referencia
a ios métodos de HPL'.

Una vez obtenida 1a concentración adecuada de porfirinas
esterifïcadaS, se fiïtraron ias mismasa través de un fiitro
Hiiiipore de 0,22 p.

Secün e? método ce Poic e: a? (1993 b), ias conditio
nes empleadas para 1a separación de ios ésteres metiiicos ce
ias porfirinas formadas fueron ias sinuientes:
- Soiventes: acetato de etiiozn-hexano (55:45, vzv)

pio: 2 mi/minuto
-Presión: 42-5C atm
-Tiempo de retención: 2 a 8 minutos
-V01umen de muestra inyectado: 10 y]

En estas determinaciones se utiiizó una coiumna (1:25
4,6 mm) reiiena con Spherisorb 55H de Snectra -Pnysics

. Eis ,_r_a¿-_4.-__L)
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Cromatoarama de seoarg
ción de oorfirinas es
teríficadas

La determinación de] tipo isomérico de 1as uronorfiri
nas sintetizadas se efectuó senün e] método de P010 et e] (1983
a), siendo 1as condiciones empleadas 1as siquientes:

Soïventes: acetato de etiïozn-hexano (40:60, vcv)
F1ujo: 1 mï/minuto
Presión: 25 atm
Tiempo de retención:
Voïumen de muestra inyectado: 10 p]



FIGURA L”.2.:
esterificadas.
Cromatogramade separación de uronorfirinas
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mu SI 10 de Varian (Fiaura 4.2.).

En estas determinaciones se utiïizó una co1umna

Spherisorb SSH(Spectra-Physics) con re11eno de sïïica de
5 mu, provista de pre-coïumna con re11eno de síïica de 10
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ESTIMACION DEL PESO MOLECULAR



V. ESTIMACION DEL PESO MOLECULAR (PJM.)

La f11tración por geïes constituye e] método más simpïe
y rápido para determinar e1 peso moïecuïar de distintas protei
nas.

E1 armado de 1as columnas así c0moeïtratamiento previo
de los geïes fue e] descripto por Batïle (1968)L En nuestro cg
so se empïearon geles de dextrano (Sephadex), estimándose e] pg
so moïecuïar según 1a metodoïogía de Andrews (1964, 1965).

La caïibración de 1as coïumnas se efectuó utiïizando prg
teínas de peso mo1ecu1ar conocido graficándose Ve/Vo en función
de] 109 P.M. (Eioung_g.1.).
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de PM, ernpïeando una coïumna de Sephadex
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P.I. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LA PBG-asa

P.I.]. Generaiidades

Dentro de 1a famiiia de ias bacterias fotosintéticas só
lo encontramos datos acerca de 1a deaminasa en Rp. aphenoádeb.
Teniendo en Cuenta su estrecho parentesco con Rp. pafuótnió y e]
hecho 11amativo de que en esta última pacteria 1a información a
cerca de ias enzimas invoiucradas en e] camino de 105 tetrapirrg
ies, está reducida únicamente a investigaciones de nuestro iabg
ratorio sobre e] ALA-S(Viale, 1978; Via1e et a], 1980 a, b), es
que resuitó de sumo interés, empiear este organismo para nues
tros estudios sobre 1a sintesis enzimática de porfirinógenos a
partir de PBG.

Los ensayos iniciaies de esta etapa comprendieron una se
rie de experiencias tendientes a determinar ias condiciones ópti
mas para 1a detección, e>tracción y medición de 1a actividad en
zimática en esta bacteria, para iuego enfocar Ios estudios de p!
rificación de 1a PBG-asa.

Cabe notar que tanto para e] caso de Rp. patuatn¿a como
con Eugtcna gnac¿t¿¿, Ios datos que se presentan corresponden o
bien a vaiores obtenidos en experiencias tipicas o bien a prome
dios de repetidos ensayos, y siempre cada cifra proviene de du
plicados. f

C0mose ha indicado en Materiaies y Métodos, ias activida
des enzimáticas se han determinado en función de 1a cantidad de
porfirinas formadas y también en base a 1a cantidad de PBGcons!
mido; por 10 genera] se informarán ambos vaiores, aunque en aigg
nos casos sóio se presentarán 105 primeros discutiéndose o hacién
dose mención en e] texto acerca de ios segundos.

Finaimente, saivo se indioue 10 contrario, todas ias ope
raciones posteriores a partir de 1a etapa de cosecha, se ïievaron
a cabo entre 4-6 °C.



P.I.2. Qgterminación de ias c0ndiciones óptimas para el aisïa
miento y medición de 1a actividad

P.I.2.]. Curva de crecimiento y de actividad de PBG-asa en fun
ción de Ios dias de desarrni1o

E1 crecimiento bacteriano puede definirse en función de
1a masa ce1u1ar o de] número de céiuias. Por 10 genera], cuando
se trata de estudios bioquímicos, 1a concentración o actividad
de una enzima o de un compuesto en particular se refiere a 1a
masa bacteriana, mientras que en estudios genéticos es más con
veniente e] empieo de] número de céiuias.

E] parametro más uSUaimente utiiizado para determinar 1a
masa ceiuiar es 1a turbidez, cuya rápida medición en e] espectro
fotómetro, permite conocer 1a densidad de] cuitivo. Empieando en
nuestro caso 1a DOa 680 nm como medida de 1a turbidez se obtu

vo 1a curva cca se i1u51ra en 1a Ficura PLl¿l,en 1a Cua] se ob
servan ias tres fases ciásicas Ce crecimiento bacteriano.

Ai mismo tiempo se midió 1a actividad, apreciándose que,
en función de] producto fórmado, e] aumento es 1ento y 1inea1,
y recién después de ias 60 horas de desarroiio e] incremento
es mayor,cuando ias cé1u1as ya se encontraban en 1a fase estacig
naria; no aicanzándose e] piateau aún 1uego de 80 horas de creci
miento. '

De todas maneras se procedió a cosechar ei tejido a ias
72 horas, a1 finaïizar 1a fase exponencia], antes de] agotamien
to de algún nutriente esencia] y para evitar 1a acumuiación de
aigün producto metabólico tóxico.

P.1.2.2. Atmósfera de incubación

Considerando que en 1a mayoria de ios tejidos, con excep
ción de caiios de soya (Llambias y Batiie, 1971 a) y Eugtena gng
cifiia (Rossetti y Batiie, 1977) 1a PBG-asa funciona iguaimente
en aerobiosis como en anaerobiosis, se determinó Cuái era 1a at
mósfera más conveniente en este caso.

En 1a figura_f¿j¿g¿ podemos observar que en Rp. païuatnió
1a formación de porfirinas a partir de PBG, es prácticamente 1a
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misma en ambas atmósferas y agreguemos que tampoco e] con5umo de
sustrato está afectado por 1a presencia de oxigeno.

Apreciamos además ya en estas experiencias que 1a activi
dad enzimática se concentra en 1a fracción soiubie de] sobrena
dante, no obteniéndose producto ni consumo de PBGcuando se mi
dió actividad en e] peiiet. I

Es de notar también que no se detectaron diferencias sig
nificativas en cuanto a los tipos isoméricos de ias porfirinas
formadas según 1a atmósfera fuera aeróbica o anaeróbica.

En consecuencia se resoivió empiear 1a fracción sobrena
dante e incubar en aerobiosis.

P.I.2.3. Seiección de] buffer de extracción y técnica de
homooenización

Hasta e] momento se estuvo extrayeréo 7a enzima empieando
buffer fosfato de sodio 0,05 MpH 7,4, por sonicación durante 60
segundos. Se determinó entonces cuá] seria e] buff-r y e] pH más
conveniente para 1a extracción, para io cuai se utíiizaron soiu
ciones de buffer fosfato de sodio 0,05 M, TRIS-HC] 0,05 H y
giicina-NaOH 0,05 Mde distintos pH's para 1a preparación de] ho
mogenato; iuego sejincubó en bufier TRIS-HC] pH 7,4. En 1a ïaglg
P.I.i. se iiustran ios datos otzenidos; se encentró máximaacti
vidad empieando buffer TRIS-HC] pH 7,4-7,8 y fosfato de sodio en
igua] rango de pH, observándose que este üitimo extrae menos prg
teinas que los otros dos buffers utiiizados.

Por otro iado, se compararon 1a técnica de homogeneización
por sonicación y mecánica empieando un Potter-Eivehjeem (émboio
de tefión y pistón de vidrio), usando en ambos casos de 6-8 m1
por vez de una suspensión de céiuias en buffer fosfato de sodio
0,05 M pH 7,4 y TRIS-HC] 0,05 M pH 7,4, correspondiente a una ieg
tura de 0,500 a 680 nm 1uego de una diiución de 200 veces en a
gua. La sonicación fue de 60 segundos (en dos periodos de 30 se
gundos).

Sin iugar a dudas sóiamente por sonicación se iogró extraer
proteina enzimáticamente activa (fjggrg_fi¿l¿3 ).

De manera que de acuerdo con estos reguitados,se seieccig
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nó El buffer fosfato de sodio 0,05 H pH 7,4 como buffer de ex
tracción y la sonicación como técnica de homogeneización.

P.I.2.4. Efecto del tiempo de sonicación

Adoptado como más conveniente el método de homogeneiza
ción por ultrasonido, era necesario establecer el intervalo óp
timo para lo cual se sonicaron volúmenes constantes de suspen
sión (6 ml) durante periodos variables. En la Figura P.I.í¿, cg
mo era de esperar, al aumentar el tiempo de sonicación se obser
va un incremento en la proteina liberada. En cuanto a la activi
dad especifica, en función de las porfirinas formadas, aparece
un pico a los 60 segundos. Con respecto al tipo de pOrfirinas for
madas en los diferentes tiempos, hubo máxima formación de tipo
III a los 60 y 90 segundos de sonicación y una significativa dis
minución de Uro III acompañada de un incremento en los productos
de decarboxilación a l20 segundos, indicando una mayor libera
ción de las decarboxilasasy probablemente también inactivación
de la isomerasa o del complejo. En consecaencia, se adoptó el in
tervalo de 60 segundos c0mo tiempo de sonicación

P.I.2.5. Saturación por sustrato

Hasta el momento se venia empleando 60 ug de PSG (l77 UM)
en la mezcla de reacción; para optimizar esta variable se efec
tuó una curva de saturación por sustrato. Se observa en la Eig_
[3_P.I.5. que la actividad de la PBG-asa medida en función de
las porfirinas farmadas siguió un perfil sigmoideo al variar la
concentración de PBG. Sin embargo, aün a los mayores valores de
sustrato, su consumomostró un comportamiento lineal sin llegar
a la saturación. Las gráficas de actividad especifica son si
milares a las de esta figura y volveremos a ocuparnos en particu
lar del análisis de la cinética de esta reacción más adelante.

Con estos datos se decidió continuar empleando una concen
tración de PBG de l77 pH.

Comoya fuera observado con la PBG-asa de callos de soya
(Llambias, l97l) y Eugfcna (Rossetti, l978) tampoco en este ca
so se cumplió la razón estequiométrica de 4 moles de PBGpor l
mol de porfirinógeno (Iagla_fi¿l¿g; y figu¿a_fi¿l¿6;) a ninguna
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IABLAP.I.2:Estequiometríade1areaccióndeconversióndePBGenUroporfirinas

enPBG-asadeRp.pataótháA

PBG

AGREGADO

PBGCONS

MIDO

PORFIRINASFORMADAS

U9

nmo1esv

UH

ug

nmoïes

nmo1e

ES

Teórico

1*)

ReaIes

t/r (**)

___ _._-_——_ _.L,_4_ .

5
10 15 30 45

I60í90I120 150

22,6 43.0 66,4
133,0 199,0 265,0; 398,0i

1

531,0 664,0

14,75 29,50 44,25 88,70

132,70 177,00 265,00 354,00 442,00

4,23 8.56
14,00 27,00 39,40 49,50 72,50

100,40 126,60

18,5 37,6 61,6
118,8 171,0 218,0 319,0 442,0 557.0

4,6 9,4
15,4 29,5 42,7 54,5 79,7

110,0 193,3

1,549 3,390 8,390

17,860 20,310 19,720 19.840 20,280

3,00 3,00 2,00 2,00 2,10 2.,76 4,02 5,54

l!
í19,820

6,864J

(*) (**)

Calculadoenbasea1PBG

Re1aciónentre

realmenteconsumido

nmoïesporfirinasteóricos nmoïesp0rfir1nasreales
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de 1as concentraciones de sustrato empïeadas. En 1a parte inicial
correspondiente a 1a zona sigmoidea, se empieó un exceso de3 ve
ces 1a cantidad de PBG. 1uego entre aproximadamente 40 y 130 pM,
hasta 11egar a 1a saturación. se consume e] dob1e de PBGpor ca
da mo] de porfirinógeno formado, y finaimente. 1a reiación aumen
ta en forma linea]. Un comportamiento bastante simiiar habiamos
observado, anaiizando ia PBG-asa de peïïet de EugZena (Rossetti,
1978), excepto que en ese caso e] perfi] habia sido hiperbóiico,
de manera que hubo sóio diferencias en 1a reiación a ias menores
concentraciones de PBG.

P.I.2.6. Tiempo de incubación

En estos ensayos iniciales se estuvo empleando como tie;
po de incubación 2 horas; con e] objeto de confirmarïo o mejorar
ias condiciones, se estudió más en detalle e] efecto de este pa
rámetro sobre 1a actividad enzimática.

En 1a Figura P.I.7. se observa que, si consideramos las
porfirinas totaies producidas, hay un incremento linea] de ias
mismas a1 aumentar e] periodo de incubación hasta las 3 horas,
1uego de io cua], parece aïcanzarse un piateau. En cambio, cuan
do medimos e] conSumo de PBG, a1 parecer, después de 1a primer

hora no hay una utiïjzación adiciona] de Sustrato. Comose seña
1ara para 1a Figura P.I.S. también en este caso Ios perfiïes de
actividad especifica en función de] tiempo de inCUbación son si
miïares a ios iiustrados en 1a Figura P.I.7.. Con respecto a 1a
ciase de porfirinas formadas, se debe señaïar que, se observó un
incremento en 1a cantidad de coproporfirina, y hubo además una
ligera disminución de 1as porfirinas de tipo isomérico III.

En consecuencia se adoptó 1 hora como tiempo standard.

P.I.2.7. Efecto de 1a cantidad de proteina

Ya en ïas experiencias iniciaies de estos estudios fue e
vidente que 1a actividad de 1a enzima de Rp. patustnis era reïa
tivamente aita en c0mparación con cuaiquiera de ios demás teji
dos; de aiii que_hasta este momento se habia venido empieando
aproximadamente 1 mg de proteina por ensayo. Para ajustar aún
más 1as condiciones,uti1izando siempre e] sobrenadante, se estu
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dió 1a infiuencia de 1a cantidad de proteina sobre 1a actividad.

En 1a Figura P.I.8 a. se observa que los nmoies de porfi
rinas totaies ya aicanzan su máximopara 0,8 mg de proteina, dis
minuyendo 1uego-bastante abruptamente para cantidades mayores
de enzima; e] consumo de sustrato 11ega a un máximo también con

0,8 mg, y 1uego aunque se aumente 1a proteina no ocurre con5umo
adiciona]. Sin embargo es de notar que,aün en las mejores condi
ciones todavia queda un 40-42% de sustrato remanente, como ya se
ha observado en otros casos, como p0r ejemplo utiïizando las enzi
mas de Eugiena (Rossetti, 1978).

Considerandoias actividades especificas (Fioura P.I.8.b.)
en función de] producto formado, tenemos e] pico entre 0,2-0,4 mg
de proteina, mientras que, como era de esperar con respecto a1
PBGconsumido, éste decrece continua y rápidamente hasta ios
0,8-1,2 mg y 1uego en forma mucho menos pronunciada.

De acuerdo con estos reSuitados se redujo 1a cantidad de
proteina empieada a apr0ximadamente 0,4 mg.

P.I.2.8. pH óptimo

Se ha comentado ya que en 1a mayoria de ias fuentes, e]
pH óptimo de esta reacción se encuentra en 1a zona neutra. Em
pieando entonces 1a fracción sobrenadante en buffers 0,05 Mde
giicina-NaOH, fosfato de sodio y TRIS-HC], como para cubrir un
rango de pH entre 6 y 10,5, se investigó e] efecto de] pH sobre
1a actividad enzimática.

En 1a Figura P.I.9. se puede observar que cuando 1a acti
vidad se mide en función de ias porfirinas formadas, hay un sóio
máximo bien definido a pH 7,4 tanto para buffer TRIS-HC] como
para fosfato de sodio, disminuyendo rápidamente a vaiores de pH
mayores o menores. También se aprecia nuevamente que 1a activi
dad es siempre reiativamente superior en buffer TRIS-HC] que en
fosfato de sodio a iguales pH's.

Cuando anaiizamos e] perfi] correspondiente a] PBGconsu
mido,encontramos un pico coincidente con e] ya mencionado en 1a
zona neutra, a pH 7,4; pero además hay un segundo máximo a pH 8,5.
Recordemos que este comportamiento ya se habia observado estudian
do ias enzimas de caiios de soya (Liambias y Batiie, 1971 a) y
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Eugkena (Rossetti. 1978). De manera que 1a reacción que 11eva a
1a formación de 1as porfirinas tendria un único pH óptimo. En
cuanto a] consumo de sustrato, existen dos pH's que favorecen
1a unión de] PBG, encontrándose uno solo de eïlos involucrado
en 1a actividad de 1a PBG-asa (pH 7,4).

Recordemos que en condiciones aeróbicas, e] PBGpuede
también consumirse por acción de otra enzima: 1a PBG-oxigenasa
(Frydman et a], 1972; Tomaro et a], 1977), de manera que 1a ac
tividad observada a pH 8,5 podria no ser eSpecifica de PBG-asa.

Es interesante mencionar que cuando nos desplazamos hacia
1a zona aïcaïina hay un aumento de ias porfirinas de tipo isomg
rico I (Fioura P.I.10.) y correspondientemente en 1a zona neutra
y aún ácida predomina o haliamos únicamente e] tipo III.
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P.I.3. Purificación de 1a enzima y peso moiecuiar

P.I.3.]. Ensayospreiiminares de purificación

Se 11evaron a cabo una serie de ensayos para 1a obtención
de una fracción de PBG-asa purificada a partir de Rp. paluótntó
entre los cuaies mencionaremos:

P.I.3.].1. Tratamiento con ácido acético giaciai

Con frecuencia se ha empleado 1a precipitación de] primer
sobrenadante activo con ácido acético giacia] a pH 5, para 1a se
paración de proteinas contaminantes, con buenos re5u1tados. Sin
embargo, este tratamiento produjo una inactivación tota] de 1a
enzima como podemos observar de ios datos i1ustrados en 1a Tabia
P.I.1un

P.I.3.].2. Fraccionamiento con sulfato de amonio

En 1a Tabia P.I.4. puede verse que prácticamente e] tota]
de la proteina enzimática se concentró en 1a fracción 35-55%, lo
grándose una significativa purificación con este procedimiento
aunque 11amó 1a atención que iuego de] fraccionamiento salino
disminuyó un 50: 1a Uro III con reSpecto a 1a etapa anterior.

P.I.3.].3. Tratamiento con oe] de fosfatos

Se intentó asimismo, adsorber proteina inactiva sobre gel
de fosfatos, para 10 cua], a una fracción de 35-55% previamente
desaïada por Sephadex G-25 (grueso), se 1a trató en una reiación
de 2 mg gel/mg proteina.

En 1a Tabia P.I.5. podemos observar que si bien e] grado
de purificación resuitante en función de ias porfirinas formadas
aumenta poco, es sin embargo significativo si se tiene en cuenta
e] con5umo de sustrato y además es importante e] cambio en cuan
to a] tipo de porfirinas formadas; aparentemente una buena par
te de ias decarboxiiasas quedaria retenida en e] ge], encontrág
dose un 80% de Uro III. Nuevamente se observó que'iuego de] frac



TABLAP.I.3: Efecto de] AcOH (91)

.. Proteínas Porfiïinas nmPorf.
Fracc10" (mg/m1) ,Ïfnmoïes) l mgFÏ—

1 l

1) Sobrenadante 27.000xg g 4,025 ‘ 23,080 z 28,672

‘2) Peïlet 27.090xg 8,340 0,034 l 0,020
l Ï

‘ 3) Sobrenadante AcOH (gï) !
l pH 5 3 1,380 0,000 i 0,000

Í

I4) Pe'llet AcO'r-l(91) pH 5 0,370 ‘ 0,000 0,000
Í. .

La obtención de 1as dos primeras fracciones se realizó en una cen
trïfuga Spinco (Cabezal 50) a 27.000xg durante 70 minutos. Las cïn
diciones de incubación son Yes detaïïadas en Métodos, empïeándose
2 horas como tiempo de incubación.



TABLAp.1.4.:TratamientoconSOH(NH0)2

nmoiesPBGc

mgP.

Proteinas

(mg/m1)

nmporf.nm&35í¿nmolesPBGc

Fracción

Sobrenadante27.000xg3,62224,64034.015178,99247,05 SO"(NHh)2

0-35114.7300,3960.]3522,407,60
35-55%1,12027.950124.000190.56850,72

i 55-70%0.2300.0000,0005,7551,05 L__ve. LascondicionesdeincubaciónsonlasdetalladasenHñtodos,empieándosecomotiempode incubación2horas.Laobtenciónde1afracciónsobrunndantesereaïizóenunacentrífuga Spinco(cabezai50)centrifugándosedurante70minuLona27.000xg.
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TABLAP.I.5.:Tratamientoconge]defosfatos

lPorfirinasformadas

'GradodepurificaciónIFracciónPïgtï¿?ïsnmporf.Emfipgf‘nmoiesPBGcEmglfiá-ggfigPorfirinasSustrato l9g -formadasconsumido

unoIUROIIIPr°duct°5

decarbox.

l

12,6520.2387,99175,3669.311,001,00303436
6,3021.5417,11183.05¡45.392.142.10254035

35-55%3,5024,3134,73199.25284,654.30402040

11,15-8020

i

Sob.ge11,249.3037,49202.30815.754.70

iK

C)
o

<1

...__-.-__._....A._._...__._._e

Lascondicionesdeincubaciónsoniasdeta11adasenMétodos.emplefindosecomotiempodeincubación2horas.
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cionamiento saiino hay una disminución de] porcentaje de Uro III.

Se decidió entonces apiicar e] tratamiento con ge] de fos
fatos como etapa de purificación de 1a PBGÁasade Rp. paluótn¿¿.

P.I.3.2. Purificación de 1a enzima y determinación de su Peso
Moiecuiar '

Finaimente, 1a seCuencia de pasos estabiecida para 1a pu
rificación de 1a PBG-asa de Rp. paluótnió fue 1a siguiente (la
b1a P.I.6.):

- Etapa 1: Homogenato: se preparo según se detaiia en Métodos.
E1 tejido se resuspendió en bu‘fer fosfato de sodio 0,05 M pH
7,4 y 1a diiución se efectuó con e] mismo buffer.

- Etapa 2: Sobrenadante de 27.090xo: e] homogenato M e centrifugó
1 hora a 27.000xg. E] peiïet obtenido se iavó 3 veces con un
voiumen tota] de buffer equiveierte a! dei hero enato. Se reg
nieron todos ios sobrenadantes, descartán i
na] inactivo.

- Etapa 3: Fraccionamiento con suifato de amonio: e] sobrenadan
te de la etapa anterior se trató con Sulfato de amonio sóiido
hasta un 35%de saturación. Se descartó e] precipitado y e] so
brenadante se iievó hasta 552. Durante todo e] proceso, ei pH
se mantuvo neutro por adición de amoniaco (c). Luego de 40 mi
nutos de agitación, se centrifugó 10 minutos a 10.000xg. E1
precipitado obtenido se disoivió en e] menor voiumen posibie
de buffer TRIS-HC] 0,05 M pH 7,4.

- Etapa 4: Tratamiento con ge] de fosfato: e] precipitado disuel
to en buffer proveniente de ia etapa 3 se desaió por pasaje a
través de Sephadex 6-25 grueso (1,8 cm x 50 cm) equiiibrada
y corrida con e] mismo buffer TRIS-HC]. E1 eiuido proteico se
trató con ge] de fosfato de calcio (en 1a reiación de 2 mg
de ge] por mg de proteina). Después de 20 minutos de agitación,
1a suspensión se centrifugó a 1.000xg durante 10 minutos y e]
peiiet resuitante se 1avó 2 veces con 1/5 de su voiumen de
buffer TRIS-HC]. Se reunieron ios 1avados con e] primer sobre
nadante y 1a proteina se concentró por precipitación con su]
fato de amonio a1 55%, en ias condiciones usuaies.



TABLAP.I.6.:

Purificaciónde1a

PBG-asadeRp.patuótháó

Fracción

Proteína

total

(mg)

"¡Unidades

totaïes

Purificación

%Porfirínas

formadas

UROI

UROIII

DECAR

A
,__

Homogenato

A
N

Sobrenadantede27.000xg

3)35-55%deS0h(NHu)2 4)Sobrenadantege]defosfg

tos

A
LD

SephadexG-100

2.360,0 1.!48.0

278.0 18|.0

26,47 38.91 52.57

¡159.09

—_.._...N...

17.553 30,389 |0.841
9,548

381,H00

L._.

92

3034 2846 4042 -80

100

36 26 18 20

Lascondicionesdeincubaciónson1asdeLaIÏadasenMétodos.nmpïeándose2horascomotiempodeincu bación.



- Etapa 5: Cromatografía en Sephadex 6-100: e] precipitado pro-.
teico saiino anterior, se disoivió en ei menor voiumen de bu
ffer TRIS-HC] 0,05 M pH 7,4 y se sembró en una coiumna de
Sephadex 6-100 (2.5 x 57 cm).

En 1a Figura P.I.11. se iiustra un perfii de eiución caracte
ristico. Anáiogamente a io observado con ia enzima de Euglcna
(Rossetti, 1978; Rossetti et a], 1980).aparece una banda prin
cipa] de actividad (I). que eiuye después de] primer y mayor
pico proteico, y iuego una banda menor (II).
La banda I, para 1a cua] corresponde un PH de 115.000 1 11.500,
forma exciusivamente Uro III a partir de PBG, en tanto que ia
banda II para la cua] se caicuïa un PM de 50.000 1 5.000 está
todavia acompañada de unpequeño porcentaje de decarb0xiiasas.

Se obtiene finaimente una fracción muy activa de PSG-asa,
purificada 22 veces. Es importante enfatizar que se trataría de
1a preparación de PBG-asa más activa obtenida hasze ahora.

Otro hecho que se debe comentar y Que fuere observado des
de ias primeras experiencias, es que en e] sobrenaeante de
27.000xg siempre se ha encontrado una actividad casi dos veces
superior a 1a que resuitaria de un sinpie cáicuio de ias unida
des provenientes de] homogenato inicia] y de] contenido proteico
en esa fracción. Este comportamiento tenia aiguna simiiitud con
e] observado con ias enzimas de Eugfiena y en un principio se a
tribuyó también a 1a iiberación de un factor regaiador, por ic
cua] esta posibiiidad se investigó más adeiante.
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P.II. ALGUNAS PROPIEDADES DE LA ENZIMA

PQII.1. Acerca de 1a existencia de un factor reguiador

P.II.1.1. Estacionamiento de ia fracción S

Ya habiamos observado que 1a actividad de} sobrenadante
de 27.000xg era aproximadamente e] doble de 1a esperada, tenieg
do en cuenta 1a actividad de] homogenato inicia]. Esto hizo pen
sar en 1a posibie iiberación de aigün compuesto o factor regu1a—
dor que activara 1a enzima, por anaiogia con e] comportamiento
de 1a PBG-asa de Euglena (Rossetti, 1978) y ia deaminasa de hi
gado de rata (Tephiy, 1975). De acuerdo con e] esooema propues
to para e] mecanismo de acción de este factor (Juknat de Gerai
nik et a]3 1981), su 1iberación podria provocar una aczivación
espontánea de 1a enzima por simpie estacionamiento de una SUS
pensión de S o aún de H en buffer. De manera que se invesvigó
esta posibiiidad, midiendo 1a actividad a io iargo dei tiempo,
de una preparación de S, estacionada, sin agitación a 4 °C. Los
resultados se iiustran en 1a Figura P.II.1.; se observa un decai
miento de 1a actividad en función de ias porfirinas fernadas,
más rápido durante 1a primer semana y iuego más 1ento, iiegando
a un 50% de inactivación airededor de ios 18 dias; a1 cabo de

dos meses 1a actividad remanente era de] 10:. En cuanto a] SUS
trato consumido, después de un pequeño incrEmento de un 752 a
ias 24 horas hubo poco cambio a io iargo de 20 dias; a ios 60
dias, aún quedaba 602 de 1a actividad inicia]. De todas formas,
estos datos no son conciuyentes acerca de ia existencia de un
activador, si bien tampoco la exciuyen, por cuanto podria haber
se ya liberado en forma tota] y en corto tiempo, y no ser io su
ficientemente estabie; sin embargo, esta aiternativa es muypo
co probabïe, dadas ias conocidas propiedades dei factor reguia
dor de EugZena y e] de citoso] de higado de rata (Tephiy, 1975).
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P.II.1.2. Pasaje de 1a fracción S pOr una coiumna de Sgphadex
G-25_.—

Comoya comentáramos, tanto en Euglcna como en higado bg
vino y de rata. se iogró separar un compuesto de bajo peso mole
cuiar activador de 1a PBG-asa. Una técnica simpie consiste en
1a fiitración de 1a preparación enzimática por geles de Sephadex
o simiiares que exciuyen totaimente 1a proteina y retienen moig
cuias de menor tamaño. Se estudió entonces e] comportamiento de
1a fracción S de Rp. paluatnia pasándoia a través de una coium
na de Sephadex G-25 grueso. Los resuitados se muestran en 1a
Tabla P.II.1.

Evidentemente, este tratamiento no afecta 1a actividad
de 1a fracción S, si tenemos en cuenta 1a actividad de ia proteí
na fiitrada PrS expresada en función de] producto formado; hubo
si un aumento notabie en cuanto a1 PBGconSumido, pero recorde

mmos que en conditiones aeróbicas, este pirroi puece : ién con
Sumirse por acción de 1a pirroioxigenasa, de manera, que e] cam
bio observado no seria especifico para 1a PBG-asa.

Se denominó FSp (Supuesto factor reguiador en S de Rp.
paiuatnia) a 1a fracción de bajo PM, compietamente inactiva eiui
da a los voiümenes mayores; vemos que e] agregado de FSp tanto a

H c0mo S no provocó variación significativa, en tanto que apareg
temente disminuyó un 302 1a de PrS. Nuevamente ios datos de] con
Sumode PBGson 11amativos, pero inespecificos. En conseCuencia,
tampoco estas experiencias arrojaron evidencia aiguna acerca de
1a existencia de] factor reguiador de 1a PBG-asa en Rp. patuataia.

P.II.1.3. Efecto de 1a diáiisis

Se intentó asimismo obtener aiguna evidencia acerca de
un factor regulador en Rp. pakuarnia diaiizando ias fracciones
H y S, durante 20 horas c0ntra buffer fosfato de sodio y TRIS-HC]
5 mMpH 7,4. Se mantuvieron como contro] muestras de H y S en
ias mismas condiciones durante igua] periodo, ias que se denOmi
naron H' y S‘. Los resuitados se iiustran en ias Igp}¿¿_g¿¿¿¿g¿
yLQ3

Empieandobuffer fosfato diiuido (Iapjauf¿ll¿ztl se obser
vó que 1a actividad especifica de ambas fracciones, disminuia



TABLAP.II.1.:Pasajede1afracciónSporSephadexG-25

Emporf‘nmolesPBGcnmglï¿—ïggg

mgPm9p

..Proteínas

Fracc1on(mg/m1)nmporf.

H9,83217,3148,807125,3363,75 S2,31114,53031,440133,06287,89

PrS0,7424,90033,108121,73822,47

H+FSp4,9407,7607,850124,55126,06 S+FSp1,1806,88029,150128,38543,97

PrS+FSp0.3961,86023,48085,681.081,84

FSp0,0450,0000.0000,000,00

Laobtenciónde1asfraccionesHySye1sistemadeincubaciónemp1eadoson105deta11adosenMétodos,siendode2horase]tiempodeincubaciónuti1izado.LafracciónPrSseobtuvosembrando10m1de.Senunaco1umna deSephadexG-25grueso(1.8x50cm)equilibradaycorridaconbuffer TRIS-HC]0,05M,pH7,4.Laproteínae1uïdaentreios35y1os65m1se usócomofuentedePrS.E1factorFSpcorrespondea1afraccióne1uídaen tre1os85y110m1.Lare1aciónde¡oscomponentesen1amezciafuede 1:1(vzv).



IABLAP.II.2.:Efectode1adiáIisis

..ProteinasEmocrf.nmoïesPBGc

Fracc1on(mg/m1)nmporf.mgPnmoïesPBGCmgp

118.3413,0407,82135,4361,22 s3,4913,66019,61135,30193,55 H'8,3414,2908,57131,6378,94 s'3.4915,2402|,80124,20177,66

7,305,9834,0999,9668,42 2,296.03313,2098.08214,63

H Sdia] dial

Laobtenciónde1asfraccioneshomogenato(H)ysobrenadante(S)seencuen tradescriptaenMétodos.En1amismasecciónsedetaiïaeisistemadeinÏ cubación,siendo2horase]tiempoempieado.Sediaiizaron10m1deambaS' fraccionesdurante20horas,contra2iitrosdebufferfosfatodesodio pH7,45mM,efectuándoseuntota]decuatrocambioscada60minutos.Dees taformaseobtuvieroniasfraccionesHdia]ySd1ai.H'yS'correspondieronaiosHySconservadosenheiaderaa4°Cenlasmismascondicionesde1a diálisis.E1tubodediáiisisutiiizadofuee]ViskingTubinq8/32.



TABLAP.Il.3.:Efectode1adiáïisis

.Proteinasnm)orfi¿nmoïesPBGc

Fracc1ón(mg/m1)nmporf.—mgnmoïesPBGCmgp

Il10,528.2403,91674,5935,45 S4,348,2149,46390.65104,44 IP10,527,0323,34290,4843,00 S'4,348,?509.501109.88126,59

9,666,4603,34489,1546,14 3,486,990I0,07087,2164,04

Laobtencióndeiasfraccionesenzimática;HySye]sistemadeincubaciónempieadoseencuentrandetaiïadosenMétodos.hahléndoseincubadodurante 1hora.Sedializaron20m1decadafraccióndurante20horas,contra411 trosdebufferTRIS-HC]pH7.45mM,efectuándnseuntotaldecuatrocam bioscada60minutos.DeestaformaseobtuvieroniasfraccionesHdiay Sdia].H'yS'correspondieronaiosHySconservadosenheiaderaa4°C en iasmismascondicionesde1adiá]isis.E1tubodediáïisisempleadofuee] ViskingTubing8/32.



aproximadamente un 50%en función de ias porfirinas formadas;
e] efecto era mucho menor o ninguno teniendo en menta e] con5u
mo de Sustrato. E1 soio estacionamiento a 4 °C prácticamente no
produjo cambios.

Utiiizando buffer TRIS-HC]para 1a diáiisis (lagla_fi¿LLLg¿),
pues según observaciones preiiminares vimos que a iguaidad de
pH ia actividad de 1a PBG-asa de Rp. pakubtn¿a en buffer fosfa
to era menor que en TRIS-HC], tampoco encontramos cambios signi
ficativos de 1a actividad en ios diaiizados o en ias muestras
estacionadas a 4 °C en función de 1a formación de porfirinas.

En consecuencia, no hemos haiiado ninguna prueba ciara 5g
bre 1a existencia de un factor reguiadOr de 1a actividad de 1a
PBG-asa en Rp. paiuáLula.
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P.II.2. Cinética de la reacción y efecto de cationes y aniones

P.II.2.l. Cinética

Ya habiamos observado al determinar la curva de satura
ción por sustrato que la cinética de la PBG-asa de Rp. paiuatn¿a
(Figura P.II.2.) seguia un perfil sigmoideo cuando la velocidad
de la reacción se media en función de las porfirinas formadas,
lo cual estaba indicando la existencia de efectos homotrópicos
positivos y una cinética no michaeliana asociada a la formación
de los porfirinógenos. Esto se c0nfirma y amplifica para la pri
mera zona de la curva realizando el gráfico de Eadie (Eiguga
P.II.3.), donde apreciamos una marcada curvatura correspondien
te a una clara cooperatividad positiva, o bien con los gráficos
de las dobles recíprocas (Ficura P.II.4.) y de un cálCulo del__d—__
coeficiente n de Hill.

Los gráficos de Lineweaver-Burk para la formación de ;'c
ducto son no lineales y el n de Hill es igual a 2.

En cambio si medimos la velocidad en base al conSumo de

Sustrato, el aumento es lineal y la cinética es aparentemente
michaeliana, aunque en estas c0ndiciones experimentales no se
logró alcanzar la saturación. El perfil luego del gráfico de las
dobles recíprocas y el n de Hill igual a l, estarian de acuerdo
con este tipo de comportamiento.

En la Tabla P.II.4. se encuentran las constantes cinéti

cas; el Kmaparente ó 50,5 para la formación de porfirinas está
dentro del orden de los valores obtenidos para la PBG-asa de o
tras fuentes. Es llamativo el valor de la Vmáxpara el Sustrato
con5umido (1.100 nmoles/h), al cual corresponde un Kmde 1,6 mM;
ambas cifras resultan aparentemente altas en comparación con los
pocos valores existentes acerca de estos parámetros para el com
plejo de la PBG-asa, pues más frecuentemente se emplea cemo medi
da de la actividad la formación de producto; se puede afirmar,
sin embargo que son los datos más altos registrados hasta el mo
mento.

En conclusión,se ha observado que la velocidad de forma
ción de los porfirinógenos de tipo III está relacionada en for
ma sigmoidea con la concentración de sustrato, c0n un n igual a
2, en tanto que la deaminasa mostró una cinética michaeliana con
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TABLAP.IIL1;: Constantes Cinéticas

PARÁMETROS PORFIRINAS FORHADAS PBG CONSUMIPE___#_

Vmáx 10 nmoïes/h 1.100 nmoïes PBGc/h

Km 50 un i 1,6 mM

n 2 l 1

Los datos tabuïados fueron caïcuïados de los vaïores repre
sentados en 1a Figura P.II.4.. Los coeficientes de Hi1] (n)
se hallaron de las pendientes de los gráficos de
Iog (v/Vmáx-v) en función de Iog (PBG).
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un n igua1 a-1 (Kot1er et a1, 1983).

Se habia enc0ntrado un comportamiento simi1ar para 1as
enzimas de higado bovino y eritrocitos de ave (Sancovich et a1,
1969 b; L1ambias et a1, 1971); de manera que, dado que no exis
tirian fenómenos cooperativos en 1a reacción cata1izada por 1a
deaminasa, se postu1a que dichos efectos observados para 1a
PBG-asa estarian asociados con 1a isomerasa. Podria suceder que
1a entrada de 1a primer mo1écu1a de PBG, asi como 1as siguientes,
ocurriera sobre 1a deaminasa, en tanto que 1a etapa fina] de i
somerización y cic1ación transcurriera sobre 1a isomerasa. Es
decir, existirian por 1o menos dos sitios, uno sobre cada enti
dad proteica.

P.II.2.2. Efecto de iones

1. Acción de 1a mezc1a C1Na-C19Ma4o-.-.

Recordemosque 1a presencia de ciertas concentraciones
de iones sodio y magnesio producía una activación de 1a PBG-asa
de higado vacuno, ca11os de soya y eritrocitos de ave y para1e
1amente una inhibición de 1as decarboxi1asas (Sancovich et a1,
1969 a; L1ambias y Bat11e, 1971 a, b); resu1tó entonces de intg
rés determinar si estos iones poseían una acción simi1ar sobre
1a PSE-asa de Rp. painataLa , y eventua1mente si SU presencia
odia influir sobre 1a cinética de 1a reacción.P

Se emplearon entonces 1as re1aciones conocidas de una
mezc1a de C1Na 0,6 M: C12Mg0,12 M (1:1), y se ensayó su efecto
sobre 1as fracciones H y S. En 1a Tab1a P.II.5. se enCuentran
105 resu1tados obtenidos agregando 0,15 y 0,30 m1 de dicha mez
c1a. No se observó ninguna variación de 1a actividad, ni de1 ti
po de porfirinas formadas por 1a presencia de 0,15 m1 o v01üme
nes menores (datos no tabu1ados).

Cuando se aumentó 1a re1ación a1 dob1e, apreciamos una
inhibición de1 10 y 30% sobre 1as fracciones H y S respectivamen
te en Cuanto a1 producto formado,acompañada de una disminución
de1 porcentaje deporfirinas de tipo III, sin mayores efectos sg
bre 1as decarboxi1asas.

No hubo en cambio, a1teración en e1 conSumo de sustrato



TABLAP.II.5.: Efecto de 1a mezc1a C1NaJC12Mg

Fracción lnmporf nmporf/mg P nmo1es PBGc Emalfiá-gggg

18,26 9,290 201,02 102,28
19,87 43,010 203,87 441,29

H + 0,15 m1 21,59 10,984 203,78 103,65
S v 0,15 m1 “20,22 43,770 203,?4 440,98
H,¿ 0,30 m1 €16,51 8,397 205,60 104,58
S + 0,30 m1 14,21 30,760 205,66 445,14

La obtención de 1as fracciones H y S y e1 sistema de inCUbación
emp1eado se encuentran deta11ados en Métodos, habiéndose inCUba
do durante 2 horas. Las fracciones enzimáticas H y S contenían
9,83 y 2,3 mg/m1de proteina respectivamente. La concentración
fina1 de Na y de Hg fue de 60 mM y 12 mM (0,15 m1) y 120 mH y
24 mM(0,30 m1) respectivamente.
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en ningún caso.

Evidentemente esta mezcia de saïes de sodio y magnesio
no parece tener e] miSmoefecto estimuïante que se observara
en otros tejidos; notemos aqui que tampoco habia actuado sobre
ias enzimas de Eugiena gnacilta (Rossetti, 1978); Sin embargo
resuitó Iiamativa 1a inhibición sobre 1a fracción S, cuando se
dupiicó 1a reiación usua]. De manera que se decidió estudiar 1as
causas de dicho efecto.

P.II.2.2.2. Efecto de los iones sodio

Tambien empïeando ias enzimas de higado bovino, eritroci
tos de aves y cailos de soya (Liambias, 1971; Sanccvich, 1972)
se habian encontrado efectos activantes de ios iones sodio y pg
tasio a concentraciones entre 1 y 10 mH; a mayores o menores
veiores no había peurrido cambio aïguno. Se inveSIigó entonces
1a acción ce ios iones sodio, bajo las formas de cioruro, aceta
to y fosfato sobre 1a actividad de 1a PBG-asa de Rp. patuaxnis.

Los datos se muestran en ias Tablas P.II.6., P.II.7. y
P.II.8.. Podemosconcluir rápidamente que 1a presencia de iones
sodio, ya sea en 1a forma de cioruro o acetato (Tabias P.II.6 y
P.II.7.), ni estos mismosaniones, tienen efecto aiguno sobre
la actividad de nuestra enzima, aún a aïtas concentraciones; de
manera que ia inhibición producida por 1a mezcia de cloruros de
sodio y magnesio antes observada (Tabia P.II.S.), no se debe a1
cioruro ni a] sodio, restandoenIOnces sóio 1a posibiiidad de] Mg.

Fueron Sumamenteinteresantes los datos obtenidos emplean
do ias saies de fosfato monosódico (labia P.II.8.); se encontró
una ciara y significativa inhibición en 1a formación de porfiri
nas pero sin cambios en e] tipo isomérico, en tanto que 1a res
puesta sobre e] consumo de Sustrato fue muchisimo menos pronun
ciada (Eigura P.II.5.). Descartado compietamente un efecto debí
do a] sodio, Surgió como conseCuencia que esta inhibición era
producida por e] anión P0H3'; ya habiamos observado con anterig
ridad, Cuando se estUdiara 1a infiuencia de] pH y e] tipo de
buffer en 1a extracción y medición de 1a actividad,que a igual
dad de pH, 1a PBG-asa de Rp. palusrnió era mucho más activa en
buffer TRIS-HC]que en buffer fosfato de sodio (Eigura_g¿l¿g¿).



TABLAP.II.6.: Efecto de] ión sodio

[(CINa) í
! ¡TIM g nmporf É nmporf/mg P i nmoïes PBGc ï EEELÉÉ-gggg

I I

1 i 16,714 Ï 18,53 í 230,86 255,94

10 i 16,782 g 18,60 232,16 257,38

50 i 19,777 í 21,92 l 235,89 261,53
100 l 23,140 1 25,65 l 236,78 262,50
150 i 20,680 l 22,92 ' 236,20 261,88

— ¡ 18,706 Á 20,74 ¡ 232,71 257,99
, .

La obtención de la fracción sobrenadante y e] sistema de inCUba
ción se encuentran detaliados en Métodos, empieándose 2 horas cg
mo tiempo de incubación. Se‘utilizó una fracción enzimática que
c0ntenia 4,5 mg/m] de proteina.



TABLAP.II.7.: Efecto de] ión sodio

[(AígNa) g nmporf nmporf/mg P g nmoies PBGC 2221%%—%ÉQ5

1 11,000 17,52 186,74 297,38
10 12,095 19,25 183,19 291,67
50 12,705 20,23 179,92 286,50

E 100 13,805 21,98 182,39 290,44
‘ 150 14,457 23,02 185,17 294,87

11,874 ‘ 18,91 180,62 287,61

La obtención de 1a fracción sobrenadante y e] sistema de incuba
ción se encuentran detaiiados en Métodos, empieándose 2 horas como
tiempo de incubación. Se utiïizó una fracción enzimática que con
tenia 3,14 mg/m] de proteina.



Efecto de 1os iones sodio, como P01H2Na

I a

á (p0;üzxa) nmporf E nmporf/mg P g anÉes P86: EEQlÉÉEP%EE

1 15,006 16,418 95,324 104,282
10 14,070 15,390 94,903 103,839
50 3,456 3,780 93,043 101,801

100 1,518 1,661 87,669 95,905
150 1,498 1,639 77,493 184,785

— 16,566! 18,125 94,970 103,905

La obtención de 1a fracción sobrenadante y e1 sistema de incuba
ción uti1izado se encuentran deta11ados en Métodos, emp1eándose
2 horas como tiempo de incubación.
4,57 mg/m1 ¿e proteina.

La fracción enzimática contenía
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Teniendo en cuenta estos resultados, dado que 1a infiuen
cia de] anión fosfato sobre estas enzimas aün no ha sido estu
diada, y que aparentemente podria Suministrar información muy
útil en cuanto a 1a acción de 1a PBG-asa, se procedió a investi
gar este fenómeno con más detalie.

P.]I.2.2.3. Efecto de] anión fosfato

En base a la interesante respuesta de 1a PBG-asa de Rp.
patuazn¿a frente a] anión fosfato, se estudió e] efecto dei mis
mo a 1as concentraciones finaies de 10, 50 y 100 mHempieando
concentraciones variabies de Sustrato.

Analizando primero los datos de actividad en función de
ias porfirinas formadas, observamos (Figura P.II.6.) que 1a pre
sencia de cantidades crecientes de fosfato disminuye 1a forma
ción de prefecto, io cua! se aprecia aún mejor graficando díreg

e ce inhibición en función de 1a concentratamente e] por: ente;
(Fi P.II.7.), sin embargo, por Io menos a 1ación de] anión ura

concentración ja de fostato, no se alteraria 1a cinética
sigmoidea de 1a reacción, COmOse confirma a1 reaiizar ios grá
ficos de ias dobles inversas (Figura P.Il.8.) y de un cálcuio
de ios n de Hi1], que se mantuvieron en e] vaïor de 2. Se obseg
vó además que a ias concentraciones mayores de inhibidor (50 y
100 mM)ocurriría abarerzemente una cierta inhibición por exce
so de sus:rato.

Representando, tanto 1a veiocidad directa de 1a reacciónr
comosu inversa, en función de 1a concentración de fosfato ([1
ggra P.II.S.) se pone ¿e manifiesto una vez más 1a existencia
de una cinética no michaeiiana.

Si ahora prestamos atención a ias curvas de saturación en
base a1 PBGc0nsumido (Eigura_giii;lg¿), observamos que hasta
10 y 50 mHtampoco se modificó ei comportamiento michaeliano,
pero ya a 100 mMhubo una desviación de] perfi] hiperbóiico,
c0motambién Surge de 1a representación de ias dobies recíprocas
(Eiggra P.LLLLL;), según 1a cua], a bajas concentraciones, e]
fosfato parecería actuar en forma incompetitiva. Este tipo de
inhibición es bastante raro, en particuiar cuando se trata de
reacciones con un único Sustrato, pero tengamos en cuenta que
1a PSG-asa empiea 4 moiécuias de] mismo sustrato y eventuaimen
te 1a iSOmerasaactuaria sobre un sustrato poiipirriimetano;



v(nmolesporf¡rimas/hora)

3m
10

(PBG) pM n10

20

Efecto de distintas conceg
trac10nes de fosfato sobre
1a veïocidad de formación
de porfirinas
O sin agregado de inhibi
dor; Ü 10 mH; A 50 um;

V 100 mH



Inhibición(%)

FIGURAP.II.7.:

50 100
(fosfato) mM

Porcentaje de inhibi
ción (respecto a ias
porfirínasformadas) en
función de 1a concentrg
ción de fosfato.
f-O““) 24 2M PBG;
k-o-n) 72 uM PBG;
F-o--) 143 uM PBG;
b-o-—) 215 uM PBG



L\‘

0.3

v-ï(nmoles¡,won'íirirmas/h)‘1

ob)

1 4 L 1

1.o 20 3o ¿.0

(PBGH ¡JM-1x1o-3

Gráficos de Was dobïes recíprocas en pre
sencia de distintas concentraci0nes de
fosfato considerando 1a veïocidad en fun
ción de 1a formación de porfirinas.
Osín agregado de inhibidor; Ü 10 mH
A50 mH; V 100 mH



v(nmolosporhrmas/h')

bm

N
v-¡(nmolesporfirinas/h)-1

(fosfato) mM

FIGURAP.II.9.:

100
(fosfato) mM

A. Veïocidad de fOrmación de porfirinas en fug
ción de 1a concentración de fosfato
B. Inversa de 1a veïocidad de formación de por
firinas en función de 1a concentración de inhi
bidor
6-0”) 24 uH PBG; 0-0 J
(- O-—) 143 uH PBG;

72 un PBG;
(—o—) 215 uM PBG



300.

z A\
‘ÉC)ZD_
U

C)
m

L0
m
E 100
E
E
>

10 20

FIGURAP.II.10.:

(PBG)pM ¡10

Curva de saturación por PBG
en presencia de distintas
concentraciones de fosfato,
considerando 1a veiocidad
c0mo consumo de Sustrato.
Osin agregado de inhibidor;
I 50 mH; A 10 mH; V 100 mM.



v-1(mnolesPBGcons./h)-'1x10-2

Parámetros Hnétítos
. Km Vmáx

s‘stem° (mH) (nmoïes/h) "

Sin P0.” 1,66 1.200 1.0

P0.3- "IO mM0,80 833 'l.
so'mn 0.66 500 1.o

St

4.

2

1 L

/ 1 n 1 4
10 20 30 ¿.0

FIGURAP.II.1].:

(PBGH pM-Ï x1o-3

Gráficos de 1as dob1es recípro
cas en presencia de distintas
concentraciones de fosfato, consi
derando 1a veïocidad en función
del sustrato conSumido
O sin agregado de inhibidor;
I 10 mM; A 50 mM; V 100 mM



708

por 10 tanto, ios efectos cinéticos-ejercidos por inhibidores
pueden ser bastante más complejos que para e] modelo simpie de
un soio sustrato.

Por otro 1ado, a una concentración de 100 mMe] efecto
de] fosfato es dificii de interpretar, haciéndose más evidente
1a existencia de fenómenos de interacción, posibiemente entre
ei PBGy e] inhibidor que modificarian'negativamente 1a veloci
dad de entrada dei primero en 1a enzima. Esto üitimo podria ta]
vez expiicar 1a disminución en e] consumo de sustrato para con
centraci0nes de fosfato superiores a 50 mM(Figura P.II.1g¿).

Ya se habia observado, que si bien e] fosfato inhibia 1a
sintesis tota] de porfirinas, no modificaba sin embargo e] tipo
iSOmérico de ias mismas; esto se confirmó con esta nueva serie
de ensayos (Fiqura P.II.13.), comparando por ejemplo ios datos
provenientes de] sistema sin agregado y en presencia de 10 mM
de fosfato- E] porcentaje de tipo III y I fue coincidente; con
exceso de 333 se observó apenas un Iigero aumento (12-15%) de]
tipo III sobre e] tipo I, en ias mezcias conteniendo fosfato,
que si bien podriamos considerar poco significativo, no deja

1de ser

Es evidente entonces, que los iones fosfato poseen un
efecto muy particuiar sobre 1a PBG-asa de Rp. palusznia. Notemos
que diSminuyen 1a sintesis tota] de porfirinas, pero no modifi
can ni ia cinética (se conserva e] n de Hi1] igual a 2, para 1a
menor concentración) ni e] tipo isomérico, y además, inhiben
e] consumo de PBGsin aiterar tampoco e] comportamiento michae
1iano, pero si ios correspondientes_parámetros Cinéticos.

Aceptando que en 1a reacción de sintesis de porfirinógenos
OCurre primero una poiimerización de] PBGhasta iiegar a un tetrg
pirriimetano (TPM)iinea], ordenado, producto de cuatro conden
saciones cabeza-c01a de] pirro], e] cua], en ausencia de isomera
sa se cicia para dar e] Urogen I, en tanto que, enpresencia de
1a Isomerasa, tiene iuoar una isomerización de] aniiio D de ese
biiano para iuego ciciarse formando e] Urogen III; estos datos
nos están indicando ciaramente, que e] fosfato actúa a nive] de
conSumo de PBG, en 1a etapa de formación de 10s intermediarios
poiipirróiicos, disminuyendo SUconcentración y por ende 1a can
tidad de porfirinas, pero no ejerce ninguna acción sobre 1a Isg
merasa.
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Si es cierto que el sustrato de la Isomerasa es un TPM
ordenado. producto de la acción de la Deaminasa sobre el PBG,
entonces el fosfato tendria una acción selectiva sobre esta en
zima, de manera que resultaria muy interesante determinar si es
te anión es un efector de la Deaminasa aislada.

Recordando,que habiamos postulado (Batlle y Rossetti,
1977), que, en la unión del PBGa la Deaminasa Son importantes
ciertos grupos cargados positivamente, probablemente restos c g
mino, imidazólicos o guanidinos (Pollack y Russell, 1978), que
servirian como sitios de reconocimiento del PBGa través de sus
cadenas de propionato y acetato, y dado que este tipo de residuos
se encuentra en el sitio activo de una serie de enzimas cuyos
Sustratc contienen prupos carboxilato o fosfato (Riordan, 1973;
Riordan e: al, l977), es posible que en este caso, el anión
fosfato neutralice parcial o totalmente estas posiciones. Por
cuanto sobre la Deaminasa habria por lo menos dos puntos de con

eza, podria llegar a formarse un complejo
'U |D m ‘<l el inhibidor - E-PBG-I - que produci

ria precisamente un patrón cinético incompetitivo. En esta forma
a el P35 no estaria unido correctamente como para conti

c nose co otras moléculas de sustrato, disminuyendo
asi su con5umo, y no es de esperar que un aumento de Sustrato pug
da revertir este efecto, comoobserváramos experimentalmente; cg
mo resultado, quedagia menor cantidad total de enzima disponible

lpara la Formacion ce os intermediarios normales y su posterior
iscmerizacién y ciclación por la Isomerasa.

No podemosdescartar otras explicaciones para estos feng
menosy será muy ütil la investigación del efecto de otros anig
nes polivalentes sobre el comportamiento de la PBG-asa y la Dea
minasa, ya que aparentemente el cloruro y acetato no habian mo;
trado acción alguna (Tablas P.II.6 y P.II.7.);
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P.11.2.2.4. Efecto de ios iones Mgïi

En 1a búsqueda de] conocido efecto estimuiante de] Mg++l
sobre 1a actividad de 1a PBG-asa de Rp. paiudtnia encontramos,
que a una determinada concentración de este ión, ocurria una dis
minución de 1a cantidad tota] de porfirinas formadas, en lugar
de] esperado aumento.

Se trató de averiguar entonces, qué Sucedia con esta enzi
ma a1 variar 1a concentración de Mg++(bajo 1a forma de cloruro)
entre 1 y 150 mM, empieando una concentración de PBG de 176 uH.
Los reSU1tados se muestran en 1a Figura P.II.14.; ya a 1 mMhubo
una cierta inhibición que aumentó a] incrementarse 1a concentra
ción de Mg

En base a estos datos se decidió anaïizar e] efecto de]
+ . .

Mg sobre 1a PBG-asa a concentraCiones de 50, 100 y 150 mM, utl
iizanjo cantidades variabies de PBG.

en cuenta 1a velocidad de formación de porfio

rines (Ficura P.II.15.), se observó nuevamentee] perfi] sigmoi
dee en ausencia de iones, mientras que, con e] agregado de Hg++
53 nH habria cierta modificación en 1a cinética, asociada a una
activación a 1a menor concentración de PBG, seguida de inhibición;
para ioo y 150 mMde Mg++hubo disminución de ia actividad a to
das ias concentraciones de Sustrato.

Estos Fenómenos se viSuaiizan en una farma más directa,
si TEDFESEñZamOSias veiocidades de formación de porfirinas
(Fioura P.TI.16.) o e] porcentaje de inhibición (Figura P.II.17.)

._ ._ ++
en funCion de 1a concentraCion de Mg . Para vaïores de PBG supe

. ._ . . . . . ++riores a 72 pH apareCio Siempre e] efecto inhibitorio de] Mg ;
sóio para 24 pM de PBGse reveió 1a acción activadora de dicho

._ _ . ++ _ .
cation, pero unicamente a 50 mMde Mg ; este uitimo efecto se og
serva aün más ampiificado en 1a Ejgg¿a_P;I[¿17.

De ios gráficos de ias dobies recíprocas (Fioura P.II.18.)
. . ++ . . .

apreCiamos en esta serie de ensayos, que e] Mg modifica 1a cl
nética inhibiendo 1a formación de porfirinas y lievando e] n de
Hiii de 2 a 1.

La veiocidad de conSumo de PBGen función de 1a concentra
ción de sustrato (figura P.Il¿12;) prácticamente no se modificó
en presencia de 50 mMde Mg++; hubo inhibición a 100 mMsin a1
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terar el perfil cinético, en tanto que a 150 mMel efecto fue
mayor, influyendo además sobre el comportamiento michaeliano de
la enzima. Estos re5ultados se aprecian claramente en la Elgg;
ra P.II.2Q¿

Los gráficos de Lineweaver-Burk (figura_jgjl.21.) están
de eCuerdo con lo ya discutido; sólo debemos añadir que a concen
traciones superiOres a lOO mMde Mg++ también disminuyen el Km
y la Vmáx, pero sin responder a un modelo definido, dado que pro
bablemente estén ocurriendo una combinación de efectos individua
les.

En Cuanto al tipo isomérico ([jgg¿a_f¿ll¿gg¿), es interg
sante que ya a 50 mMhubo una ligera estimulación del tipo III,
cuando la concentración de PBGfue de 24 pH, coincidente con el
efecto estimulante sobre la velocidad de formación de porfirinas
o

el V" ' actuó eeuciendo significatixamente el porcentar

:el tizo ¿33, can el aumento correspondiente del isómero I.

Según los re5ultados aqui obtenidos con la enzima de Rp.
n ¿ . ., ++r:¿;5«:¿5, se deduce cue la acc1on del Hg sobre la PBG-asa es

. . ., ++
ega. A baja c0ncentrac10n de sustrato, el Mg pug

, estimulando ligeramente la serie III, en tanto que,

c

'e, a determinadas concentraciones activar la sintesis total de
s

+.r aciones más altas de PBG, por arriba de 50 mH de Mg+
:e catiár sieïtre la inhibe, disminuyendo significativamente

. hay además cambios en el comportamiento cinético,
reduc1éndose el n de Hill de 2 a l.

El Mg T también tiene acción negativa sobre el con5umo
de Sustrato, a concentraciones de lOO mMo mayores, para valores

l
de PBG Superiores a 72 uN.

Recordemos una vez más que el Hg++ activaba la PBG-asa
de callos de soya (Llambias, l97l), de eritrocitos de aves (Llam
bias y Batlle, l97l b) y de higado bovino (Sancovich, 1972) a
concentraciOnes entre l y lO mM, produciendo además una mayor
formación del isómero III. Estos hallazgos han sido confirmados
recientemente por Clement et al (l982) con la enzima de higado
de rata. Podemos agregar que, a concentraciones mayores que 25 mM
de Mg++, la formación de porfirinas producida por la PBG-asa de
estas mismas fuentes disminuye fuertemente; esta inhibición se
hace extensiva asimismo al con5umo de PBG, si bien en menor gra
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do. A 10 mM, e1 Mg++ también activó 1a Deaminasa de higado bovi
no (Sancovich, 1972), re5u1tando inhibitorio su efecto a mayo
res concentraciones; es 11amativo que, a concentraciones Supe
riores a 10 mMinhibieron 1a formación de porfirinas obtenidas
a partir de Deaminasa de eritrocitos de ave pero sin afectar
significativamente e1 consumo de PBG (L1ambias y Bat11e, 1971 b).

En e1 grupo de experiencias con-1a PBG-asa de Rp. palab
tn¿ó hemos encontrado efecto estimu1ante con 50 mMde Mg++, pe
ro a bajas concentraciones de PBG. Cuando cubrimos e1 rango
1-150 mM(Ejguggmfi¿11¿lí¿), en todos 1os casos hubo inhibición;
sin embargo notemos que en esos ensayos 1a concentración de PBG
fue de 176 pH, concordando 1uego estos datos c0n1os 1ogrados a
ese va1or de PBGCuando se varió e1 rango de Sustrato entre 24
y 215 uM(Fioura P.11¿láj. Además, en todos 1os otros tejidos en
10s cua1es se habia observado e1 efecto activante de1 Mg++, en
tre 1-10 mM,1a cOncertraciór re1ativa de PBGhabia estado entre
5-30 uM.

ReSu1ta entonces conc1uvente cue esa acción estimu1ante
++ _ .,. ¿ . .de1 Hg so1o se man17725;¿ a C1Er as concentrac10nes de] meta1,

en e1 entorno de 10 EH, y a;are.temente, cuando 1a enzima no esn

tá tota1mente saturada de Sustrato.
.. . ++ _ .

ASimismo es ev1dente que e1 Mg actua sobre e1 comp1eJo
de 1a PBG-asa. tant; a nivei de Deaminasa como de Isomerasa.

Ya habiamos :55:u:a:s 35:11e I Rossetti, 1977; L1ambias,
1971 y Sancovich, 1972- "
de asociación-disociac

1 Hg podria producir fenómenos
a enzima que condujeran finalmente

a un ordenamiento estructura1 óptimo para 1a actividad. Se ha
propuesto asimismo, que ciertos cationes diva1entes, como e1 Mg++
podrian actuar en e1 sitio cata1itico de 1a Isomerasa (Scott et
a1, 1976).

Los r95u1tados obtenidos con Rp. palusztás estarian de
aCuerdo con estas hipótesis; pero Surge además, que e1 Mg++debe
ria actuar sobre diferentes sitios. Asimismose vis1umbra una
cierta interacción con e1 Sustrato y es muy posib1e que e1 meta1
y e1 PBGtengan un 1ugar de unión independiente sobre 1a protei
na. A concentraciones re1ativamente bajas de ambos, cada uno pa
receria funcionar de manera ta1 que se 1ograra dicho ordenamien
to estructura1 óptimo a1 Cua1 nos hemos referido. Sin embargo
por aumento de 1a concentración de Cua1Quiera de e11os, se des



truiria ese equiiibrio idea]; ta] vez e] Mg++ocupara o bloduea
ra e] sitio de] PBGtanto sobre 1a Deaminasa (dado que se redu
ce e] consumo de PBG), como sobre 1a Isomerasa; eventuaimente
e] Mg++podria disociar a esta üitima de] compiejo (por cuanto
a] aumentar e] meta] van desapareciendo 1os efectos h0motrópi
cos caracteristicos.de 1a cupia Deaminasa-Isomerasa), con 1a
consecuente disminución de ias porfirinas de tipo III. Otra a1
ternativa adiciona] seria que e] Mg++impidiera 1a liberación
de] TPMproducto de 1a Deaminasa y sustrato de 1a Isomerasa, lo
que se traduciria también en una disminución en 1a formación tg
ta] de porfirinas (tipos I ó II], según actuara sobre Deaminasa
o PBG-asa), y en un menor con5umo de PBG, a] quedar menos enzi
ma 1ibre disponibie para nuevas poiimerizaciones de] sustrato.
Es muy factible que e] patrón resu tante que observamos experi
mentalmente, sea entonces una Sumade 1as distintas inhibicio
nes o efectos individuaies sobre los dos componentes de] comple

."Jjo PB -asa.

Si bien se ha confirmado ia acción activadora de ios iones
++ .., . . ¿ .Mg , como digeramos a1 comienzo, hemos encentrado una serie de

efectos Sumamenteinteresantes, de remera que re5u1tará sin du
da valioso, continuar investigandoios, con e] objeto de aportar
nuevos datos para 1a eïucidación de] mecanismo de acción deestas
enzimas.



P.II.2.2.5. Efecto de ios iones amonio

Es ya muy conocida 1a acción inhibitoria de] amonio so
bre e] sistema de ia PBG-asa (Batiie y Rossetti, 1977).

Recordemos brevemente que estos iones actúan enia etapa
de 1a ciciación e isomerización, modificando fundamentaimente
1a cantidad tota] y/o e] tipo isomérico-de ias porfirinas for
madas, en tanto que no afectan e] consumo de Sustrato o io ha
cen en mucho menor grado.

Tanto ei amonio como 1a hidrOxiiamina han sido empieados
con frecuencia como inhibidores de 1a Deaminasa (Davies y Neu
berger, 1973; Pluscec y Bogorad, 1970; Recrer y Bogarad, i972),
siendo estos muy útiles para 1a eCumuiación de intermediarios
polipirróiicos de distinta longitud, en 1a reacción de poiime
rización de] PBGen porfirinas.

Resuitó entonces de inte r E

(en 1a forma de cioruro) sobre ia PES-ase de RH. patusïtis.

En una primera serie de ensayos, se observó e] comportamien
to de la enzima frente a cantidades crecientes de amonio a una

concentración de PBGde 176 uM. Los reSuitados obtenidos (fig_
ra P.II.23) confirman observaciones previas en e] sentido de
que ya a vaïores superiOres a 1 mMse aprecia una significativa
inhibición en 1a sintesis tota] de porfirinas; esa inhibición a!
menta rápidamente entre iO y 50 m”, res:a un 36ï para 1a üitima
concentración, pero luego aicanza sóio un 45% con 150 mM. E1 con
sumo de PBGen cambio, prácticamente no se alteró.

Comohemos observado a io iargo de eSte trabajo, 1a acción
de ciertos iones sobre 1a PBG-asa depende además, de 1a concen
tración de sustrato, y recordando que en e] caso de ias enzimas
de higado bovino se demostró que e] amonio inhibia competitiví
mente 1a ISOmerasa y no c0mpetitivamente 1a Deaminasa (Sanco
vich et a], 1969 b), se resoivió estudiar e] c0mportamiento de
1a PBG-asa de Rp. patastnia frente a 50, 100 y 150 mMde amonio,
a concentraciones variabies de PSG.

Anaiizando ios gráficos de ias directas, 1a veiocidad de
formación de porfirinas en función de] con5umo de Sustrato (Fi
guia 34314254) mostró nuevamente e] perfi] sigmoideo correspon
diente a 1a enzima sin agregados, en tanto que concentraciones
crecientes de amonio re5u1taron inhibitorias en grado correspon
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diente, para vaiores de PBGsuperiores a 30 uM, aundue modifi
cando sóio parciaimente e] perfi] cinético. También observamos
en esta serie de experiencias, en concordancia con 10s datos
preiiminares (Figura P.II.23), que 1a máximainhibición iograda
estuvo en e] orden de] 43% (¿ig!¿¿_g;tt;gg), a 1a mayor concen
tración de PBG (215 pM) y de inhibidor (150 mM).

En ios dos gráficos anteriores,'se apreciaba que a 1a me
nor concentración de sustrato no habia grandes variaciones en 1a
veiocidad, 10 cual se observa mejor en 1a figura P.LL;gg, insi
nuándose todavia a 150 mHde amonio un ligero aumento de 1a fo:
mación tota] de porfirinas. Surge asi, ciaramente que 1a concen
tración de sustrato es un factor importante en reiación a] grado
de inhibición de] amonio.

De ios gráficos de ias dobies recíprocas (figura P.IL¿gl)
se confirma que e] amonio inhibe 1a sintesis tota] de producto,
disminuyendo e] Kmy 1a Vmáx, pero sin res:;n:er a un rodeio cg
nocido, io cua] habla una vez más, de 1a exis:en:ia de
binación de efectos separados; además, como s
curvas de saturación, e] amonio modifica levemente la
de 1a reacción, tendiendo e] n de Hi1] de 2 a 1,5.

Es conveniente a esta a1tura de] análisis ocuparnos de
1a acción de] amonio sobre e] tipo isomérico de 1as porfirinas
formadas (Figura P;II.28). En estudios previos de nuestro 1abg
ratorio (Batlie y Rossetti, 1977; Liambias y Batïie, 1971 a, b;
Sancovich et a], 1969 a, b) y de otros grupos (Bogorad, 1963;
Frydman y Feinstein, 1974), se habia observado que e] amonio in
fiuia en forma c0nsiderab1e sobre 1a isomerasa.

En cierto modo, Ios datos de este trabajo han confirmado
1a idea genera], pero indudabiemente, e] empleo de un rango bas
tante ampiio de concentraciones de PBGha producido resuitados
aigo inesperados que no son fáciles de expiicar, en base a ias
hipótesis hasta ahora propuestas.

Vemosque a bajas concentraciones de sustrato, e] amonio
disminuye sensibïemente y en forma creciente e] porcentaje de
tipo III. Aumentando e] PBG, a airededor de 70 uM, a 50 mH e]
inhibidor, no 5010 no afecta la formación de isómero III sino
que hasta 1a estimuia iigeramente; por otro iado, a 100 mMape
nas disminuye e] porcentaje de tipo III siendo también menor su
efecto a 150 mM. Cuando 11egamos a saturación con Sustrato, e]
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(n-o -) 24 uM-PBG;
c 0-) 72 un PBG;
(_-o-q 143 uM PBG;
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amonio 50 mMvueïve a reducir iigeramente e] isomero III, mien
tras que se compensa o revierte aún más e] efecto a 150 mMya
que sólo se reduce en un 10% 1a proporción de tipo III y a
100 mMsucede algo reaimente 11amativo, pues aumenta e] porcen
taje de] isómero III, es decir aparentemente habria una activa
ción de 1a Isomerasa, pues tengamos en cuenta que 1a sintesis
de porfirinas totaies era menor que e1 contro]. Si incrementa
mos aün más 1a concentración de PBG, se mantiene la máxima reïa
ción de isómero III obtenida en presencia de amonio 100 mMy
ésta mejora aün más en e] sistema que contiene 150 mMde amonio.

Con estos datos, decidimos entonces recaICUiar 1a veioci
dad de 1a reacción, en base, soiamente a 1a cantidad de isómero
III formado, como una medida aproximada de 1a acción de] amonio
sobre 1a ISOmerasa, y de ios gráficos de las dobles recíprocas
(Figura P.]I.29.), encontramos que para ias tres concentraciones
más altas de PBG, no se modifica 1a velocidad máxima de forma
ción de isómero III, si bien aumenta elle, de manera que en e
sas condiciones, el amonio se estaria comportando como un inhi
bidor competitivo de 1a Isomerasa. Recordemos que Sancovich et
a] (1969 b) habian observado que e] amonio era un inhibidor
competitivo de 1a Isomerasa, aunoue a todas ias concentraciones
de Sustrato ensayadas.

E1 análisis de los datos de 1a veiocidad de reacción en
base a] consumo de sustrato es reiativamente más simpie. E1 amg
nio no afecta e] conSumo de PBGni e] c0mportamiento cinético
de 1a enzima (Figura P.II.30); se aprecia c1aramente en 1a Fi 
¿a_P.II.31 que a todas ias concentraciones de Sustrato ensayadas,
1a veïocidad de reacción es constante. De 1a representación de
las dobies recíprocas (¿ig¿¿¿_g;¿¿;gg), tanto para e] contro] cg
mo para ias tres concentraciones de amonio obtenemos trazos Ii
neaïes prácticamente coincidentes, sin cambios en e] Km, en ia
Vmáx ni en e] n de Hi1].

De acuerdo con Ios resuitados obtenidos, e] amonio dismi
nuye 1a cantidad tota] de porfirinas formadas a concentraciones
crecientes de inhibidor y sustrato, modificando sñio iigeramente
1a cinética de 1a reacción, en tanto que, respecto a] tipo iso
mérico, su acción inhibitoria sobre 1a Isomerasa disminuye a]
aumentar 1a concentración de sustrato, evidenciándose una intg
racción c0mpetitiva entre e] PBGy e] amonio, y a ciertas con
centraciones de Sustrato e inhibidor, parece estimuiarse una
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mayor formación de isómero III a expensas de] tipo I. ET amonio
no afecta en cambio e] consumo de PBG.

En consecuencia, este inhibidor actuaria, comoya se pro
pusiera, a nive] de 1a cicTación e isomerización de Tas porfiri
nas. Dado que no modifica Ta veiocidad de consumo de PBG, pero
disminuye Ta formación de producto, de acuerdo con ias ideas más
recientes acerca de que e] Sustrato de.1a Isomerasa es e] TPMTi
nea] producto de Ta acción de Ta Deaminasa (Jordan y Berry, 1980;
Battersby et a1. T979). estos datos nos están sugiriendo que e]
amonio no tendria ningún sitio de unión sobre 1a Deaminasa, pero
como disminuye Ta cantidad tota] de porfirinas formadas, debe ha
ber menOr cantidad de TPMdisponibTe para su posterior cicTación
a Uro I o ISOmerizción y cicTación a Uro III. Esto podria debe:
se a una reacción directa de] amonio con Tos intermediarios di
y tripirróTicos nacientes, formando un derivado básico con Tos
mismos que se Tiberaria de 1a Deaminasa, como lo demostraron Da
vies y Neuberger (1973) a] estudiar Ta acción de] amonio y otras
bases nitrogenadas sobre Deaminasa aisTada. Sabemos además que
Tos intermediarios libres son Sustratos pobres de estas enzimas
(Rossetti et a], 1977). Comoresuitado fina] de todo este procg
so, 1a cantidad tota] de porfirinas disminuye. En conclusión, e]
amonio no actüa directamente sobre 1a Deaminasa,sino que atrapa
ria y Tiberaria a] medio intermediarios poTipirróiicos reducien
do 1a concentración de TPMunido a Ta enzima.

Pero Ta sola disminución de 1a cantidad de TPMno aTcanza

a expTicar Tos compTejos cambios en e] tipo isomérico.

Es muy probabTe que e] amonio posea un sitio de unión a
iostérico sobre 1a Isomerasa, de manera que cuando este ión se
une a Ta misma, induce cambios conformacionaTes en Ta proteina
que finaimente dificuitan Ta entrada de] TPMy su consiguiente
isomerización, cicTándose directamente a Uro I, disminuyendo asi
eT porcentaje de isómero III. Sin embargo no debe descartarse
Ta probabiTidad de que , a ciertas concentraciones e] amonio tag
bién pueda actuar como un efector positivo, aunque probabiemene
te por unión en otro sitio diferente favoreciendo ya sea Ta en
trada de] TPMo una óptima asociación entre Deaminasa-Isomerasa,
anáiogamente a To propuesto para Tos iones Mg++, K+ y Na+, por
cuanto se ha observado, con ias enzimas de higado bovino (Sancg
vich et a1, T969 a, b) y eritrocitos de ave (LTambias et a],
1971) que a concentraciones de am0nio entre 0,1 y T mM, éste



aumentala sintesis total de porfirinas:

En base al comportamiento competitivo entre el amonio y
el PBG, observado sobre la Isomerasa de higado bovino (Sanco
vich et al, 1969 a, b) habiamos postulado que los iones amonio
podian inhibir la ISOmerasa por unión al mismo sitio que el
PBGo al sitio de unión del polipirrilmetano; en ambos casos sg
bre esta enzima (Stella et al,197l; Batlle y Rossetti, l977).
Los resultados de este trabajo excluirian la posibilidad de una
acción competitiva con el TPM,o sea a nivel de sitio activo, pg
ro no, la de una unión en un posible sitio del PBG; sólo que
tendriamos que modificar o aclarar cuál seria entonces ese sitio
de unión para ambas moléculas proponiéndose ahora que el PBG
debe tener un sitio de unión sobre la Isomerasa diferente del
sitio activo y quizás este razonamiento algo distinto al que
veníamos planteando hasta este momento, esté más de acuerdo o
o corresponda mejor con algunos parámetros cinéticos.

Es posible entonces, Que exista un segundo sitio de unión
del PBGsobre el complejo y que sea en realidad unsitio alosté
rico sobre la Isomerasa. En el sitio activo de la Isomerasa se
uniria su verdadero sustrato, el TPM.

Recordemos también, que en algunos tejidos se ha observa
do una ligera inhibición de la formación de porfirinas por la
PBG-asa, debido a egceso de PBG, acompañada frecuentemente de una
disminución del isómero III (Cornford, l964; Clement et al,
l982; Sancovich et al, 1969 a). Tal vez cuando el PBGocupa ese
sitio alostérico actüa regulando (positiva o negativamente) la
entrada del TPM,segün las necesidades fisiológicas; asi, fren
te a ungran exceso de Sustrato por ejemplo, llevará a una dismi
nución de la formación total de porfirinas. En este último caso,
no puede descartarse la posibilidad de que una alta concentra
ción de PBG, además bloquee la entrada del TPMal sitio activo.

Se podria por otro lado, considerar a la Isomerasa como
la unidad regulatoria del complejo, pues hemos observado que
su presencia influye sobre la cinética de la reacción, disminuyen
do asi o controlando la actividad de la Deaminasa (Batlle y
Rossetti, l977; Sancovich et al, l969 a); es bien conocido además
el hecho de que cuando separamos la ISOmerasa dela Deaminasa, ya
sea por calentamiento, diálisis, etc., aumenta significativamen
te la actividad de esta última (Batlle y Rossetti, 1977). Tam



bién recordemos que e] PBGy e] amonio protegen a 1a Isomerasa
de su inactivación por e] caior y Ta acción de ciertos reacti
vos (LTambias, 1971; Sancovich, 1972; Sancovich et a], 1969 a).

En consecuencia, es aTtamente probabTe que sobre Ta Iso
merasa tengamos, además de] sitio activo para e] TPM(sobre e]
cuaT eventuaimente e] PBGpodria actuar), un sitio aiostórico
para e] PBG; sin embargo, podemos todavia ser más especuTativos
y ampiiar este concepto, proponiendo que ese sitio seria en rea
Tidad un sitio reguTatorio en e] cua], según Tas condiciones
de] medio, pueden ubicarse y actuar, además de] PBG, otras moïg
cuTas pequeñas como por ejempTo e] amonio. Segün sus concentra
ciones reTativas y afinidades, estos efectores aTostéricos po
drían funcionar, ya sea estimuTando o inhibiendo e] sistema;
aún más en Ta presencia simultánea de dos de eTTOS, podria Tiea
gar a existir una competencia, cuyo efecto fina] dependeria de
1a cTase de efectores en juego. Agreguemos que e] hecho de que
Ta inhibición por amonio aún a cencentraciones de 150 mM(estos
resuTtados) y hasta 200 mM(Liambias T971; Sancovich, 1972) no
pueda superar nunca e] 40-45%, está de acuerdo con un comporta
miento competitivo entre sustrato e inhibidor.

Los datos obtenidos en este trabajo se ajustan a Ta hipg
tesis propuesta. Vimos que a bajas concentraciones de PBG, no se

modificaba 1a formación tota] de porfirinas, pero disminuia
significativamente eT porcentaje de isómero III con cantidades
crecientes de amonio. Es decir en estas condiciones, todo e] PBG
seria transformado muy rápidamente por Ta Deaminasa en e] TPM,
sin que e] amonio Pudiera actuar a nivel de intermediarios, en
cambio, éste, se uniria, aparentEmentecon gran faciiidad a1 si
tio aiostérico sobre Ta Isomerasa, dificuTtando Ta entrada de
ese TPMy disminuyendo correspondientemente Ta formación de isó
mero III, tanto más cuanto mayor Ta concentración de amonio.
Tampoco podemos descartar 1a posibiTidad de que e] amonio, a cie:
to niveT, actúe produciendo una disociación de] compTejo Deami
nasa-Isomerasa o interfiriendo con su interacción, comoya habia
mos postuTado (Sancovich et a] 1969 a, b; SteTTa et a], 1971).

A] aumentar 1a concentración de PBGa 72 uN, aparecia
una disminución en Ta veiocidad de formación de porfirinas con
e] amonio, sin embargo Tos efectos sobre e] tipo isomérico eran
mucho menores. En este caso podria ocurrir que parte de] PBG



liegara ahora aÉdespiazar a1 amonio de] sitio aiostérico sobre
la Isomerasa revirtiendo su acción (no necesariamente e] PBG
debe desp1azar a1 amonio, podria quizás unirse a1 mismo sitio
e impedir que e] inhibidor indujera cambios conformacionaies
negativos en 1a enzima); adicionaimente e] PBGpodria producir
efectos positivos. De todas maneras a estas concentraciones, am
bos efectores estarian aCtuando competitivamente. E1 amonio 11
bre seria capaz de atrapar y Iiberar intermediarios di o tripi
rrólicos produciéndose menos TPM.

Liegando a Saturación con sustrato (143 uM) vemos que
éste Iogra revertir aün más eficientemente 1a acción de1 amonio,
deSpiazándoio casi totalmente de] sitio aiostérico o c0mpensan—
do su efecto negativo, para concentraciones hasta 150 mM;aunque
en e] caso de 100 mM1a Isomerasa es todavia más activa que en
e] contro], podria deberse a que en estas condiciones e] PBG.
además de haber anuiado 1a acción de] amonio, tenga capacidad a
diciona] para producir cambies conformacionaies positivos, faci
litando una mayor entrada de TPMy aumentando asi e] porcenta
je de isómero III. En esta situación hubo además una ligera r3
ducción de] n de Hili, Sugiriendo una disminución de 105 efectos
cooperativos iniciaimente observados sin agregado de inhibidor.
En ausencia de amonio, a esa concentración de PBGhabia disminui
do Ievemente 1a proporción de] isómero III, de manera que frente
a un gran exceso de PBG, éste podria comportarse como un efec
tor negative. E1 amonio aqui también actüa a nive] de polimeri
zación, atrapando y 1iberando poiipirroies intermediarios.

A 1a mayor concentración de PBGensayada, vemos que sucg
de aïgo simiiar a1 caso anterior, sóio que habria más PBGdispg
nibie para competir con e] amonio, lo cuai se comprueba a1 obe
servariacási total reversión de su efecto sobre 1a Isomerasa a
150 mM. A 100 mMse repitió 1a activación sobre 1a misma, pero
parece haber 11egado a un limite pues no aumentó más e] porcen
taje de isómero III; debe alcanzarse seguramente un equiiibrio
entre 1as distintas formas y ta] vez sea también importante 1a
re1ación moiar Deaminasazlsomerasa, dependiendo de 1a proporción
de Isomerasa presente, 1a formación de 1a máxima cantidad posibïe
de isómero III.

En conciusión, e] amonio no tendria sitio de unión sobre
1a Deaminasa e inhibe 1a formación tota] de porfirinas atrapando
y liberando a] medio intermediarios poiipirróiicos con menos de



de 4 unidades de PBG. La Isomerasa seria 1a unidad reguiatoria
de] compiejo de 1a PBG-asa; sobre aque11a habria un sitio activo
para 1a unión de su sustrato e] TPMy un sitio aïostérico, a1
cua] podrian unirse e] PBGy e] amonio, de manera que según 1as
concentraciones relativas de sustrato e inhibidor, éste podria
o no,inhibir 1a Isomerasa modificando consecuentemente, 1a prg
porción de isómero III, y eventuaïmente podria-también ocurrir
una activación de 1a enzima reguïatoria.
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P 111. QQNCLUSIONES

Los resuitados obtenidos en este estudio de 1a conversión
eñzimática de] PBGen porfirinógenos, empieando céiuias de Rho
d“pbeud0m0naapaiuatn¿4 pueden resumirse de 1a siguiente manera:

P III.1. Estudios preiiminares

Los ensayos iniciaies comprendieron una serie de experien
cias tendientes a determinar ias condiciones óptimas para 1a de
t"'cción, extracción y medición de 1a actividad enzimática en es
ta bacteria.

Empieando céiuias de Rp. paiusInLó crecidas a 1a iuz, se
procedió a cosechar e] tejido a ias 72 horas, a] finaiizar 1a
fhse exponencial.

La proteina enzimática, se extrajo por sonicación y se
Shparó 1a fracción sobrenadante (S) donde se concentra 1a activi
dad por centrifugación. Estudiando 1a influencia de 1a presencia
de oxigeno sobre 1a formación de porfirinas, se encontró que era
P*ácticamente 1a misma en ambas atmósferas. Se establecieron,
185 condiciones óptimas en Cuanto a 1a técnica de homogeneizas
ción,a] buffer de extracción y a 1a relación de resuspensión de
195 células. Se determinó que ia técnica de sonicación, aplicada
durante 60 segundos,en una Suspensión de céiuias en buffer fos
fato de sodio 0,05 M pH 7,4 (1ectura de 0,500 a a 680 nm con di
1ución i 200) era 1a óptima.

Se iïevaron también a cabo ias curvas de saturación por
SHstrato. La actividad de 1a PBG-asa medida en función de ias por
firinas formadas siguió un perfil sigmoideo a1 variar 1a concen
t"ación de PBG. Sin embargo, su con5umo mostró un comportamiento
1inea] sin ilegar a 1a saturación. Se resoivió empiear entonces
“Ha concentración de Sustrato de 177 un.

Ei estudio de] efecto de] tiempo de incubación sobre 1a
aEtividad reveió un incremento iinea] en 1a formación de porfiri
"as, hasta ias tres horas, iuego de 10 cua] parece alcanzarse un
Piateau. En cuanto a1 conSumo de PBG, después de 1a primer hora
"b hubo utiiización adiciona] de Sustrato. Por lo tanto, se adop
tó una hora cemo tiempo standard.
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Se determinó e] pH óptimo de 1a reacción, encontrándose
que para ia formación de porfirinas aparecia un máximo a 7,4
mientras que para ei consumo de sustrato se reveiaron dos picos,
uno a 7,4 y otro a 8,5.

P.III 2. Ensayos de purificación

Se desarroiió un procedimiento para 1a purificación de 1a
PBG-asa de sobrenadante, luego de 1a cua] se obtuvo una fracción
muyactiva purificada 22 veces.

Es importante enfatizar que se trataría de la preparación
de PBG-asa más activa obtenida hasta ahora.

Por tratamiento con Sephadex 6-100 se obtuvo una fracción
con actividad exciusiva de PBG-asa, que producía 100%de Uro III
(banda I), a 1a cua] ie correspondia un PMde 115.000111.500.
Aparece también un segundo pico (banda II) no totalmente libera
de de decarboxiiasas :ara ei Cuai se caicuió un PMde 50.000+5.000

P.III.3. Acerca de 1a existencia de un factor requiador

De] estudio de] comportamiento de 1a fracción sobrenadan
te por estacionamiento hasta 60 dias no hubo indicaciones acerca
de 1a 1iberación de alguna moiécuia que afectara 1a actividad.

Por pesaje de ia misma fracción a través de una co1umna
de Sephadex 6-25 o por diáiisis, tampoco se iogró separar ningún
componentede bajo peso molecular activante o inhibitorio.

Por io tanto, no se ha haiiado ninguna prueba clara de ia
existencia de un factor reguiador de 1a actividad de 1a PBG-asa
en Rp. paiubznió.

P-III-4- unifica dale É?56.192

La cinética de 1a PBG-asa deRp. patuatnió sigue un per
fil sigmoideo, con un Km de 50 pM y un n de Hi1] de 2, cuando 1a
veiocidad de 1a reacción se mide en función de ias porfirinas
formadas. En cambio, 1a curva de consumo de sustrato mostró una
cinética michaeiiana, con un Kmde 1.6 mMy un n de Hi1] de 1.
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ies de sodio y magnesio sobre 1a actividad de 1a PBG-asa, no tg
niendo e] mismo efecto estimuiante que se observara en otros te
jidos. Sin embargo, resuitó iiamativa 1a inhibición producida por
dicha mezcia sobre 1a fracción S.

La presencia de iones sodio, ya sea en ia forma de cioru
ro o acetato, ni estos mismos aniones, tienen efecto alguno so
bre ]a actividad de nuestra enzima. De_manerague 1a inhibición
producida por 1a mezcia de cioruros de sodio y magnesio antes ob
servada no se deberia a1 cioruro ni a1 sodio, restando sólo 1a
posibiiidad de] Mg.

Según ios resuitados aqui obtenidos, e] Mg++modifica 1a
cinética inhibiendo 1a formación de porfirinas y 11evando e] n
de 2 a 1. Sin embargo, es interesante resaitar que a 50 mMhubo
una iigera estimuiación de] tipo isomérico III, cuando 1a con
centración de PBGfue de 24 pH, coincidente con un efecto esti

+ . , .. ,. .muiante dei Mg sobre 1a veioCidad de rormac10n de porririnas.
(ll (ll

++ . .. . . .
E1 Vg 15’31’n :‘er e: r ;at1va SCDrE e] conSumo de sustra
to, a concentraciones de 150 r! o mayores, para vaiores de PBG
superiores a 72 pH.

Fueron Suramente interesantes también ios datos obtenidos
empieando ias saies de fosfato monosódico, ya que ios iones fos
fato poseen un efecto muy particuiar sobre 1a PBG-asa de Rp. pa
ZU¿IK¿A Estos disminuyen la sintesis tota] de porfirinas pero
no modifican ni 1a cinética {se conserva e] n de Hi1] igua] a 2)
ni e] tipo isomérico y además inhiben e] consumo de PBGsin a1
terar tampoco e] comportamiento michaeiiano, pero si ios corres
pondientes parámetros cinéticos.

En Cuanto a ios re5uitados obtenidos considerando e] amonio
éste disminuye 1a cantidad tota] de porfirinas formadas a concen
traciones crecientes de inhibidor y sustrato, modificando sóio 11
geramente 1a cinética de 1a reacción, en tanto que, respecto a]
tipo isomérico, SUacción inhibitoria sobre 1a Isomerasa disminu
ye ai aumentar 1a concentración de sustrato, evidenciándose una
interacción competitiva entre e] PBGy e] amonio, y a ciertas
concentraciones de Sustrato e inhibidor, parece estimuiarse una
mayor formación de isómero III a expensas de] tipo I. E1 amonio
no afecta en cambio e] consumo de PBG.



BIOSINTESIS DE PORFIRINOGENOSEN Euglïena gnacilió



CAPITULO E I

CINETICA



E.I. CINETICA

Recordemos nuevamente que 1a PBG-asa de Euglena existe
en 1as formas particuiada y soiub1e (Rossetti y Batlie, 1977).

Estudios previos empieando 1a enzima unida a membrana ha
bian mostrado que esa fracción tenia un comportamiento cinético
poco común en reiación a1 esperado para estas enzimas por cuan
to exhibia una cinética m1Chae1iana (n=1) para 1a formación de
porfirinas y un perfil sigmoideo con un n=2 para e] conSumo de
PBG.

Dado que ias enzima: de Eugtena, en muchos aspectos poseen
propiedades muy especiaies, se decidió determinar e] comportamien
to cinético de 1a enzima soïuble.

Recordemos además que 1a actividad inicia] de 1a enzima
soiubie presente en e] homOgenato y aún en e] sobrenadante (S)
es muy baja, comparada con 1a de] pellet. Esta fracción S, tam
bién sufre activación espontánea por estacionamiento, habiéndose
determinado que este efecto se debe a 1a presencia de un factor
reguiador de 1a actividad (Juknat de Geraïnik et a], 1981). Cuando 1a
fracción S se cromatografía por Sephadex 6-25, se puede separar
ese factor reguiador de bajo peso molecuiar, obteniéndose una pre
paración enzimática 1ibre de factor que se conoce como proteina
de] sobrenadante (PES) y cuya actividad es superior a 1a de]
sobrenandante (Juknat de Gerainik et a], 1981).

Se efectuaron entonces ias curvas de saturación con PBG
para 1a fracción S (Figura_E.I.1.) observándose que tanto para
1a formación de porfirinas c0mo para e] con5umo de Sustrato, e]
comportamiento era no michheiiano, 10 cua] se confirmó a1 reaii
zar Ios gráficos de ias dobies recíprocas (Figura E.I.2.) y ca]
cu1ar los n de Hiii; según vemos dichos gráficos son no lineaies,
resuitando Km's aparentes de 114 y 285 uM para 1a formación de
producto y consumo de PBGrespectivamente; en ambos casos e] n
fue igua] a 2.

Asi, existirian efectos de interacción, tanto entre ios
dos sitios de unión para 01 PBG, importantes a nive] de forma
ción de ios intermediarios poiipirróiicos comoentre ios dos si
tios de 1iberación de producto posibiemente invoiucrados en 1a
ciciación y sintesis fina] de ios porfirinógenos.
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Cuandose obtuvieron los gráficos de ias directas para
ia fracción PrS (Figura E.I.3.), 1a curva de sustrato en base
a1 producto formado resuitó bifásica. en tanto que respecto a1
consumo de PBG, e] aspecto fue similar pero se iogró aicanzar 1a
saturación.

De ias gráficas de ias inversas (figura_g¿L¿í¿), se corrg
boró 1a respuesta bifásica de este sistema, reveiando 1a existen
cia de una cinética compieja, no michaeiiana, pero igual a ia
eufibida p0r ias enzimas de calios de soya (Liambias y Batiie,
1970 a, b). Hasta e] momento éstos son ios únicos dos sistemas en
ios cuaies se ha podido detectar y aisiar, en condiciones norma
ies, poiipirriimetanos intermediarios de 1a sintesis de porfiri
nógenos a partir de PBG.

De] cáicuio de ios parámetros cinéticos, encontramos, a]
igua] que con ias enzimas de caiios, que ambas tienen un compor
tamiento y constantes diferentes a ias de ias mismas enzimas de
otras fuentes y aún con ias obtenidas con otras fracciones de Eu
gtana, pero están de acuerdo sin embargo, con 1a sugerencia de
que e] sistema enzimático contiene sitios de unión para e] PBG
que interactúan entre si.

La presencia de dos Km's para ei caso de] producto formado
stá indicando 1a existencia de sitios con afinidad diferente para
a sintesis de porfjrinas, ios cuaies tienen también Vmáxdistin

tas, es decir que iiberarian a1 producto a diferentes velocidades.

Para ei caso de] sustrato con5umido se obtuvieron dos va
iores coincidentes de Km,apareciendo asi sitios de iguai afini
dad pero distinta veiocidad máxima para 1a unión de] sustrato. La
afinidad de estos sitios coincide con 1a ha11ada en ios sitios
de baja afinidad para 1a formación de porfirinas.

A partir dei gráfico de Hi1] se obtuvieron un n=1 para
ias bajas concentraciones de PBGy un n í i (n=0,75) para ias
mayores, en base a] producto formado. Si se observa 1a figurg_
g¿¿¿g¿, 1a primera parte de 1a curva presenta un cierto aspecto
michaeiiano, coincidente con e] n obtenido.

Anaiizando ei gráfico de ias inversas (ÍÁEELÉGÉ;L;É;)'
se nota una cierta concavidad hacia abajo 10 que podria expli
car un n<1 y una cooperatividad negativa.

Considerando e] COnSumOde sustrato, ios n obtenidos son
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menores que 1 (0.8 y 0.83)

Este conjunto de evidencias están entonces indicando que
para 1a fracción PrS, anáiogamente a 10 encontrado para las en
zimas de caiios, e] comportamiento cinético responderia a 1a
existencia de fenómenos de cooperatividad negativa.

Es también posibïe, que una c0mbinación de cooperatividad
negativa y positiva (Conwayy Koshiand; 1968), o cooperatividad
negativa, además de comportamiento michaeliano, produzcan ios
desniveies observados en las curvas de saturación (Ligura g¿1.3.)

Sin embargo, 1a lineaiidad de ios gráficos de ias inver
sas (Elgura E.I.{¿) y 1a definida presencia de dos pendientes,
apoyan 1a posibiiidad de 1a existencia de interacciones negati
vas entre dos o más centros (Engel y Daizieï, 1969).
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E.II. SOBRE EL FACTOR DE REGULACION

E.II.1. Reiación entre 1a cantidad de fact0r y e] grado de ac
tivaciín

En e] estudio de 1a acción activante de] factor de Euglg
na, se habia utiiizado hasta e] momentouna cierta cantidad de]
mismo, relativamente constante, de manera que resuitó de interés
determinar si existia aiguna reiación entre 1a cantidad de factor
empieado y e] grado de activación enzimática.

Utiïizando entonces 1a fracción S, se Ilevaron a cabo una
serie de ensayos, agregando a 1a misma, voiümenes variabïes de
factor Fs; en 1a Fioura E.II.1. se muestran reSUitados tipicos,
en cuanto a 1a formación de porfirinas. Se observa un máximo
de acción para 0,5 m1, mientras que disminuye su efecto con v0

(Diimenes mayor s, pero de todas maneras, aún con 1,8 m] de FS,
a mezcia S + FS es 150% Superior a] contro] sin

En Cuando a] consumo de PBG, luego de] aumento inicia]
ya con 0,1 m1 de factor no se aprecian cambios.

Existe entonces una dependencia entre e] grado de activa
ción de 1a formación de porfirinas y 1a cantidad de factor, con
un perfi] Que podria corresponder a una respuesta de tipo enzimí
ice, pero aan no podemos asegurarïo, mientras que e] factor no

parece tener ningún efecto sobre e] conSumo de PBG.

Sobre 1a fracción PrS, 1a acción de] FS en relación con
1a cantidad deTmismo fue mucho menos pronunciada (figura E.II.2.)
tanto para 1a formación de porfirinas como para e] conSumo de
sustrato; Iuego de un Ïigero incremento inicia], no ocurren cam
bios significativos con cantidades crecientes de] factor.

Pareceria que en e] caso de 1a enzima de PrS, ésta ya hu
biera adquirido unaconfiguración activa ta] que pequeñas cantida
des de factor serian suficientes para activaria a1 máximoposi
bie.
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E.II.2. Efecto de ciertos compuestos y de 1a atmósfera de incu
bación sobre 1a actividad enzimática

E.II.2.]. Suïfas y otros compuestos

Teniendo en cuenta recientes e interesantes resultados
de Peters et a1 (1980). obtenidos estudiando e] efecto de una
famiiia de suifonamidas sobre 1a actividad de 1a Deaminasa de
higado de rata, quienes encontraron que estos compuestos inhibian
no competitiva yreversiblemente 1a Deaminasa ¿n vizno y disminuian
¿n v¿uo 1a incorporación de ALAen e] hemo microsoma], aumentan
do paraieiamente 1a actividad de] ALA-Shepática y considerando
además que estos compuestos provocan un ataque agudo en pacien
tes con PAI (Eaies, 197]; Stein y Tschudy, 1970) y originan efeg
tos tóxicos en e] sistema hematopoyético, probablemente debido
a una acción sobre esta misma enzima, y que por otra parte son
conocidos inhibidores ¿e ia sintesis de ácido fóïico, se decidió
investigar su efecto sobre 1a formación ¿n v¿tno de porfirinógg
nos en Eugtena, empieando 1a fracción sobrenadante.

En 1a Tabia E.II,1¿ se iiustran ios resuitados obtenidos
con concentraciones variabies de Suifamerazina sobre 1a fracción
S y en 1a Tabia E.II.2. sobre 1a fracción PrS. No se observan mg
dificaciones considerabies en 1a formación de porfirinas.

Se inveszigaron también ios efectos de 1a antipirina y
de] metii-DDFAsobre la actividad de estas fracciones. Se incubg
ron concentraciones variabies de antipirina (2,3-dimeti1-1-feni1
3-pirazolin-5-ona, fenazona) con 1a fracción S (labia E.II.3.)
y una concentración fina] de 3 1M con 1a fracción PrS (lgbLa
E.II.4.). No hay variaciones apreciabïes en 1a formación de po:
firinas ni en ei con5umo de PBG. Estos mismos resuitados aparecen
a] anaiizar e] efecto dela meti1--DOPA(L-2 meti1-3 (3,4 dihidro
xifenii) aianina) sobre 1a fracción sobrenadante (IQQLQ_ELLLLÉL).

Aparentemente, ¿n vitae, estos reactivos no tendrian ac
ción sobre 1a actividad de estas fracciones de Eugtena, restando
1a posibilidad de que pudieran antagonizar con 1a formación ¿n
vivo de] ácido fó1ico, asi c0mode ciertos derivados pteridini
cos de dicho protista (Bohme et a1, 1980) y eventuaimente con 1a
sintesis y acción de] factor de EugZena.



TABLAE.II.1.: Efecto de 1a Éuifamerazina
sobre 1a actividad de 1a
fracción S

í Fracción nmporf nmporf/mg P

S 18,05 0,269
S + Suïf.

0,1 m! 19,98 0,298

0,5 m! í 18,48 É 0,276
1,0 mM Í 14,54 ' 0,217
1,5 mH 3 16,47 0,246

2,0 mM i 15,34 0,235
3,0 mM ¡ 15,25 I 0,227

l 0,36 l 0,005
*Su1f (3 mM)

La obtención de ia fracción sobrenadante
y e] sistema de inCUbación empieado se
encuentran detaiïados enMétodos.
La fracción enzimática contenía 33,52 mg/m]
de proteina.
Las soiuciones de Suiíamerazina se prepa
raron en e] mismo buffer de incubación.
(*) Incubación contro] que posee suifamg
razina, PBGy buffer.



TABLAE.II.2.: Efecto de 1a ¿u1famerazina
sobre 1a actividad de 1a
fracción PrS

Fracción nmporf nmporf/mg P

PrS 11,158 1,476

PrS + Su1f

0,1 mM 11,143 1,474
0,5 m! 10,758 1,424
1,0 mM 12,359 1,635
1,5 mM 12,627 1,670
2,0 mM 9,755 1,290
3,0 mM 10,725 1,420

*Su1f (3 mM) 0,072 0,009

L ob*enc
a i

a a fracción PrS y e1 sig
en nL J empïeado se encuentran

deta11edos en Métodos, con excepción de
1a c0ncentración de PBG, que en este ca
so fue de 150 ug/0,2 m1.
La fracción enzimática contenía 3,78 mg/m1
de proteina. Las so1ucicnes de su1famera
zina se prepararon en e1 mismo buffer de
inCUbación.
(*) Incubación contro1 que posee Su1famg
razina, PBGy buffer.



TABLAE.II.3.: Efecto de 1a antipirina'sobre 1a actividad de 1a
fracción S

Fracción inmporf nmporf/mg P nmoles PBGc EmalÉÉ-gggs

s ¡12,43 0,186 249 3,73
S + A g

0,1 mM i15,3' 0,230 254 3,80
0,5 mH 16,26 0,244 252 3,78

1,0 m! l15,49 0,232 256 3,84
1,5 mv ;1¿,49 0,217 251 3,76

2,0 mv f15,12 0,227 254 3,81
3,0 mM ¡15,65 0,235 253 3,79

s + A (3,0 mM)¡ 0,30 0,005 0 0,00

**A (3,0 EH)3 0,00 0,000 0- 0,00

La obtención de 1a fracción sobrenadante y e] sistema de inCUbg
ción empïeado se encuentran descriptos en Métodos. La fracción
enzimática utilizada contenía 33,35 mg/m]de proteina.
Las soiuciones de antipirina se prepararon en e] miSmobuffer
de incubación. ,
(*) c0ntroï incubado sin sustrato; (**) contro] incubado consustrato.



TABLA5.11.4.: Efecto de 1a ¡antipirina sg
bre 1a actividad de 1a frag
ción PrS

Fracción nmporf nmporf/mg P

PrS 12,340 1,480
PrS + A (3 mM) 10,850 1,302

* A (3,0 0V} 5 1,988 0,000

“A + F‘rS a 0,000 0,000
i I

La obtención de 1a fracción PrS y e] sis
tema de incubación enpieado se encuentran
descriptos en Métodos, con excepción de
la concentración de PBG, que en este caso
fue de 150 pg/0,2 mi.
La fracción enzimática utiiizada contenía
4,17 mg/m] de proteina.
Las soiuciones de antipirina se prepararon
en e] mismo buffer de incubación.
(') contro] inCUbadocon Sustrato;
(**) contro] inCUbado sin Sustrato



TABLAE.II.5.: Efecto de 1a metiI-DOPA Eobre 1a actividad de 1a
fracción S

Fracción nmporf nmporf/mg P nmoïes PBGc EE9—ÉÉ5-9

s 11,00 0,191 201 3,49

s + DOPA _

0,1 my {13,09 4 0,226 201 3,49

0,25 mM ¿10,45 i 0,182 196 3,41

0,5 mH ¡11,60 í 0,201 197 3,43

1,0 mM ï11,95 l 0,208 190 3,30
1,5 mM ¡13,89 0,241 194 3,37

É + DOPA i 0,20 0,005

(1,5 mM) I
* i ,

DOPA (1,5 mM)} 0,00 0,000 68

La obtención de 1a fracción sobrenadante y e] sistema de incubg
ción empieado se deta11aron en Métodos. Se utiiizó una fracción
enzimática que contenía 28,75 mg/m] de proteina.
La metil-DOPA se preparó en e] mismo buffer de inCUbación.
(*) contro] incubado sin PBG; (**) contro] incubado con PBG.



E.II.2.2. Efecto de aigunos Suifurados

Ya habiamos demostrado que e] giutatión a 10'3 y 10'“ M
tenia e] mismo efecto que e] ácido fóiico y e] factor F estimuS!
1ando también 1a actividad de ias fracciones H, S y PrS, si
bien 1a acción sobre esta üitima era muy leve (Juknat de Gerai
nik et a], 1981).

Se estudió entonces e] efecto de glutatión, cisteina y
también tiosuifato a dos concentraciones, observándose (13913
E.II.6.) acción iigeramente estimuiante en aigunos casos y 5610
inhibición por ti05uifato 10-3 M sobre La PrS; de manera que se
anaiizó un poco más esta respuesta de] tiosuifato sobre las frag
ciones S y PrS, en forma comparativa con e] agregado de factor
(Tabia {,II.7.). Considerando 1a fracción S, e] ti05u1fato
(10'2 M) provocaria aparentemente una estimuiación simiiar a 1a
de] factor, que sin embargo no es aditiva; en cambio e] tiosui
fato inhibe un 93: e 1a ira de] FrS, acción revertida parcialIJer

mente por e] agregado de] actor. Estos datos estarian sugirien
do que cuando existe una cierta cantidad de factor unido a 1a
proteina,como en 1a fracción S, e] tiosulfato podria actuar so
bre e] sitio activante de una cierta forma de 1a enzima aumentan
do su actividad hasta un máximo; pero en presencia simuitánea
de factor Iibre, no se Sumansus efectos, aparentemente ambos
compuestos ocuparian e] mismo iugar. En ei caso de que 1a enzi
maesté separada de} .actor,e1 ticsuifato podria unirse a] sitio
inhibidor correSpondiente a1 Fs, reduciendo también 1a actividad.
E] agregado de factor iibre despiazaria a1 tiosuifato, revirtien
do parciaimente SUefecto. Asi,podria existir, entonces, aiguna
anaiogia entre 1a estructura dei tiosuifato, o Su reactividad y
la de aiguna parte de] factor, aunque éste es un fenómeno que
requiere mayor estudio.

De todas maneras, hay aigunas evidencias que indicarian
que e] factor podria ser un compuesto Suifurado.



TABLAE.II.6.: Efecto de] giutatión, tiosuïfato y
cisteina sobre 1a actividad de 1as
fracciones S y PrS

Fracción nmporf nmporf/mg P

s 11,58 0,259

PrS 10,49 0,997

s + GSH 10-" M 12,39 0,277

s + GSH 10'5 M 12,20 0,273

s + 5203: 10-3 M 10,56 0,237

s + 5203= 10'5 M 13,05 0,292

s + CiSH 10'“ M 12,12 0,272

s + CiSH 10'= M 11,15 0,250

PrS + GSH 10'" M 10,56 1,003

PrS + GSH 10'5 M 10,80 1,026

PrS + 5203= 10'3 M 0,22 0,781

PrS + 5203= 10‘S M 10,46 0,995

PrS + CiSH ,10‘" M 11,14 1,059

PrS + CiSH 10'5 M 11,06 1,051

La obtención de 1as fracciones S y PrS y e] siste
ma de incubación empieado se encuentran detaiïados
en Métodos.
Las fracciones enzimáticas utiïizadas contenían 1a
siguiente cantidad de proteina: S:
PrS: 5,261 mg/m]

22,31 Mg/mi



TABLAE.II.7.: Efecto de] tiosuifato sobre 1a activi
dad de 1as fracciones S y PrS

.Í—_

Fracción nmporf nmporf/mg Pfiï

s 2,694 0,042
PrS 11,932 1,159

s + FS 6,208 0,194
PrS + FS 7,031 1,306

s + 5203' (10-2M) 6,794 0,210
PrS + 5203= (10'2M) 0,477 0,093

s + FS + 5203 (10-2M) 6,078 0,186
PrS + FS + 5203' (10’2M) 1,409 0,262

La obtención de Ias fracciones S y PrS y e] sistema
de incubación empieado se encuentran detallados en
Métodos.
Las fracciones enzimáticas utilizadas contenían 1a
siguiente cantidad de proteina: S:
PrS: 5,146 mg/m]

32,37 mg/m];



E.II.2,3. Efecto de la atmósfera de incubación

Una serie de evidencias previas (Juknat de Geralnik et
al, 198l) y otras provenientes de este trabajo, nos han llevado
a pensar que una de las funciones del factor de Eugtena po
dria ser la de mantener reducido el nivel rédox del medio en el

cual deben funcionar estas enzimas, lo gue estaria de acuerdo
con el hecho de que en Eugiena, la PBG-asa soluble sólo actúa
eficientemente en anaerobiosis, además debemos recordar que
los intermediarios y sustratos de la Isomerasa son compuestos re
ducidos.

En base a estas ideas se resolvió investigar el efecto
de la atmósfera de incubación y la acción del factor sobre las
enzimas. En la Tabla E.II.8. se muestran los datos obtenidos al
incubar aeróbicamente varias mezclas; comoesperábamos el factor
es capaz de expresar su acción estimulante también en aerobiosis,
y es notable, en particular su marcado efecto sobre la fracción
S. Observemos que la actividad de S incubado solo se encuentra
significativamente reducida, de manera que el agregado del fac
tor en aerobiosis, produce un efecto muchas veces Superior que
en anaerobiosis, si comparamosla actividad de la misma fracción
en esas condiciones, aunque en realidad, sabemos que la menor ag
tividad de S se debe a la presencia de una atmósfera oxidante,
de lo cual surge que'el factor también actuaria compensando la
acción del oxigeno y manteniendo el sistema reducido. Es interg
sante también recalcar que si bien la acción de FH y FS es prag
ticamente la misma, en todos los casos, hubo siempre una estimu

lación ligeramente Superior por el agregado de FS, un fenómeno
que ya habiamos notado con anterioridad (Juknat de Geralnik et
al, l98l; Rossetti, 1978).

Estos reSUltados estarian además de acuerdo con las obser
vaciones de que tanto el ácido fólico a lO'7 M como el glutatidn
a 10-3 M, poseen efectos estimulantes de un orgen similar al prg
ducido por el factor (Juknat de Geralnik et al, l981), siendo cg
nocida la capacidad reductora de estos reactivos. En consecuen
cia el factor debe ser también un compuesto con propiedades re
ductoras.



TABLAE.II.8.:Efectode1aatmósferadeincubaciónsobre1aacciónde1FS

Actividadre1ativa*

Aerobiosis

Actividadespecifica(aergbjpsis)

nmo1esPBGc __-"--P

mg

Unidades deFactor

i'i'k

Sistema

nmo1es_flg¿ï

Anaerobiosis

mgP'**
0,028 0,012 0,126 0,171 0,108 0,123 0,157 0,173 0,346 0,357 0,415 0,441

1,737 2,365 4,605 5,874 3,275 3,355 4,398 4,526 7,342 7,673 8,734 9,834

9,70
11,72

4,76 5,03 6,67 6,65 2,02 2,09 2,45 2,27

4,50
14,25

3,86 4,39
13,08 14,42

2,75 2,83 2,43 2,58

1,93 2.19 6,54 7,21 1,38
.1,42

1,22 1,29

LI_LLLLLLLI_LLLLLL
+

IWIWIWIU)

Laobtenciónde1asdistintasfraccionesye]sistemadeinCUbaciónseencuentrandeta 11adasenMétodos,incubándoseenestecasoenaerobiosis.(*)Laactividadre1ativaseca1cu1ótomando1osdatosde1asporfirinasformadasenbg sea1aactividaddecadamezcia,conrespectoasuc0rre5pondientecontro].FyFno tienenactividadenzimática;(**)Losdatosemp1eadoscorrespondientesa1asincubaio nesenanaerobiosis,son1ostabu1adosporJuknatdeGera1n1keta1(1981);(***)Se defineunaunidaddefactorarbitrariamentecomo1acantidadde1mismocapazdeactuar efectivamenteyproducirunaumentode2vecesen1aactividadde]contro1.



E.II.3. Acción del factor sobre la actividad de las enzimas de
diversas fuentes

Recordemos que teniendo en cuenta la analogía entre el
c0mportamiento del factor de Euglena y el ácido fólico (Juknat
de Geralnik et al,l98l) sobre las enzimas de esta fuente, la i
dentificación del factor regulador de higado de rata con un de
rivado pteridinicodela familia del fólico (Piper y van Lier,
l977). y el hecho de que el defecto enzimático primario de la
PAI, es una reducción de la Deaminasa, se aplicó con éxito un
nuevo tratamiento para esta enfermedad, que consistió en la ad
ministración de 30 mg de ácido fólico diarios,durante lO dias
(wider et al, 1980). Los resultados son altamente positivos, sin
embargo, si bien se Supone que éstos se deben a una estimulación
de la actividad de la enzima deficiente, compensándose asi el de
fecto, no se han encontrado variaciones en los niveles de la
ïeeminasa eritrocitaria antes,durante o después de la terapia,
o cual no excluye la posibilidad de que la acción OCurra más g

feczivamente en el higado, revirtiendo el Cuadro clinico y bio

Se resolvió entonces investigar la acción del factor de
EuQKCnasobre las enzimas de otras fuentes.

Se emplearon distintas preparaciones de higado vacuno.

En un primer ensayo se trabajó con un sobrenadante SH (Iabla
.II '}, sobre el Cual el factor de Eugflcna no sólo no pro

dujo estimulación, sino que al aumentar la cantidad de FS agre
ITI

.9.

gado aun volumen el doble del habitual, se apreció un 40% de in
hibición. Notemosque la preparación del factor contiene protei
na en concentración baja, que si bien consume PBG, un hecho lla
mativo ya observado que debe tenerse en cuenta, no forma porfi
rinas.

Sancovich et al (l969 a) habian encontrado que por ul
trafiltración de una preparación de higado bovino se separaba
un factor. En nuestro caso, podriamos suponer que el factor de

Eugfena FS, no pudo actuar sobre el SH, pues ya estaba saturado
con su factor, y por lo tanto el FS no tuvo sitio de acción. Se



TABLAE.II.9.:

EfectodeFSsobre higadovacuno

Fracción

Proteínas

(mg/m1)

nmporf.

1aacLividad

dvlafracciónsobrenadantede

EmporfJnmoiesPBGC

.nmoïcsPBGCm9P€

mgP

.
,_.V

20.9905,308 10.590¿Z709

2,5300,789 1.766 1,381l 1,002

0,796 0,816 0,557

0.2380.000

Il! 0.126240.42 0,411203.94 0.31283.32

91,05 97,73

186,26

34,36 35,31 61,96

0,300 0,295 0.185 0,00033.99142,31'

Laobtencióndeias

fraccionesSyF3

t

pieadoseencuentrandetaiiadosenM vacuno(S) ye]sistemadeincubaciónutilizadosoniosdescriptosporSancbvich eta](199a)

odos.deEuqfenaye]sistemadeincubaciónem

Lafracciónsobrenadantedehígado



obtuvieron entonces las Fracciones Sobrenadante de higado bovino

(SH) y un sobrenadante ultrafiltrado (SHU); ensayada la acción
del FS sobre ellas, en distintas relaciones (Tabla E.II.lO) tam
poco tuvo efecto estimulante. Una vez más el FS (con una concen
tración proteica de 0,l96 mg/ml), con5umió PBGsin formar porfi
rinas.

Por último se preparó una fracción PrS , a partir del S
por cromatografía en Sephadex G-25 (grueso) ste estudió el co;
portamiento del FS sobre ambas (lagla_g¿jl.ll.). Tampocohubo
efectos para destacar, apenas una cierta inactivación del SH
nuevamente, y se repitió la acción del FS sobre el PBG, con un
contenido proteico ligeramente superior al de las preparaciones
anteriores.

En consecuencia el factor de Eugtena no parece teneracción
sobre estas fracciones de higado bovino.

5.11.3.2. Eritrocitos humanos

En una experiencia preliminar se empleó sangre de un indl
v'duo ncrral y :e un paciente con PAI, agregando al hemolizado

(Batlle et al, l978) el factor FS (13919 E.Il¿lg¿) y observándo
se un ligero incremento dela actividad en ambos casos, mayor pa
ra la nuestra ce PAE.,

Sin embargo, cuando se trabajó con una preparación de Dea
minasa oe fuentes similares (13915“ELLLLLQL),utilizando 3 rela
Ciones de fact r, y además estudiando el comportamiento de estos
Siste"as fren

del paciente con PAI con respecto al control, pg

o

:e al fólico, resultó clara la reducción a la mitad
de la actividad

lro luego, ni e factor, ni el fólico alteraron significativamen
te ninguno de los dos niveles iniciales.

Ácarente:ente las enzimas de eritrocitos humanosno ten
drian t o receptor para el factor de Eugtena, ni se afectarian

e

si i

por la pres ncia de ácido fólico.

5.11.3.3. 21.1,-;"aí'y. ¡Mi

Ya vimos Que en Rp. palusrniá parece no existir un factor
regulador de naturaleza similar al de Eugtcna; sin embargo, re



IABLA ELLLLLQL:Efecto de FS sobre 1a actividad de ias
fracciones SH y Su de higado vacuno

r_um4 _-m,". -_ .mr. n_¿ _. _ _
e =racciir pagaïïs mnrmrf. i 1329;! i nmo’les PBGC Ïïmgl-EÏT-gyï
í : I I

í s ¡ 20.390 l 3,103 l 0.126 | 240,42 5.73E l 1

' s e ¡5 10.-30 ¡ 5.7n9 ¿ 0.41} i 203.94 9,63
! ll

-H 4,150 ¡ 0,631 ! 0,142 I 166,19 37.26
;= :,1=e c.:on 3 303 ! 72,49 371,28

:_7 9.9 0.16: 111.33 19.45
s. - r.

l ‘ 3 l

7::t.53 3.a: Y2,591 i 0.!52 142.43 31.25
ri i: 2,33 2 0.753 3 0.157 A ¡25,a4 26.96

(1:1,5 2.;2 5 0,6Ré i 6,144 ' 145.62 30.63
(1:2; i.u2 g 0.698 i 0,143 145.46 30.01

ísHu - FS (v y) I IY . i

Í '1:9,: 3.50 ¿ 0‘9a9 e I 105,57 18.21
(1.1‘ 2í97 I 9.955 , 1 1 164.07 27.53
11:1,5 2.42 g 1.917 ; 0,152 134.03 22.19

l (1:7 2.05 3 0.929 4 0.148 i ¡55.56 25.33 AJu ' l

La ob:ención de ies tracciones S y F de Euglcna y e] sis
tema de incubación emp1ead0 se encueátran detaïiados en Mg
todos. La fracción sobrenadante de higado vacuno (S ) y e]
sistema de incubación utilizado son los déscriptos or San
c0vich et a1 (1969 a). —
E1 sebrenadante de uitrafiltración (S o) se obtuvo uitrafil
trando S en un sistema Uitrafiïter LEB6300 A durante apro
ximadamerite 8 horas. _



lfiBLAE.II.11'Efectode]factorFgsobre1aactividadde105fracc10nesSHy

PrS“dehígadobovino

.Proteínas

FraCCIÓn(mg/m1)

DWHQÏLEmolesPBGc

mgPnmo1esPBGc——7“gp

nmporf 1.1970,13967,637,84 0.6810.17548,2212,35

U7

0.0000.00035.5186,20

LL. S )4,520,9280,10393.3710,33 )3,151.0910,11582,768,76

e(1:1)2,160,7110.16553,0212,29' ?(1:2)1,570,7320,15557,2412,10 Laobtenciónde1afracciónFSdeEugtenaseenCUentradeta11adaenMétodos.La SHsepreparósegúnSancovicheta1(1969a)y1aPrSHcomo1aPrSsegúnJuknatdeGera1n1ket_a1(1981).E1sistemadeincubaciónemp1eadoese]descriptopor Sancovicheta1(1969a).



TABLAE.II.12.: Efecto de] factor FS sobre 1a
actividad de 1a PBG-asa de un
paciente con PAI

i Incremento
z Sistema nmporf actividad

¡Pas-asa PAI 15,23 

g PES-asa + FS 18,13 19

ipBG-asa normai 22,86 

_PBG-asa + FS 25,15 10

La obtención de 1a fracción F de Eugflena se
encuentra deta11ada en Métodoé. La prepara
ción de 1a PBG-asa y e] sistema de incubación
empïeado son Ios descriptos por Batïle et a]
{1978).



TABLAE.II.13.: Efecto de1 factor FS obtenido
de Eugiena gnac¿i¿4 sobre 1a
actividad de 1a deaminasa de
sangre de un paciente con PAI
y de uno norma]

Sistema nmporf nmporf/mg P

DNorma] 3,740 0,208

DPAI 1,574 0,096

DN + FS (vzv)

(0,2:0,1) 3,845 0,214
(0,2:0,2) 3,735 0,208
(0,2:0,3) 3,506 0,195

05,, + F: Ï':v)
(C,Z:0,1) 1,303 0,080
(0,2:0,2) 1,460 0,089
(0,2:0,3) i 1,358 0,083

DN + Fó1ic0

10'“ M 3,287 0,183
10'7 y 3,568 0,199

99A, + Fó1ico

10-3 M 1,594 0,098
10'7 M 1,543 0,094

E1 factor FS se obtuvo según se deta11a en Mé
todos. La sangre entera se ca1entó a 70 °C du
rante 15 minutos. Se centrifugó a 13.000xg du
rante 30 minutos y e1 sobrenadante se emp1eó
como fuente de deaminasa. E1 sistema de incuba
ción contenía 60 pgr de PSG, 0,2 m1 de enzima
y buffer TRIS-HC1 0,05 M pH 7,2-7,4 hasta com
p1etar un vo1umen fina] de 1 m1. Se incubó du
rante 60 minutos en aerobiosis, oscuridad, con
agitación continua y a 37 °C.



suitó de interés determinar si e] üitimo podia estimuiar 1a ac
tividad de ias enzimas de Rp. paiuótnió. Por otro 1ado, se tiene
1a sospecha de que e] factor de Eugtena tiene aiguna reiación
con 1a Isomerasa. De manera que se preparó Deaminasa de Rp. paluí
tn¿¿ yademás se obtuvo una fracción de Isomerasa de dicha fuente,
que se identificó c0mo 80-90% y se estudió 1a acción de] factor

FS y de] F50, de 1a Isomerasa y 1a Isomerasa a, y de] ácido fóii
co (10-“ y 10:7 M) sobre 1a Deaminasa de Rp. pafiuatnió (laglg

g¿¿¿¿15;). En este caso, e] FS o e] Fsfi, no activaron sino que
disminuyeron entre un 15%y un 30% 1a formación de porfirinas
por 1a Deaminasa. La fracción Isomerasa no 1a afectó seriamente,
en cambio ia misma ISOmerasa caientada redujo 1a sintesis de por
firinas mientras que e] ácido fóiico 10'li M inhibió un 25%, con
poca variación a ia concentración de 10'7 M. La cantidad tota]
de porfirines forradas fue Fuy baja en 1a gran mayoria de ios tu
bos, de manera cue so a nte se pudo reaiizar 1a determinación
de tipos isozéricos por hpic en muy pocas muestras.

Los rESU tados fueron en un ceso muy iiamativos, pues 1a
presencia de or caientado, modificó aparentemente ei por
centaje de tipo ï de 1a Deaminasa,apareciendo un 30%de isómero
III; de ¿Cuerda a o es;erado, e] agregado de Isomerasa a 1a Dea
minasa, t vó a 1a formación de un 40% de tipo III, aa

expensas de

Sin ertergo afin no podemossacar c0nc1usiones definitivas
respecto a esze fenomeno interesantísimo que hemos de seguir in
vestigando, por ahora sólo podemos afirmar que e] factor de Eu
gtcna no estimuia 1a sintesis de porfirinas de 1a Deaminasa de
Rp. pafiu¿21¿¿.

E.II.3.4. Euctena gngg¿t¿¿

Hasta ahora estuvimos estudiando e] efecto de] factor de
Eugtena, sobre ias fracciones H, S y PrSde] mismo origen, obser
vándose en todos ios casos su acción estimuiante. De ios datos
anteriores, ha iiamado 1a atención su inefectividad sobre prepara
ciones menos crudas, en particuiar de Deaminasa de Rp. paluóin¿ó;

en consecuencia, se resoivió investigar ios efectos de] FS, e]
FSQy de] ácido fóiico sobre una fracción parcialmente purifica
da de Deaminasa de Eugfcna (Ïapia_fiïii,iá¿). Se encontró que tan
to e] FS como e] Fsü estimulan 1a actividad de 1a Deaminasa; es



TABLAE.II.14.: Efecto de distintas
fracciones sobre 1a
actividad de 1a deami
nasa de Rp. pazuaxnia

ï , n- "_. _
Á l 1' .

. Sïsltm'e .MuporÍ/mg l' i-ï-LP-g-15'03 [-r-H-o A n)
, ' l 1 ¡ll

' _._- ._.'...,...__.- _. .. . .__

ÉD (G.1 ml) 4,140 g 9g 2
í |

lo (0.1 ml) 4.73; i ga 2
{Ds Í í

É (0.1 - 0.05) 3.a4o i(0.1 - o,¡) 3.360 .
(0.3 - 0.2) 2,370 l

|

rs 9.300 A

L - ¡<9 l 1 l(9.. - c.osz ¿.252 . es 31
' I

(0.1 —9.1) 0.279 I ¡ - 

(0.1 - 0.2: . 0.295 i

=SI c.oac
c - s -s":

¡G.5 - 0.?5‘

" =-ÉJ.

l ‘ ¿2-23 P
:.' - 1.75 L.?3í

4:.1 o 2.1; c,2as
tc.‘ - 2.2. c.:7s

s:-sa' O ' 0.002 ¡

3L - Fñïico ir"n¡ i' (0:1 q 0.1) . 0.225 l 3.145 l

in a Ffilicc 16‘7 {
i 1:.1 - 5.:: 2.272 5

=51‘:[ lt ‘ - 5.000

y: - Féliac 15"»
i (0.1 w G.1, í i
i ¡sin van) ' '
l , I i
’c - Fñ‘vcc 12' a

. ¡:.= - 2,2“ . c.;a: l
i ‘s'n rsG) i l l .

l s 534.99: i 0.295 ‘ ll

i n 7

Is o ¡5 i12.962 a ..so l l| ' l

La Oblencíñn ca las ciszínzas fraccignes y eïsiszema de in:czaci6n corres
ponciente a] sistema ce Eugicna se halïan descriptos en Métodos.
La irac:i5n 80-932 se preparó siguieg
do 1es etapas 1. 2 y 3 descriptas en
la Sección 11.5 de "¿19:05. E1 soore
naoacte ce fracaiacariento 35-55: con
suïfaïo 55 ¿venía se Éïezó a 80-902.
E513 última se cesaïó a 1ravés de una
coiuzne ce Sebnacex 5-25 (grueso) y se
eñpïeó cemo fracción 80-90'. La frac
ción 80-99‘9 se obtuvo caïenzando Ia
fracción anterior durante 10 minutos
en baño de agua y centri‘ugando 10 mi
nulos a 13.09FIQ. [1 ‘

.4

sistema de incu
bacián contenía 60 :gr de PSG. 0.] ó
0,5 m1 de deamirasa y buffer fosfa
to de sodio 0.05 M DH 7,6-7,8 hasta
compietar un volumen final de 1.5 ml
Se inCubó en aerobiosis, con agita
ción continua. en osCuridad. a 37°C
durante 30 minutos. é



TABLAE.II.15.: Efecto de distintas fracciones sobre
l 1a actividad de 1a deaminasa de E.

gnac¿2¿ó

¡rección : mnporí l nmpOri/muP “una” 2“mg?” mmm-“¿L1
( -|’eÏd!1va : factor l l 1“

I

s 4.567 0,179 ; ¡oo

s « r5 (1:1) 3,1)9 c.237 Ï 30
|

o ¿ 9.425 0.5%

D . r5 ' l

(¡:o,5) 43.057 ¡oo i 

(1 1.a) {3.327 96 I 4
(1:1.5) 5,:45 150 I 

o v rs o

1 (1:0.5) l
(1:1,0;

! (1:1.5)

:o . Eólica (10"F‘} .
(nom ¡2.339

D v Fólico (lO-“¡H
(1:0,2) 5.72:- 100 5

Las condiciones de inCubación y Ia obtención de ias
distintas fracciones son las descriptas en Métodos.
(*) La actividad reiativa se caicuió tomando los
datos de 1as porfirinas formadas, en base a 1a acti
vidad de cada mezcïa, con respecto a Su correspon
diente contro].
(**) Se define una unidad de factor arbitrariamente,
como 1a cantidad de] mismo capaz de actuar efectiva
mente y producir un incremento de 2 veces en 1a ac
tividad de] contro]. '



"te efecto como de costumbre es ligeramente mayor con el FS..El
ácido fólico también aumenta la actividad enzimática y este in
cremento es superiOr a la menor concentración de fólico, datos
todos coincidentes con los observados empleando preparaciones
más crudas. Sin embargo, en ningún caso el factor modificó la
formación de isómero I.

En consecuencia el factor de Eugtena tiene capacidad acti
vante sobre la Deaminasa del mismo tejido, en tanto que el áci
do fólico produce un efecto de tipo similar.

Dado que con ninguno de los otros tres tejidos empleados
se encontró una respuesta eStimulante sobre las actividades en
zimáticas por parte del factor de Eugfena, es posible que no
exista un sitio receptor para este compuesto en esas enzimas o
bien que la actividad de las mismas sea relativamente alta como
para que este factor puede expresarse. Observemos que las enzimas
de Eugtena son muyparticulares y su actividad inicial es baja.
Se ha detectado la existencia ¿e 237:;95205 reguladores de esta
naturaleza, en sistemas enzimátic (J t'. (D .1ICnrnalmente son poco ag

ástivos pero que pueden existir e m activas, producto,
s reguladoras de bajo pe

iale et al, 1980 a; Nider
bién el caso del factor de

so molecular (Neuberger et al,
et al, 1971, 1976). Este podia
Eugtena.

n s

freCuentemente de la acción de molécula
l

s



E.II.4. Acerca de 1a iiberación y modo de acción de] factor

E.II.4.1. Efecto de 1a diáiisis sobre distintas preparaciones
enzimáticas y acción de] factor Fc sobre ias mismasJ

E1 factor reguiador de Eugtena es sin iugar a dudas una
moiécuia de bajo peso moieCUiar, probabiemente.constituida por
una parte no proteica y una proteica; esta üitima parecería no
ser fundamenta] para Su acción activante, pero podria tener a1
gün otro pape] importante que aün no se ha podido aciarar.

Se puede obtener e] factor, como ya hemos visto, por me
dio de una cromatografía en Sephadex G-25 de las fracciones ho

mogenato o sobrenadante (FH y FS). De acuerdo con sus propieda
des, podriamos también separar el factor de estas mismas prepa
raciones mediante una diáiisis. Se decidió entonces estudiar com
parativamente e] comportamiento de estos sistemas frente a la
diáiisis y 1a fiïtración por geïes y anaiizar ias propiedades
de] factor aisiado por ambos procedimientos.

Los re5u1tados obtenidos se muestran en ia Tabia E.II.16.
Si bien es de notar que 1a actividad inicia] de] batch de Eu
giena utilizado en estas experiencias era menor que 1a correspon
diente a batchs de meses anteriores, veremos que se cumplieron
1a mayoria de ias relaciones conocidas.

0 D ¡U
J

(v (nE1 estaciOnamien: fracciones H, P y PrS produjo
t vun aumento de 1a ac i idec entre 1,5 y 3 veces como ya habiamos

'knat de Gerainik et a1, 1981).Ca C'encontrado anteriormente

Se confirmó una vez más 1a acción activante de] factor

FS, sobre ias distintas preparaciones de H, S y PrS ya sea sin
estacionar o bien iuego de 24 horas de estacionamiento.

Por otro lado, como se eSperaba, 1a diáiisis de] H y S
produjo un incremento de actividad de 1,3 a 1,7 veces con respeg
to a 1a misma fracción sin diaiizar, menor que e] resuitante de
una cr0matografia por Sephadex, pero indicativo de 1a separación
de] factor reguiador. Esto se corroboró c0ncentrando e] diaiiza
do a través de una membrana UHZ (>10.000) en un Amicon y ensayan
do su acción sobre diferentes fracciones, tanto de 1a soiución

que atravesó 1a membrana (FSC) como de 1a remanente (Fsr) asi cg
mo también dei sobrenadante de caientamiento de FSC, durante
10 minutos a 100 °C (FSC fi). Observamos que tanto e] factor FS,



TABLAE.II.]6.: Efecto de] factor
sobre 1a actividad‘
de diferentes pre
paraciones enzimá
ticas

¿“7.1 1. Í; Egiïge’íÉLLÏLJ ínïa’a‘oeï
Incubo(16n [specifica 3 Relativa de"“‘°'

.(mnpoH/mg P) | (') I (1.)

MP 0.146 i 
v 3.502 24,00 (ar) u

H] 0.039 p

HZ . 0.103 2.6: KH]! !

n] - ¡S 9.234 ¿.00 (a!)

n? o rs 0.510 5,05 (a?)

Hd 0.130 1.74 (H2)

no . rs 0.515 ¡ 2.57 (Hd)

l 51 0.243 i

! s2 0.3es 1.5: :s¡)

É sl a ¡S 0.593 2.25 (5,)

sz . rs 1.125 l 2.a: ¿22‘

sc l 0.5:: ' 1.3= te:

sd . rs i 1.512 | _.DJ asc
22 v rsc ; 1.232 3.2; :3

.

vc ' ¡Sci 1.5-“ -.': 'S:

i s2 e ¡Scoé 1.190 y -.cs (s?

a sc c ¡Scel 1.415 É 2.a: (sc)

1 s2 a rs, I 1.200 g 3.03 (s?)

i -2 s ¡Sr g _ 1,463 i 2.9: (sd;

í Prs¡ ! i 2.597 l 2.a: (a,

3 Frsz 1.070 l 2.75 152}
¡prsl o :5 1.7.5 l 2.92 (FrSI) 1,46

Éprs2 « rS 1.692 g 2.23 (PrS¡)É 1.42

É 75: 0.005 z Í

. Iste i &.oa: 5

L rSr I 0.000 El l I

El sistema de incubación y 1a og
tención de 1as cístintas fraccig
nes se eminentren descri;:as en
Métodos.
HP: enzima particuiaaa; kz, s y
Pr52: H]. S] y PrS] estacionados
en heïadera a 4 °C durante 20 hg
ras; Hd y S : H] y S] dializades
durante 20 fieras a 4 =C du'ante
20 h0ras contra buffer icsiato
de Na 5 RH aH 7,4; FS : Fa cae a
travezó 1a menbrana ufiz (510.006)
en un Amicon; F5 remanente Que
no pasó a través oe dicna membra
na; FSCG: sobrenadante de FSc ca
¡entado ¡G minutos a ÏOO ‘C-y cen
trifugado 10 minutos a 13.00019.
(’) la actividad reïativa se cal
culó tamando ios datos de ias
porfirinas forfadas. en base a 1a
actividad de cada mezcia‘ con reí
pecto a su correspondiente con
trol; (") se cefine una unidad
de factor arbitrariamente. como
1a cantidad deïmiSmo capaz de ac
tuar efectivamente y producir
un aumento de 2 veces en 1a actividad de] contro].



comoe] obtenido por diáiisis y concentración FSC, FSr y aün
e] caientado FSc fl, poseen un efecto simiiar sobre e] sobrena
dante y e] sobrenadante diaiizado. E1 FSC w como ya notáramos
antes con e] F53 y e] FHQ(Juknat de Gerainik et a1, 1981), tie
ne una acción iigeramente inferior, pero en todos Ios casos, e]
incremento de actividad estuvo en e] orden de 3 veces, corres
pondiente a 1,5 unidades de factor, 10 cua] no seria 11amativo
ya que se añadió 1a misma o una cantidad equivaiente de factor.

De estos resuitados Surge además que 1a cromatografía por
Sephadex es más efectiva para 1a separación de] factor que 1a
diálisis, si bien ambos procesos iievan a] mismoresuitado fi
na].

E.II.4.2. Mecanismopropuesto para 1a iiberación y acción de]
factor reguiador

Los datos experimentaies obtenidos en este trabajO'han
confirmado nuestras ideas previas acerca de 1a presencia de un
factor en Eugtzna gaacitió con ciertas propiedades, que reguïa
ria 1a sintesis enzimática de ios por:irinógenos, pero además
hemos encontrado nuevas evidencias que nos lievan a ampiiar e]
esquema propuesto para expiicar e] mecanismo de acción de este
factor, postulando La exiStencie de varias formas enzimáticas
de 1a PBG-asa (Eigu¿3_g,ll.3¿_).

Según nuestro esquema, en e] homogenato inicia] tendria
mos una mezcia de enzima particuiada o unida a membrana, MP, ag
tiva, que se encuentra siempre en nucha menor proporción que 1a
forma so]ub1e,que iiamaremos 0, como ya postuiáramos (Juknat de
Gerainik, 1981). En dicha MP, e] factor reguiador F estaria uni
do a 1a proteina pormedio de eniaces no covaientes, a través de
determinados residuos dando como resuitado una estructura moie
cuian comprimida ("constrained") de muybaja o nuia actividad.

Sin embargo, una vez roto e] tejido ¿n vitae, y según las
condiciones y composición de] medio o en respuesta a ciertas de
mandas fisioiógicas ¿n vivo, este factor podria comenzar a disg
ciarse de 1a forma enzimática moiecuiar 0 de un modo más o menos
rápido, de manera que iuego de una centrifugación, podriamos en
contrar en 1a fracción sobrenadante una mezcla de ias formas mg
1ecu1ares 0 y I.Estas estarian en equiiibrio en un comienzo, con
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un ligero predominio de la 0, pero que se desplazaria hacia la
forma I de acuerdo con el estado de la célula y las condiciones
del medio. La forma I, seria ahora más activa.

Una vez liberado el factor. éste podria encontrarse en
condiciones para manifestar su capacidad reguladora; es posible
que su presencia al estado libre favorezca la conversión de to
da la 0 en I y, hasta es también muy probable que antes que pue
da ejercer sus c0nocidas propiedades activantes, sea necesaria
la completa desaparición de 0.

Separando el factor por filtración molecular o por diáli
sis, obtendriamos la forma I de la enzima soluble libre, que se
identifica con la llamada proteina de Sobrenadante (PrS). Esta
forma I podria existir en equilibrio con una forma II, aün más
activa pero siempre correspondiente a la especie de enzima sol!
ble libre de factor, en otras palabras la forma II, puede gene
rarse en ausencia del factor.

Agregando ahora el factor a cada una de las formas I y
13, éste podria unirse al sitio activante, y producir determina
dos cambios conformacionales que resultan en una forma molecu
lar III ó IV de enzima soluble de alta actividad.

Es muy posible que la forma III, tenga una muy corta exis
tencia, convirtiéndose rápidamente en la IV.

Ya demostramos qpe este factor (Juknat de Geralnik et al,
198]) no tiene ningún efecto sobre la enzima partiCUlada, ya sea
unida a membrana (HP) o solubilizada (P) y solamente puede ac
tuar sobre las formas naturales solubles.

Aün no podemos explicar cuál seria el mecanismo de libe
ración y activación del factor. Tengamos en cuenta que al romper
la célula y separar la enzima, llevándola a un medio más dilui
do o en respuesta a una necesidad celular, el factor se disocia
ria de la proteina, produciendo la forma I, que modificaria su
ordenamiento estructural por otro menos comprimido y a Su vez
podria adoptar una configuración en la Cual-se facilitara la
entrada del factor al sitio activante, por exposición de los grupos
funcionales involucrados en la unión del factor a la enzima. De
esta forma el factor entonces ejerce su efecto estimulante, cog
virtiendo la enzima libre activa (I ó II), en una forma de acti
vidad aün mayor (III ó IV). Según nuestras ideas originales es



probabie que e] factor posea uno o varios grupos funcionaies ca
paces de interactuar especificamente y unirse a ciertos residuos
de 1a enzima soiubie ubicados en e] iiamado sitio activante, pro
duciendo entonces determinados cambios conformacionaies en 1a
estructura proteica que a su vez 1a conviertan en una forma de
máximaactividad catalitica.

Recordemos que ios grupos suifhidriios juegan un papel im
portante, si bien no totaimente aciarado, en 1a poiimerización
dei PBG;e] factor podria estar reiacionado con este aspecto, ya
sea exp0niendo o reubicando a ciertos restos SH necesarios para
una mejor interacción entre 1a Deaminasa y 1a Isomerasa, o en
tre ias mismas y su sustrato, o constituyendo, é] mismo, a tra
vés de estos grupos, un componente dei mecanismo de asociación
de estas enzimas, o, eventuaimente contribuyendo a mantener un
cierto estado reducido de] sistema que parecería ser indispen
sabie para una óptima actividad, por io menos con ias enzimas

sgaeex. Ya habiamos postuiado, que ei factor podria ser un
derivado tióiico (Juknat de Gerainik et a1, 1981).

Estas aiternativas no son exciuyentes, de manera que po
cria darse unacombinación de varias de elias.

No deseamos descartar tampoco ias posibiiidades de que e]
factor pueda también proteger a 1a enzima frente a 1a acción de
ciertos inhibidores impidiendo o bioqueando su unión a1 sitio ag
tivo o a sitios aiostéricos correspondientes a] inhibidor. Ob
servemos que ei factor caientado, independientemente de su for
ma de obtención, aün posee efectos estimuiantes sobre 1a sinte
sis de porfirinógenos, pero siempre en grado ligeramente infe
rior.

E1 hecho de que e] factor no actue sobre 1a enzima parti
cuiada, unida a membrana o iibre,ya 10 hemos discutido (Juknat
de Gerainik et a], 198]), pero recordemos que en e] caso de 1a
forma MP, ios sitios receptOres de] factor deben estar bioqueados,
posiblemente embebidos en 1a membrana; a] soiubiiizar iuego 1a
enzima, estos sitios quedarian expuestos, pero 10 más probabie
también es Que en estas condiciones 1a enzima P, adopte una con
figuración espaciai óptima, de manera que no cabria esperar un
aumento adiciona] de su actividad por 1a acción de] factor. Una
aiternativa muchomenos atrayente, pero que habria que contem
piar es que e] factor se uniera tanto a1 sitio activante como



al posible sitio inhibidor, produciendo una mezcla de especies
de P más v menos activas, por lo cual no habria cambios netos
de actividad. Es muy poco probable que esto ocurra, ya que, apa
rentemente, una vez liberado el factor de la enzima, no podria
volverse a unir al sitio original, es decir, esa disociación es
irreversible, la enzima parecería adoptar una nueva c0nfigura—
ción en la cual no hay sitio receptor para una acción inhibito
ria del factor.

En este esquema se presuponenademás que siempre está fa
vorecida la conversión de una forma activa en otra más activa
(0 + I y I + II) y que cuando se adopta el ordenamiento estrug
tural correspondiente a una máximaactividad (IV y P), la situa
ción es irreversible frente a la acción del factor.

[11 H ¡ O
l) U) . :r.'Dlicación del esquema de acción del factor al análisis

¿e diferentes situaciones experimentales

Veremos que el esquema actual permite explicar fácilmente
tocas lo

U'I cambios de actividad que hemos observado a lo largo de
nueszrcs estudios con las enzimas de Euglena, producidos frente

CJ.a istintas condiciones experimentales.

Apliquemos por ejemplo este esquema al análisis de los da
tos obtenidos, estudiando el efecto del factor sobre diferentes
preparaciones enzimáticas como las empleadas en la experiencia
de la Tabla 5.13.19.

Separemos el conjunto de resultados en 3 grupos.

En el ;3¿g¿g_¿, consideramos los cambios de actividad og
servados en las fracciones H y S sin estacionamiento. Directa
mente del esquema tenemos que el homogenato inicial H, con una
actividad de 0,039 estaria constituido por un 25%de la forma
perticulada unida a membrana, MP,de actividad 0,l46 y un 75% de
la inactiva 0. El sobrenadante S], de actividad 0,243, a su
vez contendria una mezcla en equilibrio de f0rmas 0 y I, con un
60% de la primera y 40% de la segunda. Esta última forma , la I,

se identifica con la llamada PrS1 de actividad 0,597, que cuando
se separa totalmente del factor puede transformarse en la II, de
actividad l,07, que a su vez la identificamos con la PrSz. Por
acción del factor sobre cualquiera de estas dos formas se produ



CUADRO_l:Apiicación de] esquema de] factor a ias
preparaciones H, S y PrS, sin estacionamien
to de 24 horas

H1 (0,039) = 252 MP (0,146) + 75% 0 (0)

S1 (0,243) = 60% 0 (0) + 40% l (0,597)

prs1 =1(0,597) (1 (0,597) +11 (1,07))
ers, = II (1,07)

1 ó 21+ F = III + IV (1,70 - 1,75)

¿MP (0,146) ->P (3,5)

MP: Enzima particuiada; P: Enzima particuiada soiubi
iizada; H: Homogenato; S: Sobrenadante; 0, I, II, III
y IV: distintas formas de 1a enzima soiubie de dife
rente actividad (IV=III>II>I>0).
Los datos de ias fracciOnes anaiizadas corresponden a
305 obtenidos para ias preparaciones de igua] denomi
racién iiustredcs en 1a 13913 E.II.[Q¿ (Se ha coïocado
enire paréntesis e] vaior de actividad respectivo).



ce una activación, resuitando en 1a especie más activa III,
que rápida e irreversibiemente se convierte en 1a forma IV, am
bas con 1a máxima actividad posibie de 1,70-1,75 (para este
batch de Eugiena).

Finaïmente ya se demostró que 1a separación de 1a enzi
ma particuiada de 1a membrana, producia una f0rma P soiubilizada
de muy a1ta actividad.

En e] Quadro II, hemos aplicado e] esquema, con un razona
miento simiiar a] anterior, a] análisis de los datos obtenidos

con fracciones que han sido estacionadas. Cuando H1 se deja 24
horas en ia heiadera, su actividad aumenta de 0,039 a 0,103 en

H2; e] H7 será
tas condiciones es muy probabïe que haya OCurrido ya cierta se

i

entonces ahora una mezcia de MPy 0, pero en es

paración de tor de 1a forma 0, produciendo 1a I y factor iic

bre, de manera que e] H2 estaria entonces f0rmado por un 15% de
o c.1 7.1 nl .J‘ na tiva 0 y 15% de 1a I, de aCtividad

0,597, ademas de factor Iibre. Cuando a H1 le agregamos factor,
1 o de] estacionamiento, si bien se

a presencia de factor iibre favorece 1a con
tiva en 1a I, es de esperar entonces una

mayor pro 'ón de es üitima con respecto a1 solo efecto de]

estacionamiento. En co ecuencia, por agregado de F a H1 tendria
mos un 15? ce MP y apora un 60% de 0 y 25% de I. Este fenómeno
se repi.e en e? caso de tener ia :ezcia H9 + F sóio que aqui 1a
forma E ser ia ;redominan:e (80%) y ya casi no quedaria espe

cie 0 tSÏ). Cuando S1 de actividad 0,243,pasa a 52 de mayor acti
vidad; en este caso existiría un mayor despiazamiento hacia 1a
forma I, a ax;er de 1a 0 con respecto a1 equiiibrio inicia] ys s

en 52 habria un 40% de 0 y un 60% de I.

E1 agregado de factor a S1 o 52 va a despïazar posiblemen
tee] eeuiiibrio hacia ias formas III (IV) con una correspondien
te desaparición de 1a 0; de manera que en S1 + F habria un 90%
de I y 10% de III (IV), mientras que en 52 + F, partes iguaies
de ambas especies.

Finaimente, e] factor actuando sobre PrS1 o PrSZ, produ
Ciria 100% de 1a forma más activa III (IV).

Por üitimo, en ei Cuadrg_ill, apiicamos e] esquema a] ani
iisis de 10s datos obtenidos c0n 1a diálisis. En realidad 10 que
sucede con este procedimiento es que a1 ser menos efectivo, en



CUADRO11: Ap1icación de1 esquema de] factor a 1as preparaciones
H, S y Pr estacionadas 24 horas

H1 (0,039) + H2 (0,103) H2 = MP + OeLZI + F

H2 (0,103) = 15% MP (0,146) + 70% 0 (0) + 15% I (0,597) + F

H1 + F = MP + 0 ¿:1 + F

H1 + F (0,234) = 15% MP (0,146) + 60% 0 (0) + 25% I (0,597) + F

H2 + F = MP + 0.:21 + F

H2 + F (0,510) = 15% MP (0,146) + 5% 0 (0) + 80% I (0,597) + F

s1 (0,243) 4 s, (0,383) U1
ll 0'22] + F

_ 2

52 (0,383) = 401 0 (0) + 60% I (0,597)

S1 - F = 0 - I * IIT (IV) + F

S1 + F (0,693) = 902 E (0,597) + 10% III (IV) (1,70) + F

52 + F = 0 + I + III (IV) + F

S2 + F (1,128) = 50% I (0,597) + 50% III (IV) (1,70) + F

1 + F = III (IV) + F PrS1 = I (0,597)

1 + F (1,748)= 100% III (IV) (1,70-1,75) + F

PrS2 = II (1,07)

PrS2 + F (1,692)= 100% III (IV) (1,70-1,75) + F

Los datos de este aná1isis corresponden a 10s obtenidos para 1as
fracciones de igua] denominación i1ustrados en 1a Tab1a_g¿LL.16.
(enire paréntesis se ha co1ocado e1 respectivo va1or de actividad).



CUADROIII: Aplicación de] esquema de] factor a las preparacio
nes H y S diaïizadas 24 hofas

Hd = MP + 04.21+ F

Hd (0,180) =152 HP (0,146) + 55% o (0) + 30% I (0,597) + F

sd = 0 +1 + F

sd (0,5J4) :157. o (o) + 857.; 1 (0,597) + F

Hd+F =.v.F+o—:I+F
H + F (9,518} = 152 HP (0,156) + 85% I (0,597) + F

s +F=0+I+ III(IV)+F
S + F (1,512) = 202 I (0,597) + 80% III (IV) (1,70) + F

Los datos de es
fracciores ce ‘
(entre :arént

néïisís corresponden a 105 obtenidos para 1as
‘enominación iïustrados en 1a Tab1a E.II.1Q¿

1 respectivo vaïor de actividad .



1a separación de1 factor por 1o menos en 1as condiciones de 1a
experiencia, e1 desp1azamiento hacia 1as formas más activas es
tá afectado correspondientemente. Cuando dia1izamos H, hay un
15% de MP, 55% de 0 y un 30% de I; a1 someter a este tratamieg
to a S, queda un 15% de 0 y resu1ta un 85% de I, que si 1o com
paramos con 1as fracciOnes PrS (sus equivalentes, 1uego de Se
phadex G-25), en e11as no queda más forma inactiva.

E1 factor actúa sobre e1 Sd, haciendo desaparecer 1a es
pecie O y 11evando 1a I a III(IV) de manera que 1a mezc1a Sd+F
de actividad 1,512 es 1a resu1tante de un 20% de I y un 80% de
III (IV).
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E.III. QQflgLUSIONES

Los resuitados obtenidos en este estudio acerca de 1a e
xistencia de un factor reguiador que controiaria 1a sintesis en
zimática de porfirinógenos en-Euglena, pueden re5umirse conside‘
rando los siguientes items:

E.III.1. Cinética

Se efectuaron curvas de saturación con PBGpara 1a frac
ción S, observándose que tanto para 1a formación de porfirinas
como para e] con5umo de sustrato, e] c0mportamiento era no michag
iiano con Km's aparentes de 114 y 285 uM para 1a formación de
producto y con5umo de PBGrespectivamente. En ambos casos e] n
fue igua] a 2.

En cuanto a 1a fracción PrS, ésta mostró una respuesta
bifásica en base a] producto formado, revelando 1a existencia
de una cinética compieja, no michaeiiana, en tanto que respecto
a1 con5umo de PBG, e] aspecto de ias curvas fue simiiar pero se
logró aicanzar 1a saturación. E1 conjunto de evidencias halïa
das están indicando que para 1a fracción PrS, e] comportamiento
cinético responderia a 1a existencia de fenómenos de cooperati
vidad negativa.

E.III.2. Sobre e] factor de reguiación

Existe una dependencia entre ei grado de activación de 1a
formación deporfirinas por 1a fracción S y 1a cantidad de factor
FS, con un perfii que correspondería a una respuesta de tipo en
zimático, aunque aün no podemos asegurario, mientras que e] fac
tor no parece tener ningún efecto sobre e] consumo de PBG.

Sobre 1a fracción PrS, 1a acción de] FS en reiación con
1a cantidad de] mismo fue mucho menos pronunciada, tanto para 1a
formación de porfirinas como para e] c0nsumo de Sustrato.

Se investigó e] efecto de Sulfamerazina, antipirina y me
ti1—DOPAsobre 1a actividad deias fracciones S y PrS. Aparente
mente, estos reactivos no tendrian acción sobre 1a actividad de
estas fracciones de Eugiena ¿n u¿tno, restando 1a posibilidad



-de que pudieran antagonizar con la formación ¿n vivo del ácido
fólico, asi comode ciertos derivados pteridinicos de dicho pro
tista y eventualmente con la sintesis y acción del factor de EE
giena.

Se estudió también el efecto de glutatión, cisteina y
tiosulfato sobre la actividad de las mismasfracciones, observan
dose acción ligeramente estimulante en algunos casos y sólo inhi
bición por tiosulfato lO"3 Msobre PrS. Nuestras evidencias indi
carian que el factor podria ser un compuesto sulfurado. Resulta
dos provenientes de nuestro trabajo nos han llevado a pensar que
una de las funciones del factor de Eugflena podria ser la de man
tener reducido el nivel rédox del medio en el cual debe funcio
nar la PBG-asa. Se estudió entonces la acción del factor varian

do la atmósfera de incubación, observándose que el FS es también
capaz de expresar Su acción estimulante en aerobiosis. De acuer
do con nuestros datos el factor debe ser también un compuesto
con propiedades reductores.

Se resolvió también investigar la acción del factor de
Eugiena sobre las enzimas de otras fuentes. Dado que con ninguno
de los tres tejidos empleados (higado vacuno, eritrocitos huma
nos y Rp. paluatnia) se encontró una respuesta estimulante sobre

las actividades enzimáticas por parte del FS, es posible que no
exista sitio receptor para este compuesto o bien que la activi
dad de las mismas sea relativamente elevada como para que este
factor pueda expresarse.

El factor regulador de Euglena es sin lugar a dudas, una
molécula de bajo peso molecular, constituida probablemente por
una parte no proteica y una proteica- Comoya hemos visto, dicho
factor se puede obtener por medio de una cromatografía en Sepha
dex 6-25 de las fracciones H ó S o mediante una diálisis de las
mismas. De acuerdo con nuestros resultados, surge que la cromatg
grafía por Sephadex es más efectiva para la separación del fac;
tor que la diálisis, si bien ambos procesos llevan al mismo re
sultado final.

Los datos experimentales obtenidos en este trabajo han
confirmado nuestras ideas previas acerca de la presencia de un
factor en Eugiena gnaciiió, que regularia la sintesis enzimáti
ca de los porfirinógenos. Además hemos encontrado nuevas eviden
cias Que nos llevan a ampliar el esquema propuesto para explicar
el mecanismode acción de este factor, postulando la existencia



de varias formas enzimáticas de 1a PBG-asa. Según este esquema
actua] se pueden expïicar fáciïmente todos Ios cambios de acti
vidad que hemos observadd a 10 1argo de nuestros estudios con
1as enzimas de Eugiena, producidos frente a distintas condicio
nes experimentaïes.

O ‘ '
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