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I. INTRODUCCION



1.1. FOTOSINTESIS BACTERIANA

El aparato fotosintético de bacterias estâ cons- 
tituido por un solo fotosistema, en contraste con el de 
plantas y algas que posee dos fotosistemas bien diferen-
ciados, I y II. La existencia de dos fotosistemas en cio 
roplastos fue demostrada por los trabajos pioneros de Emer 
son y Arnold, 1932, con el alga Chlorella pyrenoidosa, en 
los cuales se detectô un efecto cooperativo cuando se ilu- 
minaba simultâneamente con dos rayos monocromâticos de 
64 0 nm y 714 nm. Cuando se iluminaba con los dos rayos simul 
tâneamente la actividad fotosintêtica era mayor que la suma 
de las actividades inducidas por los dos rayos por separado. 
Este efecto cooperativo no se ha podido detectar en bacterias 
fotosintéticas (Vernon et al., 1966).

La ausencia del fotosistema II en bacterias provo- 
ca que éstas tengan que utilizar como fuente de electrones 
compuestos mâs reducidos que el HgO, como compuestos de azu 
fre reducidos, H2 o compuestos orgânicos simples. Por tanto, 
en lugar de O2 como producto oxidado se obtiene sulfatos, 
protones, compuestos orgânicos"diversos y CO2 • Las caracte- 
rîsticas del fotosistema I de plantas se parece bastante al 
fotosistema de bacterias: la clorofila de sus correspondien 
tes centres de reacciôn tienen un potencial redox similar 
(+0,44 v), las senales EPR inducidas por dicha clorofilas 
oxidadas son iguales (g = 2,0026), ambas presentan fotooxi­
daciôn de citocromos endôgenos bajo iluminaciôn actînica, 
ambas llevan a cabo fotofosforilaciôn cîclica, etc. Sin em­
bargo, las plantas y algas poseen plastoquinona y fotorre- 
ducen NADP, mientras que las bacterias contienen ubiquinona 
y fotorreducen NAD.

Séria interesante comentar algunos aspectos evolu 
tivos de ambos tipos de fotosintesis. Se ha aceptado frecuen



temente que la fotosîntesis bacteriana precediô a la foto­
sîntesis de las algas verde-azuladas (Brock, 1973) , basân- 
dose en aspectos de complejidad del aparato fotosintético. 
Segûn esta teorîa, las bacterias fotosintéticas en su evo- 
luciôn darîan lugar a las algas verde-azuladas anadiendo 
el fotosistema II para la fotolisis del H2O en un grado de 
evoluciôn mâs complejo (Cruden et al., 1970). Sin embargo, 
otros autores sugieren la existencia de un posible precur­
sor ancestral comûn para bacterias y algas verde-azuladas 
con un pigmento similar a la clorofila a y dos fotosistemas 
(Oison, 1970). Esta teorîa admite que la fotosîntesis bacte 
riana apareciô por una simplificaciôn de la fotosîntesis de 
una primitiva cianofita unicelular, al perder el fotosiste­
ma II. Hay que destacar en este sentido la gran similitud 
entre el aparato fotosintético de bacterias y el fotosiste­
ma I de plantas. Asîmismo se ha descrito (Cohen et al.,
1975) que el alga verde-azulada Oscillatoria lunnetica 
puede llevar a cabo ambos tipos de fotosîntesis,dependiendo 
de las condiciones del medio: en presencia de altas concen­
traciones de SH2, oxida este sustrato utilizando ûnicamente 
el fotosistema I; cuando las condiciones ambientales son 
mâs oxidantes, obtiene el poder reductor a partir del H2O 
gracias a la entrada en funcionamiento del fotosistema II. 
Segûn la teorîa del alga verde-azulada ancestral, las bac­
terias verdes precederîan a las bacterias pûrpuras. De he- 
cho, las bacterias fotosintéticas verdes tienen un aparato 
fotosintético mâs complejo que las bacterias pûrpuras, ya 
que el tamano de la antena es mayor y taies pigmentos de an 
tena se localizan en unas vesîculas especiales que se aseme 
jan en su funcionamiento a los ficobilisomas de las algas 
verde-azuladas. El anâlisis de las ferredoxinas, apoyan es­
ta ûltima teorîa. (Hall et al., 1973; Baltscheffsky, 1974). 
Segûn estos datos la evoluciôn irîa en la direcciôn de 
Chlorobium ---> Rhodospirillum ---> Chromâtium. El anâli-



sis de los âcidos nucleicos ha reportado que el contenido 
C + G es muy parecido en Chlorobium y en algunas especies 
unicelulares de algas verde-azuladas que, por otra parte, 
difiere marcadamente de la media de las bacterias fotosin 
têticas. Sin embargo, nada definitivo se ha dicho acerca 
del origen de la fotosîntesis en general y de la bacteria 
na en particular.

1.2. BACTERIAS FOTOSINTETICAS

Las bacterias fotosintéticas se agrupan en cuatro 
families con caracterîsticas bien diferenciadas; Clorobiâ- 
ceas, Clorofexâceas, Cromatiâceas y Rodospirilâceas.

Clorobiâceas: Todas las especies de esta familia 
son anaerôbicas estrictas y fototrôficas obligatorias. Uti- 
lizan compuestos reducidos de S como fuente de electrones.
En ciertas condiciones pueden usar también el H2 . Tienen 
una pared celular rîgida, no son môviles y se dividen por 
fisiôn binaria. Todas son Gram negatives. Un représentante 
tîpico es el género Chlorobium.

Clorofexâceas; Muestran un aparato fotosintético 
similar al de las Clorobiâceas. Sin embargo, morfolôgicamen 
te difieren marcadamente de los représentantes de esta fa- 
milia, ya que presentan un aspecto filamentoso y se desli- 
za sobre las superficies. Crecen bien en condiciones fotoor 
ganotrôficas, pero también pueden crecer quimiorganotrôfica- 
mente en condiciones aerôbicas. El ûnico représentante de la 
familia es la especie Chlorofexus aurantiacus (Pierson et al., 
1974) .



Cromatiâceas; Las especies de esta familia oxidan 
compuestos de S reducidos como fuente de electrones. Oxidan 
SH2 ha s ta sulfato, pasando por S que suele acumularse en el 
interior de la cêlula en forma de grânulos. Pueden asimilar 
compuestos carbonados simples como acetato y piruvato. Las 
cêlulas en general son môviles y se dividen por fisiôn bi­
naria. Pueden presentarse como cêlulas aisladas o en agrega 
dos môviles. Todas son Gram negativas. Un représentante ti- 
pico es el género Chromatium.

Rodospirilâceas; En general son incapaces de uti­
lizar compuestos de S, de ahî que también se les llame bac­
terias pûrpuras no sulfurosas. Crecen en condiciones foto- 
organoheterotrôficas, utilizando compuestos carbonados sim­
ples como acetatos, hidroxiâcidos, cetoâcidos de cadena cor 
ta, etc. En general requieren una o varias vitaminas para 
crecer. Pueden utilizar H2 como fuente de electrones y mu- 
chas especies son fijadores de N2 . En general son môviles y 
la forma varia ampliamente, incluso dentro de una misma es­
pecie, dependiendo de las condiciones de cultivo. Son Gram 
negativas. Un représentante tîpico es el género Rhodospirillum,

1.3. PIGMENTOS FOTOSINTETICOS Y SU DISTRIBUCION EN ESTRUCTU­
RAS SUBCELULARES

Las clorofilas son los fotorreceptores indispen­
sables para que tenga lugar la funciôn fotosintêtica. Las 
clorofilas constituyen un pequeho grupo de moléculas que 
varîan unas de otras en pequehas modificaciones. Las bac­
terias pûrpuras contienen Bacterioclorofila a y b, mientras 
que las bacterias verdes presentan mâs variedades: c, d, e, 
£ y una pequena proporciôn de a (Gloe et al., 1975). Hay 
que resaltar la presencia, en mayor o menôr proporciôn, de



la bacterioclorofila a en todas las especies bacterianas 
analizadas hasta el momento, con la ûnica excepciôn de 
Rp. viridis que présenta bacterioclorofila b.

La molêcula estâ constituida esencialmente por 
un macrociclo central con cuatro anillos pirrôlicos coordi- 
nados con un âtomo de Mg central. El macrociclo estâ este 
rificado con una larga cadena lateral, el fitolgenil- 
geraniol, cuya funciôn puede estar en dar mayor estabili- 
dad a la molêcula y facilitar su inserciôn en la matriz 
lipîdica de las membranas. El âtomo de Mg central,con un 
nûmero de ocordinaciôn de 4 estâ insaturado, como confir­
ma n algunos experimentos de espectrocopîa del Infrarrojo 
(Ballsch-miter et al., 1969) y espectroscopîa NMR (Katz 
et al., 1973). Como consecuencia, el âtomo de Mg se compor­
ta como un electrôfilo y tiende a interaccionar con molécu 
las con grupos nucleôfilos. De esta forma el nûmero de 
coordinaciôn del metal central puede variar dependiendo del 
disolvente en donde se encuentre la molêcula de bacterioclo 
rofila. Las propiedades electrofîlicas del Mg central hacen 
que la molêcula de bacterioclorofila interaccione con sol- 
ventes nucleôfilos, y en su ausencia con otras moléculas de 
bacterioclorofila, ya que posee grupos nucleôfilos como los 
grupos éster C = 0 y grupos ceto C = 0. De esta forma se
pueden obtener agregados por interacciones C = 0 ....  Mg
(Katz et al., 1978). Estos estados de agregaciôn se ven muy 
favorecidos en las cêlulas debido a la alta concentraciôn 
que existe de estos pigmentos en las membranas fotosintéti­
cas, puede exceder de 0,05 M (Sauer, 1975).

Los carotenos constituyen el otro grupo importante 
de pigmentos sintetizados por las bacterias fotosintéticas. 
Existe una gran variedad de estas moléculas, aunque en con- 
junto responden a unas caracterîsticas estructurales muy pa 
recidas. Son moléculas formadas por una cadena alifâtica mâs



o menos larga, con numerosos dobles enlaces conjugados, que 
son la causa de su alto coeficiente de extinciôn en el visi 
ble (Liaaen-Jensen et al, 1972; Goodoin, 1973). Con cierta 
frecuencia estas cadenas alifâticas terminan en anillos hi- 
drocarbonados, principalmente aromâticos.

La funciôn de los carotenos en bacterias es obje- 
to aûn de especulaciones. Los trabajos pioneros de Duysens, 
1952, asignaron a los carotenos una funciôn de antena,trans 
mitiendo la energîa de excitaciôn a los centros de reacciôn. 
Otra funciôn asignada con frecuencia a los carotenos es la 
de servir de protector contra la fotooxidaciôn irreversible 
de la bacterioclorofila en presencia de O2 (Cohen-Bazire et 
al. , 1958). Recientemente, se ha podido analizar mejor este 
efecto en centros de reacciôn purificados. Los centros de 
reacciôn aislados del mutante sin carotenos G-9 de R. rubrum 
se mostraron mâs fotosensibles que los aislados de la estir 
pe silvestre que poseen 1 mol de espiriloxantina por centro 
de reacciôn (Vadeboncoeur, 197 3). También parece que las bac 
terioclorofilas del centro de reacciôn pueden perder energîa 
de excitaciôn transmitiéndola a la molêcula del caroteno pre 
sente en el mismo. Asî cogdell y colaboradores (Cogdell et 
al., 1975) presentaron evidencias de que los carotenos des- 
energizan el 
de reacciôn.

T5energizan el estado P de la bacterioclorofila de los centros

En las Rodospirilâceas y Cromatiâceas se observan 
al microscopic electrônico unas estructuras membranosas que 
estân formadas por invaginaciones de la membrana plasmâtica 
(Remseh et al., 1968; Peters et al., 1972). Dichas estructu 
ras se pueden aislar y purificar (cromatôforos) observândo- 
se que albergan el aparato fotosintético complète ya que 
mostraron el mismo espectro que las cêlulas intactas (Schach- 
man et al., 1952). Sin embargo, en las Clorobiâceas aparecen



al microscopic electrônico unas estructuras esfêricas o 
elipcoidales que se sitûan prôximas a la membrana plasmâ­
tica pero que no presentan continuidad con ella (vesîculas 
de clorobium) (Pfennig et al., 1967; Hait et al., 1966).

El espectro de absorciôn de los pigmentos varîa 
ampliamente dependiendo del entorno molecular en el que se 
encuentren. Un ejemplo muy caracterîstico se da eh las bac 
terias pûrpuras crue "in vivo" presentan una serie de ban­
das en la regiôn del IR-cercano; sin embargo, cuando se ex 
traen los pigmentos presentan una ûnica banda desplazada 
hacia longitudes de onda menores (Oison et al., 1966). El 
mayor nûmero de bandas, asî como su distinta situaciôn, de 
los pigmentos "in vivo", se debe a interacciones pigmento- 
-pigmento (Clayton, 1965; Katz et al., 1973), pigmento-pro 
teîna (Fenna et al., 1975) y pigmento-lîpido (Fraker et al., 
1971). El aislamiento de complejos lo mâs sencillos posibles 
que no pierdan las caracterîsticas espectrales de las membra 
nas fotosintéticas, constituyen un método de gran utilidad 
para conocer algo mâs sobre las interacciones de los distin 
tes componentes de las membranas fotosintéticas. En este sen 
tide, la utilizaciôn précisa de detergentes es fundamental 
en este tipo de trabajos. Anâlisis detallado de los espectros 
de absorciôn, espectros de dicroismo circular, espectros de 
fluorescencia, etc., constituyen métodos usuales en el estu­
dio de las interacciones moleculares de los cromatôforos.

Hasta ahora nos hemos limitado a hacer un anâlisis 
muy somero de los pigmentos del aparato fotosintético. Estos 
cromôfofos estân conectados con una serie de componentes 
de los cromatôforos y que en conjunto constituyen lo que se 
denomina "unidad fotosintêtica". Tal unidad fotosintêtica 
consta de très partes muy diferenciadas, tanto estructural- 
mente como funcionalmente: antena, centro de reacciôn y ca­
dena de transportadores de cargas.



1.4. ANTENA

La mayor parte de los pigmentos fotosintêticos 
sirven para captar los fotones y transmitir la energîa de 
excitaciôn a un complejo especial denominado centro de 
reacciôn. Uno de los grandes pasos en la evoluciôn del apa 
rato fotosintético viene dado por el desarrollo de un con- 
junto de moléculas especializadas en la transmisiôn de ener 
gîa de excitaciôn a un centro de reacciôn (Borisov, 1978) . 
Aunque los carotenos también se consideran como parte de 
la antena, sus pigmentos mâs representatives son las bacte­
rioclorof ilas . Las bandas que se observan en el infrarrojo 
cercano (IR-cercano) se deben en su mayor parte a la bacte­
rioclorof ila de antena, y una minima proporciôn a la bacte-' 
rioclorofila de los centros de reacciôn.

En la actualidad se conoce muy poco acerca de la 
estructura y aûn menos de como funciona la antena. Mediante 
el uso apropiado de detergentes se han aislado fracciones de 
antena sin otros componentes del aparato fotosintético (Feick 
et al., 1978; Cogdell et al., 1978). Sauer y Austin (1978) 
han aislado el complejo mînimo que conserva las propiedades 
espectrales de la antena de los cromatôforos. El complejo 
aislado del mutante sin carotenos R-26 de Rhodopseudomonas 
sphaeroides estâ constituido por 2 polipéptidos, 2 bacterio-. 
clorofilas y fosfolîpidos. Un complejo obtenido a partir de 
la estirpe silvestre presentô 2 polipéptidos, 3 bacterioclo­
rof ilas, carotenos y fosfolîpidos. Con la bacteria Rhodo­
pseudomonas capsulata también se han conseguido resultados 
satisfactorios (Feick et al., 1978); sin embargo las membra­
nas de R. rubrum son mâs sensibles al tratamiento con deter­
gentes, lo que provoca una destrucciôn de las fracciones 
cuando se intentan obtener complejos de bajo peso molecular. 
El complejo mînimo que se ha aislado de esta bacteria es de 
400 K daltons (Sauer et al., 1978). Todos los polipéptidos 
asociados a la antena son de bajo peso molecular. Se cree
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que la antena estâ constituida por una serie de agregados, 
favorecidos por las interacciones moleculares anteriormente 
descritas, aunque se desconoce su tamano y su distribuciôn 
en la membrana.

Los mecanismos bajo los cuales tiene lugar la mi- 
graciôn de energîa en la antena se desconocen. Modèles teô- 
ricos han sido elaborados para intentar explicar estos meca 
nismos: la migraciôn tipo Fôrster supone que la excitaciôn 
estâ siempre localizada sobre una molêcula definida; el mé­
canisme tipo excitôn, prevee que la excitaciôn se deslocal_i 
za sobre un conjunte de moléculas; el mécanisme tipo exci- 
ton localizado, supone que la energîa de excitaciôn se loca 
liza sobre un grupo limitado de moléculas, serîa un case in 
termedio entre los dos anteriores. No obstante, ninguno de 
los modèles explica satisfactoriamente las caracterîsticas 
observadas de la antena. Para llegar a idear un modèle de 
migraciôn de energîa serîa necesario un conocmiento profun- 
do de la ordenaciôn estructural de las distintas moléculas 
que constituyen la antena. Las distancias intermoleculares 
parece que tienen una importancia capital, para que la mi­
graciôn tenga lugar. Dicha migraciôn debe ser muy râpida ya 
que mediante un fluorîmetro de fase se ha detectado induc- ' 
ciôn de fluorescencia con una vida media (tl/2) de varios 

picosegundos (Barsky et al., 1974).

1.5. CENTROS DE REACCION

Los trabajos pioneros de Duysens, 1954, demostra- 
ron la existencia de una pequena proporciôn de bacterioclo­
rof ila que sufrîa cambios espectrales réversibles por efec­
to de la luz actînica. Unos anos mâs tarde, mediante trata­
miento con diversos oxidantes quîmicos, se pudieron diferen
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ciar claramente dos tipos distintos de bacterioclorofila.
En presencia de los reactivos quîmicos,la mayor parte de 
la bacterioclorofila se oxidaba irreversiblemente, mientras 
que una pequena proporciôn, entre un 2-3% del total, era 
mâs resistente al efecto de los oxidantes (Loach et al.,
1963). Estos pigmentos resistentes al tratamiento presen­
taron un espectro caracterîstico, con mâximos en el IR-cer 
cano a 865 nm y 760 nm, en Rodospirilâceas con bacterioclo 
rofila a. Estos resultados apuntaban hacia la idea de que 
en el aparato fotosintético bacteriano existîan unos pigmen 
tos situados en un entorno especializado que los protegîa 
del efecto de los tratamientos quîmicos; a taies complejos 
se les denominô centros de reacciôn.

El aislamiento de un mutante no fototrôfico de 
Rp. sphaeroides (Sistrom et al., 1964) que contenîa bacte- 
rioclorofila normal y que fue incapaz de realizar reacciones 
fotoquîmicas, confirmaba la esencialidad de los centros de 
reacciôn para un crecimiento fototrôfico.

En estas circunstancias se hacîa inminente el ais- 
lamiento del complejo causante de los fenômenos observados. 
Los primeros intentos se hicieron con mutantes que carecîan 
de carotenos,utilizando el detergente Triton X-100. Se ob- 
tuvieron fracciones parcialmente purificadas de los mutantes 
G-9 de R. rubrum (Gingras et al., 1969) y R-26 de Rp. sphae­
roides (Reéd et al., 1968), pero fue necesario poner nuevos 
métodos a punto hasta llegar a obtener centros de reacciôn 
prâcticamente puros. En estos métodos la elecciôn convenien- 
te del tipo de detergente como la concentraciôn ôptima son 
los pasos esenciales para poder llegar a fracciones con un 
alto grado de pureza. Se han aislado centros de reacciôn 
muy puros de Rp. sphaeroides (Jolchine et~al., 1974); Rp. 
sphaeroides R-26 (Feher, 1971); R. rubtum (Noel et al., 1972);
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R. rubrum G-9 (Okamura et al., 1974); Ch. vinosum (Lin et 
al., 1975). Otras fracciones menos puras se han obtenido 
de Rp. capsulata sin carotenos (Nieth et al., 1975); Rp. 
gelatinosa (Clayton et al., 1975); Ch. limicola (Oison et 
al., 1973).

Pocos campos de la fotosîntesis han tenido un de­
sarrollo tan espectacular en los ûltimos anos, como el es­
tudio de los centros de reacciôn. Su aislamiento ha permi- 
tido obtener una amplia informaciôn sobre su composiciôn y 
propiedades 'fîsico-quîmicas. Los centros de reacciôn son 
unos complejos de proteîna-pigmentos, constituidos por 3 
polipéptidos, Rp. gelatinosa sôlo posee 2 cadenas polipep- 
tîdicas, (Clayton et al., 1978; Okamura et al., 1974 ; Noel 
et al., 1972; Nieth et al., 1975), 4 moléculas de bacterio­
clorof ila a y 2 moléculas de bacteriofeofitina (Straley et 
al,, 1973; van der Rest et al., 1974), 1 mol de carotenos 
por centro de reacciôn, alrededor de 1 mol de quinonas (Q) 
y de Fe por centro de reacciôn y una pequena proporciôn de 
pteridinas. El anâlisis de los pigmentos (Straleyet al., 
1974) ha permitido concluir que la bacterioclorofila de cen' 
tro de reacciôn es quîmicamente idéntica al reste de la bac 
terioclorofila a bacteriana. En todos los centros de reac­
ciôn se ha encontrado bacterioclorofila a excepte en Rp. 
viridis que présenta bacterioclorofila b.

Los centros de reacciôn muestran un espectro de 
absorciôn caracterîstico: en su estado reducido muestran 
bandas de absorciôn a 865 (P870), 802 (P800), 600 y 390 nm 
adscritas a bacterioclorofila; las bandas existantes a 755 
y 540 se adscriben a la bacteriofeofitina; altededor de 
500 nm aparecen unas bandas pequehas que se deben al caro­
teno. En estado oxidado se décolora casi totalmente la ban 
da del P870, el P800 se desplaza hacia longitudes de onda 
menores y se decoloran parcialmente las bandas de 600 y
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390 nm. asî como liaeros desolazamientos de las bandas de 
la bacteriofeofitina v de los carotenos. El esoectro a ba- 
jas temoeraturas présenta alteraciones: se observa un des- 
plazamiento de la banda de 865 nm hacia longitudes de onda 
mayores y la banda a 54 0 nm se resuelve claramente en dos, 
a 532 y 544 nm (Clayton et al., 1976). Mediante anâlisis de 
los espectros de dicroismo, Vermeglio y Clayton (1976) han 
concluido que el P870 présenta dos bandas, una a 865 y otra 
a 810 nm; cuando se oxida aparece una decoloraciôn a 865 nm 
y a 810 nm, apareciendo al mismo tiempo una banda positiva 
centrada a 790 nm lo que provoca aparentemente un desplaza- 
miento de la banda del P8 00.

A pesar de la simplicidad, en cuanto a composiciôn, 
de los centros de reacciôn, aûn se pueden obtener fracciones 
mâs pequehas con actividad fotoquîmica. Es interesante défi­
nir el tamaho mînimo del centro de reacciôn desde un punto 
de vista funcional. En este sentido, Okamura y colaboradores 
(1974) han separado, mediante gradiente de sacarosa en presen 
cia de LDAO y SDS, una fracciôn con las dos subunidades pep- 
tîdicas de menor peso molecular (b y c) de los centros de 
reacciôn aislados de Rp. sphaeroides R-26. Dicha fracciôn 
contenîa todos los pigmentos y conservô totalmente la acti­
vidad fotoquîmica de los centros de reacciôn complètes, aun­
que perdieron prâcticamente la totalidad del Fe. A la vista 
de estos resultados,los autores concluyeron que la subunidad 
a no interviene en la fotoquîmica primaria, y que el comple­
jo restante constituye la partîcula mînima, aislada hasta 
ahora, que conserva las propiedades fotoquîmicas de los cen­
tros de reacciôn. Cuando se ha intentado separar las subuni­
dades b y c el complejo se desnaturaliza y se pierden todas 
las propiedades fotoquîmicas.

La obtenciôn de centros de reacçiôn puros ha he- 
cho posible el anâlisis de los mecanismos que subyacen en el
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proceso de la separaciôn de cargas, mediante el cual el dona 
dor primario (P870) se oxida y el aceptor primario (posible 
mente un complejo Q-Fe) se reduce. A este proceso se le ha 
denominado acto fotoquîmico primario. Se han detectado va­
rios estados transitorios posteriores a la oxidaciôn del do 
nador primario y antes de que se reduzca el aceptor prima­
rio. El estado (Parson et al., 1975; Rockley et al., 1975) 
ha sido detectado como intermediario en la fotoquîmica prima 
ria. Aparece como consecuencia de la oxidaciôn del donador 
primario la reducciôn de la bacteriofeofitina présente en 
los centros de reacciôn. Este estado P lleva consigo una 
decoloraciôn a 865, 600, 540 y 760 nm que corresponden a las 
bandas de absorciôn del donador primario y de la bacteriofeo 
fitina. Recientemente se ha descrito que el P800 también ac- 
tûa como un intermediario en la separaciôn de cargas en los 
centros de reacciôn (Shuvalov et al., 1978).

Para terminar este apartado sobre los centros de 
reacciôn, serîa interesante hacer algunos comentarios sobre 
el aceptor primario. Para asignar la funciôn de aceptor pr_i 
mario a un determinado compuesto, es preciso définir previa 
mente que se entiende por aceptor primario. Segûn Bolton, . 
(1978), aceptor primario se considéra a aquel compuesto que 
acepta electrones procedentes del donador primario después 
de un tiempo aproximado de unos 100 ns. Con esta premisa se 
excluyen como aceptores primarios los estados tripletes de 
la bacterioclorofila (Wraight et al., 1974), el estado P^ 
(Rockley et al., 1975) o la formaciôn de un aniôn radical 
que absorbe a 800 nm (Shuvalov et al., 1978). Segûn ésto 
los candidatos mâs probables como aceptor primario serîan 
el Fe, la UQ o el complejo UQ-Fe, si se tiene en cuenta su 
relaciôn equimolecular con el donador primario en los cen­
tros de reacciôn. Algunos experimentos demuestran que el 
Fe no funciona como aceptor primario: los complejos mînimos
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con las subunidades b y £ mantienen todas las propiedades 
fotoquîmicas, a pesar de su bajo contenido en Fe; la sus- 
tituciôn del Fe por Mg no afectô los niveles de fotooxida 
ciôn del P870 (Feher et al., 1974); preparaciones de centro 
de reacciôn con menos del 90% de Fe no afectô a los niveles 
de fotooxidaciôn del P870 en R. rubrum (Loach et al., 1972); 
espectros Mossbauer indican que el Fe^^ no cambia de Valen­
cia cuando se reducen los centros de reacciôn de Rp. sphae­
roides con ditionito sôdico (Feher et al., 1974).

Existen fuertes evidencias para adscribir la fun­
ciôn de aceptor primario a la UQ, al menos en algunas bacte 
rias. Okamura y colaboradores (1975) han encontrado dos ti­
pos de UQ en centros de reacciôn de Rp. sphaeroides R-26, 
diferenciados en su afinidad a los centros. Cuando extraje- 
ron la que se ûnîa mâs debilmente, no se modified la activi­
dad fotoquîmica del P870, sin embargo cuando se removiô toda 
la UQ, desapareciô paralelamente la actividad fotoquîmica.
Al ahadir la UQ extraîda apareciô de nuevo la actividad. Es­
te sugiere fuertemente que la UQ es esencial para 
que pueda ocurrir la separaciôn de cargas en los centros de 
reacciôn de Rp. sphaeroides. En Ch. vinosum no se afectô la 
actividad fotoquîmica cuando se removiô completamente la UQ, 
pero fue necesario extraer toda la menaquinona para que cesa 
ra la actividad (Okamura et al., 1976). Dichos autores pro- 
pusieron en esta bacteria que la menaquinona actûa como ace£ 
tor primario.Anâlisis de otros centros de reacciôn apoyan la 
idea de que un compuesto del tipo de los quinonas puede ac- 
tuar como aceptor primario en bacterias.

1.6. CADENA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES EN FOTOSINTESIS 
BACTERIANA

Los fotones son absorbidos por la antena que cana
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liza la energîa de excitaciôn hasta los centres de reacciôn, 
en donde tiene lugar la separaciôn de cargas, apareciendo 
un compuesto fuertemente oxidante (el P870^) y un radical 
fuertemente reductor (la semiquinona). Esta situaciôn es el 
oirigen de una serie de procesos de recombinaciôn de cargas 
en la que estân involucrados transportadores redox de la 
membrana de los cromatdforos. En estas reacciones sucesivas 
tiene lugar una disminuciôn neta de energîa libre que es 
aprovechada entre otras cosas, para sintetizar ATP, una for 
ma de energîa quîmica aprovechable por la cêlula. El elec­
tron, a travês de las reacciones redox que tienen lugar en 
la membrana, vuelve otra vez al donador primario de donde 
partiO, completândose àsî el ciclo. Componentes conocidos 
de este sistema de transporte cîclico son: quinonas, cito- 
cromos, ferredoxinas, compuestos con flavinas, etc.

Quinonas: Este tipo de compuestos son muy abundan 
tes en bacterias fotosintêticas. Existen varios tipos de 
quinonas en bacterias, pero la mâs abundante es la ubiquino 
na-10. Aparté de la UQ envuelta probablemente en la fotoqu^' 
mica primaria (apartado anterior), existe un conjunto de UQ 
consideradas como transportadores que se mueven a travês de 
la membrana. Estas molêculas pueden recibir electrones del 
aceptor primario, tomando el papel de aceptores secundarios. 
La asignaciên de aceptores secundarios se dériva fundamen- 
talmente de experimentos utilizando dos destellos separados 
convenientemente: en un primer pulso, ocurre la reducciên 
del aceptor primario; si damos otro pulso suficientemente 
prôximo, de tal manera que el donador ya se haya reducido 
y el aceptor primario aûn continue reducido, no se observa 
actividad fotoquîmica alguna (Parson, 1969). Una separaciôn 
graduai de los pulsos nos da una idea de la velocidad con 
que el aceptor primario reduce a los aceptores secundarios.
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Por otra parte. Case y colaboradores (1970) encontraron que 
la actividad fotoquîmica detectada en un segundo destello 
era variable de unas preparaciones de subcromatôforos a 
otras. Dicha actividad estaba relacionada con la cantidad 
de UQ presente en las preparaciones. Por otra parte, croma 
tôforos de R. rubrum a los que se les ha extraîdo la UQ son 
incapaces de fosforilar (Yamamoto et al., 1970) o de redu- 
cir citocromo C2 exôgeno (Higuti et al., 1975). Asîmismo, 
la 0-fenantrolina, un conocido inhibidor de la UQ, bloquea 
las reacciones que habîan sido reconstituidas al anadir la 
UQ que se habîa extraîdo previamente (Halsey et al., 1974).

Todos estos resultados demuestran que las quinonas 
actûan como transportadores redox en las membranas fotosinté 
ticas.

Citocromos; Estas proteînas hemînicas constituyen 
un grupo de transportadores redox por excelencia en todos los 
sistemas biolôgicos y son muy abundantes en bacterias fotosin 
têticas, aunque describiremos someramente s61o aquellos cito- 
cromos que estân mejor caracterizados y que intervienen en 
los procesos fotosintéticos.

En algunas especies de Rodospirilâceas se ha carac- 
terizado bastante bien un citocromo de tipo C, el cit C~, que

-j.actûa como donador directo de electrones para el P870 (Dutton 
et al., 1975; Jackson et al., 1973; Evans et al., 1974). Es­
ta proteîna tiene un potencial medio (Em) de unos 300 mv a 
pH 7.0. Este compuesto es môvil y se encuentra principalmente 
en el espacio periplâsmico en las cêlulas intactas. En condi- 
ciones de baja temperatura, este citocromo no sufre fotooxida- 
ciôn (Kihara et al., 1969), lo que hace suponer que las dis- 
tancias entre este citocromo y el donador primario son rela- 
tivamente grandes. Los cambios de absorciôn de este citocromo
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puéden analizarse a 550-551 nm (banda 0( ) y alrededor de 
420 nm (banda ).

En las Cromatiâceas y algunas Rodospirilâceas se 
han detectado dos clases de citocromos de tipo C: uno de 
bajo potencial, el C553 (Em 0 mv) , y otro de alto poten­
cial, el C555 (Em 300 mv) . Ambos citocromos pueden servir 
de donadores para el centro de reacciôn oxidado despuês de 
un destello (Parson, 1969). Estos citocromos se encuentran 
fuertemente unidos a la membrana y se obtienen en su total_i 
dad en las preparaciones de cromatôforos; esta afinidad ha 
ce que a bajas temperaturas sufran fotooxidaciones (Chance 
et al., 1960).

Se han caracterizado medianamente algunos citocro­
mos de tipo b. El mejor estudiado es el cit b50, que se cree 
tiene una importancia capital en el flujo cîclico de electro 
nés. Sus cambios de absorciôn se pueden analizar a 560 nm 
(banda # ), de ahî que en la literatura tambiên se le deno- 
mine cit b560. Varios trabajos demuestran que este citocromo 
sufre variaciones redox en el ofden de ms desouës de un des­
tello (Prince et al., 1975; Petty et al., 1976). Su oxida- 
ci6n despuês de un pulso corto parece estar acoplada con la 
reducciên de los citocromos de tipo C. La transferencia de 
cargas entre los cit b y c se inhibe por los compuestos An- 
timicina A y HOQNO (Izawa et al., 1972; Slater, 1973), que 
inhiben asîmismo la fotofosforilaciên. Por otra parte, con 
la adiciên de ATP a una suspensiên de cromatôforos de R. ru­
brum (Baltscheffsky,1967) se puede invertir la reacciôn entre 
los cit b50 y C2. Estos datos apoyan la idea de que entre 
ambos citocromos existe un sitio de fosforilaciôn.

Ferredoxinas (Fd): Varios tipos de Fds se han ais 
lado de membranas fotosintêticas bacterianas (Prince et al..
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1975; Yock et al., 1975). Algunas de ellas se han caracteri­
zado por su senales EPR: una con un g = 1,9,similar a la 
descubierta por Rieske y colaboradores (1964) en mitocon- 
drias; otra con un g = 1,94; se ha detectado tambiên una 
proteîna fêrrica de alto potencial (Hi PIP) con propiedades 
similares a la descubierta por Ingledew y Ohnishi (1975) en 
mitocondrias. La funcionalidad de estas proteînas permanece 
desconocida. No se han encontrado senales adscritas a Fds, 
en espectroscopîa de destellos, sin embargo se ha observa- 
do la oxidaciên de la Fd con g = 1,90 despuês de varios mi- 
nutos de iluminaciên (Prince et al., 1975).

Flavinas; Las flavinas tambiên son constituyentes 
del aparato fotosintêtico de bacterias. Sin embargo se des- 
conoce de que compuestos forman parte como grupos prostêti- 
cos y su funciên en las reacciones fotoquîmicas.

Con estos comentarios acerca de los transportado­
res redox, hemos completado una descripciên somera del apara 
to fotosintêtico de bacterias. En esta descripciên hemos da 
do especial atenciên a las bacterias pûrpuras, ya que son las 
mejor caracterizadas y un représentante tîpico de las Rodos­
pirilâceas, R. rubrum, es el material de trabajo de esta Te- 
sis.

1.7. UTILIZATION DE MUTANTES COMO METODOLOGIA PARA EL ESTU- 
DIO DE LA FOTOSINTESIS BACTERIANA

La mayor parte de los trabajos que se han hecho 
sobre fotosîntesis han consistidb en caracterizar una serie 
de reacciones y en ocasiones aislar el compuesto o los com­
puestos eue los provocan, en la estirpe silvestre. Otra me- 
todoloqîa para analizar la esencialidad de un compuesto.
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consiste en extraerlo, analizar la reacciôn que desaparece, 
anadir de nuevo el compuesto extraîdo y ver que la activi­
dad se récupéra. Esta metodologîa tiene varios inconvenien 
tes, ya que con frecuencia se extraen otros cofactores al 
mismo tiempo y, ademâs durante la extraccîôn se puede danar 
seriamente la integridad de la membrana, con lo cual se pue 
de llegar a conclusiones errôneas.

El método de aislar mutantes déficientes en alguna 
de las propiedades del aparato fotosintêtico ha sido poco 
usual en las investigaciones sobre fotosîntesis. No obstante 
algunos ejemplos se han descrito en la literatura en organis 
mos con dos fotosistemas (Levine, 1969; Bishop, 1973; Delaney 
et al., 1976) y en bacterias (ver revisiôn hecha recientemen- 
te por Saunders, 1978). El estudio de mutantes de bacterias 
fotosintêticas tiene el inconveniente de que no existe un 
buen anâlisis genêtico en estos microorganismos lo que impo- 
sibilita el anâlisis de la mutaciôn o mutaciones que operan 
en los mutantes que se obtienen. Sin embargo^ esto no es in­
conveniente para asignar una funciên esencial a una activi­
dad que desaparece paralelamente a la falta de crecimiento 
bajo condiciones fototrêficas.

1.8. OBJETIVO DE NUESTRO TRABAJO

El trabajo que se presentarâ en esta memoria estâ 
dentro de la lînea que se sigue en nuestro laboratorio desde 
hace varios ahos; aislar mutantes no fototrêficos que care- 
cen de una actividad caracterîstica del aparato fotosintêti­
co de la estirpe silvestre y obtener revertientes espontâ- 
neos para recuperar su capacidad de crecer a expensas de la 
energîa luminosa. Con los mutantes no fototrêficos se pré­
tende poder determiner algunas de las actividades esenciales
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en fotosînteèis, y si es posible, adscribir la falta de ac­
tividad a la ausencia o modificaciôn de algûn componente de 
la membrana. Con los revertientes, se pretende analizar co­
mo afecta la reversiôn sobre la estructura y funciên de al­
gunos componentes de las membranas fotosintêticas y sobre las 
propiedades fisiolêgicas en su conjunto, en condiciones fo­
totrêf icas .

Hemos elegido R . rubrum como material de trabajo, 
debido a las posibilidades que ofrece dicha bacteria: se co 
nocen muchas de las actividades del aparato fotosintêtico,lo 
que, facilita nuestro tipo de anâlisis,y se puede cultivar 
en condiciones respiratorias o fototrêficas utilizando los 
mismos sustratos. Sin este crecimiento ambivalente séria muy 
diffcil llevar a cabo el tipo de anâlisis que nosotros pre- 
tendemos. En condiciones respiratorias, esta bacteria sinte- 
tiza todo el aparato fotosintêtico cuando las tensiones de 
O2 en el medio son pequehas, ya que el O2 reprime la forma- 
ciên de los cromatêforos, tanto en presencia como en ausen­
cia de luz (Cohen-Bazire et al., 1975).



II. MATERIALES Y METODOS
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2.1. MATERIALES

2.1.1. MATERIALES BIOLOGICOS

El material objeto de nuestro estudio ha sido 
la bacteria Rhodospirillum rubrum (von Esmarch, 1887) e£ 
tirpe S-1, cedida por el Prof. Dr. D.I. Arnon (Universi- 
dad de California, Berkeley). Su forma caracterîstica es 
la de espirilo môvil, gracias a sus flagelos polares, aun 
que puede variar ampliamente asîcomo su tamaho dependien 
do de las condiciones de cultivo. El espectro de los pig- 
mentos (Oison et al., 1966) asî como el aspecto al micro£ 
copio ôptico han sido los contrôles usados para asegurar- 
nos de que se trataba de la bacteria en cuestiôn y de que 
los cultivos no estaban contaminados con otros microorga­
nismos. El espectro de los pigmentos posee en el infrarro 
jo cercano dos mâximos caracterîsticos, uno a 878 nm y 
otro mucho menor a 803 nm.

La bacteria R. rubrum tiene su habitat natural 
en aguas estancadas con materia orgânica en descomposiciôn. 
Ocupa estratos inferiores a las algas, con poca aireaciôn 
y escasa iluminaciên. En el laboratorio se puede cultivar 
en condiciones respiratorias o fotosintêticas, en ambos 
casos puede utilizar los mismos sustratos: ceto e hidroxi- 
âcidos, âcidos grasos de cadena corta, etc. Este crecimien 
to ambivalente hace de esta bacteria un organisme muy apro 
piado para usos de investigaciên, especialmente si se de- 
sea trabajar con mutantes no fototrêficos ya que los culti­
vos aerêbicos sintetizan el aparato fotosintêtico comple­
te cuando la tensiên de O2 en el medio de cultivo es défi 
ciente.

Tambiên se han usado los mutantes no fototrêficos, 
F24, T102, T91, T83 y T78, asî como algunos revertientes
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fototrêficos de dichos mutantes, todos ellos obtenidos en 
nuestro laboratorio. Ademâs se utilizê el mutante sin ca 
rotenos G9 cedido por el Prof. G. Gingras (Universidad 
de Montréal, Canadâ).

2.1.2. PRODUCTOS QUIMICOS

Los réactivés utilizados a lo largo de la real^ 
zaciên de este trabajo fueron de grade analîtico.

La mayorîa de los réactivés quîmicos comercia- 
les se obtuvieron de E. Merck (Darmstard, Alemania) y 
Fisher Scientific Company (Lawn, New Jersey) exceptuando 
los enzimas, los nucleêtidos, los abdêmenes de luciérna- 
ga, el Triton X-100, el DCIP, el HQNO, la Gramicidina D, 
la Antimicina A, el TCS, el FCCP, la alûmina, la 6-bioti- 
na, el ac. L-glutâmico, el Ficoll y la DEAE-Celulosa de 
Sigma Chemical Co. (St. Louis, Missouri); el Extracto de 
levadura y el Agar, de Difco Laboratories (Detroit, Michi 
gan); la DEAE-Sephadex de Pharmacia (üpsala, Suecia); el 
ac. nicotinico de ICN Pharmaceuticals, Inc (Cleveland, 
Ohio); el argon N-50 y N2 purîsimo de la Sociedad Espaho- 
la de Oxîgeno y el LDAO de Milmaster Onyx International 
(Fairtield, New Jersey).

Todos los productos se disolvieron en H2O desti 
lada excepto HQNO, Antimicina A, Gramicidina D, TCS y FCCP 
para los que se empleê metanol.

2.1.3. APARATOS

a) Câmaras frias; Todas las manipulaciones para 
las que se necesitaban temperaturas bajas se llevaron a ca 
bo en una câmara frîa regulada entre 2-4°C. Los productos, 
disoluciones y cultivos sêlidos en agar inclinado se con-
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servaron en un frigorîfico regulado a 4°C, provisto de un 
pequeho congelador. La colecciên de estirpes se guardô en 
un frigorîfico KOSKA mantenido a -20°C.

b) Agitadores; Los cultivos en la oscuridad se 
desarrollaron generalmente sobre una plataforma de agita- 
ciôn modelo G-10 de New Brunswick Scientific Co., Inc.
(New Brunswick, New Jersey) regulado a 180 r.p.m., que se 
encontraba en una câmara regulada a 30°C mediante un sis­
tema de calentamiento y refrigeraciôn. Otras veces se ut^ 
lizaron agitadores modelo G-25 de la misma marca que el 
anterior pero con regulaciên de temperatura propia. En al­
gunas ocasiones se manejê un bano de agua con plataforma 
giratoria modelo Aquatherm de New Brunswick Scientific Co., 
Inc. (New Brunswick, New Jersey) termostatizado a 30°C y 
regulado a 200 r.p.m.

c) Espectrofotômetros; Las medidas espectrofoto- 
mêtricas se realizaron en un espectrofotêmetro. Hitachi mo­
delo 356 (Tokio, Japon) equipado con un registrador Perkin- 
-Elmer modelo 56 (Norwalk, Connecticut) y en un Cary modelo 
14R.

El Hitachi va equipado con dos monocromadores en 
los que puede fijarse igual o distinta longitud de onda. 
Ambas se pueden utilizar como referencia o como medida.„ 
Este aparato consta de dos câmaras de cubetas, una muy cer 
ca del fotomultiplicadbr y la otra mâs distante. La posi- 
ci6n mâs cercana es apta para hacer medidas de muestras 
turbias ya que el ângulo sêlido de medida es muy grande. 
Tambiên en esta posiciên puede utilizarse la forma de ope 
raciôn "DUAL"; es decir, los dos rayos, referencia y medi 
da de distinta ^ , van a la misma cubeta,con lo cual se 
eliminan problemas de difusiên de luz asi como cambios
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inespecîficos que puedan aparecer al iluminar la muestra 
de ensayo. Se pueden adaptar diverses fotomultiplicadores, 
los usados a lo largo de la realizaciôn de este trabajo, 
fueron los modelos R377 (visible) y R473 (infrarrojo) de 
Hamamatsu Co., Ltd., que permiten en conjunto hacer medi­
das entre 300-1200 nm con buena sensibilidad. Delante del 
fotomultiplicador se puede colocar un soporte para los 
filtres utilizados como protectores de la luz actînica.
El tiempo medio de respuesta del aparato es de 0,1 seg. y 
la sensibilidad mâxima de 10”  ̂ unidades de absorciên. Los 
monocromadores, que pueden seleccionar longitudes de onda 
comprendidas entre 280 y 1224 nm, poseen un sistema auto- 
mâtico de barrido que permite trazar espectros directamen 
te. La fuente de luz de medida estâ formada por dos lâmpa 
ras, una de deuterio y otra de ioduro de tungsteno, que 
se utilizan para medir en el ultravioleta y visible e in­
frarrojo respectivamente. Para inducir cambios de absor- 
ciên,el espectrofotômetro Hitachi va equipado de una fuen 
te lateral de luz actînica que consta de una lâmpara DVTY 
(General Electric, Cleveland, Ohio) de 650 W de haluro de 
tungsteno que emite en el ultravioleta, visible e infrarro 
jo cercano, de un espejo y de una lente. El sistema de luz 
actînica posee adicionalmente un obturador para controlar 
el tiempo de iluminaciên, de un autotransformador para re­
gular la intensidad de la luz asî como de un soporte para s^ 
tuar los filtros que se utilicen para seleccionar convenien 
temente la luz actînica. No obstante, en nuestras medidas 
de cambios fotoquîmicos hemos utilizado con mâs frecuencia 
otro sistema de luz actînica cuyo rayo procedîa de un pro- 
yector de diapositives. El espertrofotêmetro va refrigera- 
do con agua para evitar el excesivg calentamiento.

El espectrofotêmetro Cary modelo 14R posee un so 
lo monocromador, es decir, sêlo se podîa elegir una longitud
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de onda cuyo rayo se dirigîa a ambas cubetas, muestra y 
referencia. La câmara de cubetas estâ bastante alejada 
del fotomultiplicador con lo cual las interferencias por 
luminiscencia eran menores que en el caso del Hitachi, 
aunque las interferencias por dispersiôn de la luz eran 
mayores. El monocromador era movido automâticamente con 
velocidad variable, permitiendo registrar espectros di- 
rectamente entre 200 y 1500 nm. La sensibilidad mâxima 
del aparato era de 10"^ unidades de absorciôn. El siste 
ma de iluminaciên actînica lateral consta de una lâmpara 
Sylvania de 650 W de haluro tungsteno, una lente conver­
gente, un autotransformador para regular la intensidad 
de la luz, una plaça metâlica que impedîa o facilitaba 
el paso de la luz actînica dependiendo de su posiciên y 
una cavidad para soporte de los filtros que se podîa lie 
nar de agua para evitar el calentamiento de los filtros 
que absorbîa los rayos infrarrojos. Ademâs, el Cary posee 
el denominado "Mode IR2" formado por una fuente de luz a.c_ 
tînica infrarroja muy intensa que se utiliza para inducir 
cambios fotoquîmicos que se saturan difîcilmente. El rayo 
actînico era de J.a misma direcciên que el rayo de medida. 
En todos los demâs sistemas de luz actînica expuestos an- 
teriormente, el rayo de luz actînica fuê perpendicular al 
rayo de medida.

Aparté de estos espectrofotêmetros complejos se 
utilizaron otros mâs simples: un Gilford Micro-Sample, mo 
delo 300 N (Oberlin, Ohio), un Bausch and Lomb, modelo 
Spectronic 340 y un Bausch and Lomb, modelo Spectronic 
710 (Rochester, New York).

Para la realizaciên de algunos espectros se aco 
plê al espectrofotêmetro Hitachi un pequeno ordenador 
Tracer Northern, modelo NS-570 que permite hacer algunas 
operaciones con los espectros.
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d) Filtros ôpticos; Para las medidas espectro- 
fotomêtricas se emplearon filtros de color e interferen- 
ciales que Servian para seleccionar el rayo actînico o 
para protéger al fotomultiplicador. Se utilizaron una se 
rie de filtros tipo PIL 1 de Schott Mainz con una trans- 
misiôn mâxima alrededor dél 40% y una banda mitad de unos 
14 nm. Se usaron tambiên filtros de color de Balzers y de 
Baird Atomic que seleccionaban una zona del espectro o ab- 
sorbîan completamente los rayos visibles o infrarrojos. 
Asîmismo se emplearon filtros neutros con diversos grados 
de transmisiôn para controlar la intensidad de la ilumina 
ciên actînica.

e) Electrodo de oxîgeno; Para medir las tensio­
nes de O2 en una soluciên se usé un sistema formado por 
un electrodo polaragrâfico Clark modelo TXI 5331, una un^ 
dad de polarizaciên y amplificaciên modelo 53 y un bano 
termostatizable con cuatro cubetas, modelo 5301. Todo el 
equipo es de la marca Yellow Springs Instrument Co. (Yellow 
Springs, Ohio). Al aparato se le conectê un registrador 
Radiometer Copenhagen modelo Servograph REA 112 (Copenhagen, 
Dinamarca).

f) pHmetros: A lo largo de este trabajo se util^ 
zaron dos tipos de pHmetros,un Radiometer Copenhagen con 
un electrodo combinado modelo GK2321C de la misma marca y 
un Metrohm Herisau modelo pH-Meter E39613 conectado a un 
electrodo Metrohm AG9100 Herisau. Al pHmetro Radiometer 
Copenhagen se le acoplô un titulador automâtico modelo 
Titrator 11 que régula el flujo de la soluciên neutrali- 
zante mediante una vâlvula magnêtica modelo MNVl, ambos
de la misma marca que el pHmetro.
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g) Termostatos; Para ensayos en los que era pre 
ciso regular finamente la temperatura se usé un termosta- 
to Lauda modelo K2 RD (Lauda Tauber, Alemania) que régula 
variaciones de t 0,02°C gracias a un sistema de calefac- 
ciôn y refrigeraciôn simultâneo. Para requerimientos menos 
précises se utilizaron termostatos Gricel (Barcelona, Es- 
pana).

h) Centrîfugas: Normalmente las centrifugaciones 
se llevaron a cabo en una Sorvall Superspeed RC2-B (Norwalk, 
Conneticut) refrigerada a 4°C. Las centrifugaciones a tem 
peratura ambiente se hicieron en una Wifug modelo X-1 (Es- 
tocolmo, Suecia). Para ultracentrifugaciones se utilizaron 
las Beckman modelo L y modelo L2-6513 (Palo Alto, Califor­
nia) asî como la Sorvall modelo OTD-65 (Norwalk, Connec­
ticut) .

i) Agitadores magnéticos: En los ensayos de foto- 
fosforilaciôn en cêlulas enteras se utilizê un agitador ma£ 
nêtico Radiometer Copenhagen, modelo 22 (Copenhagen, Dina­
marca) . A pesar de que el motor tenîa velocidad constante 
se consiguieron velocidades de agitaciên diverses, gracias 
a las posibilidades de combinaciones en la transmisiên del 
movimiento entre un juego de poleas multiples. Para agita- 
ciones rutinarias se operê con agitadores Metrohm modelo 
E349 (Suiza).

i) Material de cultivo y lâmparas : El material 
de vidrio para cultivos fuê en general de la marca Pyrex 
(Parîs, Francia) y Sovirel (Levalloitet-Perret, Francia) 
con resistencia suficiente para ser esterilizables. Para 
cultivos en la oscuridad se utilizaron erlenmeyer de 100 
ml con tapên de CAP-O-Test (Suiza), 250 ml, 11 y 21. Los 
cultivos fotosintéticos se efectuaron en tubos cilîndri-
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cos (33 X 2,5 Iran) con tap6n de rosea que cierran hermêti- 
camente y botellas cillndricas de 10 y 12 1 de capacidad. 
La iluminaciên de los cultivos fototrêficos se consiguiê 
mediante una baterîa de lâmparas incandescentes Osram 
(Madrid, Espana) y Laes (Madrid, Espana), ambas de 100 W.

k) Proyectores: Para la iluminaciên actînica en 
el espectrofotêmetro Hitachi se utilizê un proyector de 
diapositives equipado con una lâmpara halêgena de 24 V y 
150 W. En los ensayos de fosforilaciên en cromatêforos e 
inhibiciên de la respiraciên por luz, ésta se suministrô 
con el mismo proyector de diapositives sin filtro infra­
rrojo.

I) Radiêmetro: La intensidad de luz se midiê 
con un radiêmetro YSl modelo 56A de Yellow Springs Ins­
truments Co. (Yellow Springs, Ohio) cuya respuesta se 
mantiene lineal desde 300 a 2700 nm.

II) Morteros ; En general las cêlulas se tritu- 
raron en morteros manuales de dimensiones variable depen 
diendo de la mesa celular empleada. En algunas ocasiones 
se empleê un mortero automâtico marca Retsch modelo RMO 
(Haan, Alemania) con un cronêmetro para controlar el tiem 
po de trituraciên y un sistema capaz de variar la presiên 
del vâstago sobre el mortero.

m) Aparato de electroforesis; La migraciên de 
proteînas de cromatêforos y centros de reacciên se desarro 
lié en un aparato marca Canalco disehado para 12 tubos, 
con las cubetas inferior y superior de forma circular apo 
yadas sobre un trîpode e independientes una de la otra pu 
diêndose girar al momento de operar con los tubos. La cu- 
beta superior se cerraba con una tapadera perfectamente . 
adaptada a la misma, en donde iba uno de los electrodos 
que hacîa conexiên mediante un vâstago con el tampên de
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electroforêsis. Los electrodos se conectaron a una fuen­
te de alimentaciôn tambiên de la marca Canalco que posee 
très canales independientes a donde pueden conectarse s^ 
multâneamente très cubetas diferentes. Dicha fuente man- 
tenîa constante la intensidad de corriente.

n) Aparato para medir luminiscencia; Cuando se 
ahade ATP a una soluciên de luciferina-luciferasa, la me^ 
cia se hace fluorescente. Para determinar dicha fluores- 
cencia se disponîa de una câmara de madera oscura con un 
soporte para mantener la cubeta de ensayo, enfrente de la 
cual va una ventana conectada con un fotomultiplicador 
marca EMI Electronics modelo 9559B (Hayes, Inglaterra), de 
tal manera que el ângulo sêlido es mâximo. Entre el sopor 
te de la cubeta y el fotomultiplicador hay un obturador 
fotogrâfico que se abre al cerrarse la câmara de madera 
permitiendo en este momento que la luz llegue al fotomul­
tiplicador. El câtodo de dicho fotomultiplicador va conec 
tado a una fuente de alta tensiên marca Keithley Instru­
ments modelo 244 (Cleveland, Ohio) con una tensiên de 8 00 V, 
El ânodo va conectado a un amplificador marca Keithley 
Instruments modelo 427 (Cleveland, Ohio) que proporciona 
una ganancia de 10^ voltios/amperio. El sistema se comple 
taba con un registrador marca Radiometer Copenhagen mode­
lo Servograph REA 112 (Copenhagen, Dinamarca) conectado al 
amplificador.

h) Espectrofotêmetro EPR: Los espectros de re- 
sonancia paramagnêtica electrênica (EPR) se llevaron a ca 
bo en un Bruker Spectrospin, modelo B-ER-418g, que traba- 
jaba em la banda X. El tiempo medio de respuesta del apa­
rato era de 0,2 s. La câmara de resonancia estaba adapta­
da para inducir reacciones fotoquîmicas ya que poseîa una 
rejilla lateral que dejaba pasar la luz. Existîa un juego
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de cavidades de formas rectangulares y cilîndricas, con 
distinta capacidad, en donde se colocaba la muestra. La 
senal aparecîa en una pantalla segûn se iba haciendo el 
barrido del campo. El espectrofotômetro iba refrigerado 
por agua. Se acoplô al aparato un ordenador Nicol, No 
1180 con un programa LAB II , que permitia operar con 
los espectros.

o) Aparatos utilizados en los experimentos de 
espectroscopîa de destello: La muestra se colocaba en cu­
betas de 1 X 1 cm, que se introducîan en una estructura 
metâlica de color negro, con varias ventanas latérales ap- 
tas para iluminar la muestra. La luz actînica procedîa de 
una lâmpara Strobflash de General Electric; la duraciôn 
del destello era de 2-3 fis. La luz de medida procedîa de 
una lâmpara de tungsteno de 650 W. Dicha luz de medida se 
seleccionaba mediante un monocromador Bausch and Lomb. La 
alimentaciôn de la lâmpara se suministraba con una fuente 
de alimentaciôn Kepco que mantenîa el voltaje constante.
Las senales se detectaban con un fotomultiplicador 9558. 
Dichas senales se podîan promediar y operar con ellas en 
un promediador Biomation, modelo 102. Las senales aparecîan 
en la pantalla de un osciloscope Tektronix 543B. El obtura­
dor fotogrâfico usado era de la marca Ealing modelo 22- 
8411, accionado elêctricamente, con el cual se podîa selec 
cionar el tiempo que la luz de medida llegaba a la muestra 
y por tanto al fotomultiplicador. En algunos experimentos 
se pasaban las cinêticas de la pantalla del osciloscopio a 
un registrador X-Y Hevrler Packar, N^ 7044A, con lo cual se 
podîan analizar mejor las senales. En ciertas ocasiones se 
utilizê un Dye Laser Candela, N^ SLL66,como fuente de luz 
actînica. El tiempo medio de respuesta del conjunto de to­
dos los aparatos conectados era de unas 10 /is.
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2.2. METODOS

2.2.1. MEDIO DE CULTIVO

Tanto en condiciones respiratorias como fototrô- 
ficas se us6 el medio descrito por Lascelles, 1956, en 

riquecido con 0,2% de Extracto de levadura. La composi- 
ciôn del medio es la siguiente:

Acido L-glutâmico 3,3 g
Acido DL-mâlico 2,7 g
PO^HgK 0,5 g
PO4HK2 0,5 g
P04H(NH^)2 0,8 g
SO^Mg 7H2O 0,2 g
Cl2Ca 40 mg
Acido nicotinico 1 mg
Clorhidrato de tiamina 1 mg
Biotina 1 mg
Extracto de levadura 2 g
Agua destilada 1 litro

El pH se ajusté a 6,8 con NaOH 5N. Se esterilizê en un 
autoclave automâtico de Cirait, S.A. (Gerona, Espana) a 
1 atmôsfera de presiên durante 20 minutes. Para el medio 
sêlido se anadiê a la soluciên anterior 1,5% de agar.

2.2.2. CONSERVACION DE ESTIRPES

La colecciên de estirpes se guardê a -20®C en 
medio de cultivo y glicerina esteril (20% v/v), en volû- 
menes de 5 ml en cada tubo. En estas condiciones las ba£ 
terias conservan su viabilidad al menos durante 2 ahos. 
Uno de estos tubos se descongelaba y se hacîa una siembra
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en plaça Petri para crecimiento en manto en la oscuridad 
a 30°C. De aquî se sembraba en agar inclinado que tras 
su crecimiento en la oscuridad se guardaban en frigorifi 
co a 2-4°C. A partir de estos tubos se preparaban diaria 
mente los preinôculos. Cada semana se hacîa una rêplica 
de cada agar inclinado para mantener una buena viabilidad. 
Cada très meses aproximadamente se descongelaba uno de los 
tubos del congelador y se repetîa el proceso. Las estirpes 
se comprobaban registrando el espectro de los pigmentos y 
cuantificando los niveles de P800.

Cada aho aproximadamente se hacîa una renovaciên 
de la colecciên mantenida en el congelador. Para ello se 
hacîa un cultivo de cada estirpe en medio sêlido y a par­
tir de êste se preparaba otro en medio lîquido. Cuando el 
cultivo se encontraba en fase exponencial, se tomaban 4 
ml del mismo y se ahadîa 1 ml de glicerina estéril por 
tubo. Entonces se homogenizaba y se procedîa a congelar- 
los a -20°C.

2.2.3. CULTIVO DE LAS CELULAS EN MEDIO LIQUIDO

Las cêlulas utilizadas en los experimentos pro- 
cedîan de cultivos en medio lîquido que, segûn las carac- 
terîsticas del experimento, se crecîan en condiciones re£ 
piratorias o fotosintêticas.

Para cultivos respiratorios se siguiê el si- 
suiente proceso: a partir de un cultivo en agar inclina­
do se préparé un preinêculo en medio lîquido. Cuando el 
cultivo estaba al final de la fase exponencial, se dis- 
tribuîa en erlenmeyers de 1 1 de capacidad llenos hasta 
850 ml y tapados con tapên de algodên. Se dejaba crecer 
toda la noche y a la mahana siguiente se recogîan las cê
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lulas al final de la fase exponencial, con una D.O. 560 
nm = 1,25 y un contenido aproximado de bacterioclorofila 
de 1,5 nmoles/mg peso seco. A estas condiciones de cult_i 
vo las denominaremos condiciones semiaerôbicas.

Para cultivos lîquidos en la luz, primero se 
préparé un preinêculo en la oscuridad, el cual una vez 
pigmentado se repartîa en tubos cilîndricos de 2,5 x 35,5 
cm completândolos con medio fresco. Los tubos cilîndricos, 
con tapên de rosca se colocaron en un bano termostatizado 
a 30°C aproximadamente. La iluminaciên se llevê a cabo me 
diante una baterîa de luces de 100 W colocadas a unos 12 cm 
de las paredes del bano. Se dejaron crecer hasta que los 
cultivos alcanzaron aproximadamente 2 unidades de absor- 
ciên medido a 660 nm y una concentraciên de bacteriocloro 
fila de unos 4 nmoles/mg de peso seco.

Para purificar centros de reacciên las bacterias 
se cultivaron en botellas de 10-12 1 con una barra imanta- 
da en el fondo para remover la suspensiên ya que este mi- 
croorganismo tiende a sedimentar. En unos casos las bote­
llas se metieron*en un bano termostatizado a 30°C y en 
otros casos se dejaron en una câmara termostatizada por 
aire a 15°C (en estas condiciones el cultivo se mantenîa 
a 30-33°C gracias al calentamiento provocado por la bate­
rîa de luces). La iluminaciên se llevê a cabo con 3 focos 
de 150 W ê 5 focos de 100 W. Los cultivos fototrêficos en 
botellas se crecieron durante 4 dîas.

En cualquier caso^una vez crecidos los cultivos 
las cêlulas se recogieron a 4®C en centrîfugas Sorvall mo 
delos RC2-B y RC-2 a 10.000 x g durante 10 min. Las cêlu­
las destinadas a obtener cromatêforos simplemente, se lava 
ron una vez con tampên Tricina 50 mM pH 8.0 y se tritura- 
ron con alûmina. Las cêlulas que se iban a utilizar para
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preparar cromatêforos para purificar centros de reacciên, 
tras lavarlas una vez con tampên fosfato 50 mM pH 7,0 se 
resuspendieron en una mezcla 1:1 de tampên fosfato y gli­
cerina. El volumen de resuspensiên era igual al peso hûme- 
do en g de la masa celular.

2.2.4. OBTENCION DE REVERTIENTES FOTOTROFICOS

Un inêculo pigmentado de los mutantes no fotosin 
téticos se diluyê con medio fresco y se puso a crecer en 
la luz. Al cabo de un tiempo,que oscilê entre 3-7 dîas de­
pendiendo de las estirpeg,los cultivos comenzaron a aumentar 
de turbidez. Tras dos pases mâs en la luz, para enriquecer 
la poblaciên de mutantes revertientes fototrêficos, se pla- 
quearon en medio sêlido y se pusieron a crecer en la oscu 
ridad a 30°C. Aproximadamente 5 dîas despuês las colonias 
habîan crecido suficientemente y se procediê al aislamien- 
to al azar de algunas de ellas que se crecieron en tubos 
de agar inclinado en la oscuridad a 30°C. A continuaciên, 
de cada una de las colonias aisladas se prepararon culti­
vos lîquidos en la luz y se registraron los espectros de 
absorciên de los pigmentos en la regiên del infrarrojo 
cercano en cêlulas enteras resuspendidas en medio fresco 
y Ficoll (50% v/v) para reducir la dispersiên de la luz. Ca 
da colonia aislada se cultivé tambiên en la oscuridad y 
se guardaron en 20% de glicerol a -20°C para su conseva- 
ciên.

2.2.5. MEDIDAS DE CRECIMIENTO BACTERIANO

La masa celular de un cultivo se estimé viendo 
la turbidez del mismo en un colorîmetro Klett Mfg. Co., 
In. (New Jersey) modelo 800-3, provisto de un filtro de
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cristal rojo 68 con un mâximo amplio de trasmisiôn a
68 0 nm, para estar seguro de que sêlo estamos midiendo 
turbidez. La grâfica de calibrado entre turbidez y masa 
celular diê una relaciên de 100 unidades Klett equivalen 
a 2.10^ cêlulas. ml”^. Para seguir el crecimiento de un 
cultivo en la oscuridad se utilizaron erlenmeyer de rama 
lateral que acoplaba perfectamente en la ventana del color^ 
métro. Para hacer las curvas de crecimiento en condicio­
nes fotosintêticas se usaron tubos hermêticamente cerra- 
dos con tapên de rosca que acoplaban perfectamente en el 
aparato de medida.

Otro mêtodo utilizado para tener una estimaciên 
relativa de la densidad de una suspensiên bacteriana con- 
sistîa en medir la absorciên a 660 nm en el espectrofotê­
metro Gilford ya descrito. Era necesario hacer una curva 
de calibraciên con diluciones convenientes resultando ser 
lineal el aparato entre 0,019 y 0,8 unidades de absorciên.

2.2.6. PREPARACION DE CROMATOFOROS

Las bacterias se trituraron con alûmina a razên 
de 2,5 g/g de peso hûmedo de cêlulas. En el modo manual 
se empleê un tiempo de unos 5 minutos para 3-5 g de peso 
hûmedo de cêlulas, mientras que en el modo automâtico se 
empleê 1 minuto para la misma masa de cêlulas. Para obte­
ner centros de reacciên purificados se trituraban unos 
30 g de peso hûmedo de cêlulas en un mortero de mayores 
dimensiones, accionando manualmente durante 25 minutos.

El triturado se extraîa con tampên Tricina 50 mM 
pH 8.0 y se centrifugaba durante 5 min a 2.500 x g en una 
Sorvall RC2-B refrigerada a 4°C, para sedimentar la alûmi­
na. El sobrenadante se volvîa a centrifugar a 27.000 x g 
durante 15 min en las mismas condiciones anteriores, con
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lo cual se conseguîa sedimentar las cêlulas enteras, la
alûmina restante, restes grandes de membrana, paredes ce
lulares, etc. Se recogiô el sobrenadante que se sometia
a una doble ultracentrifugaciôn a 80.000 x g durante
30-40 min a 4°C en ultracentrîfuga Beckman descritas en
la secciôn 2.1.3. apartado h). Se desechaba el sobrenadan
te poco pigmentado y el sedimento se resuspendîa en tam-
pôn Tricina 50 mM pH 8.0 y glicerina (50% v/v) (Aq q^^^^=20),O O u nm
que se repartîa en tubos y se guardaba a -20°C y en la 
oscuridad hasta su utilizaciôn que no excedîa de un mes y 
medio. A esta mezcla nos referiremos a lo largo de la me­
moria como soluciên de cromatêforos. En estas condiciones 
los cromatêforos conservaban bien todas las propiedades 
analizadas a lo largo de esta memoria, al menos durante 
el tiempo descrito.

Cuando los cromatêforos se iban a destinar para 
extraer los centros de reacciên, se utilizê tampên fosfa­
to sêdico 50 mM pH 7.0 en lugar de Tricina, las ultracen­
trifugaciones se efectuaron a 105.000 x g durante 75 min 
para obtener el mâximo rendimiento de membranas pigmenta- 
das y los cromatêforos obtenidos se utilizaron inmediata- 
mente o se guardaron durante un dîa a 4°C.

2.2.7. DETERMINACION DE LA BACTERIOCLOROFILA

El contenido de bacterioclorofila de una sus­
pensiên de cromatêforos se llevê a cabo en los espectro 
fotêmetros Hitachi o Cary 14R, utilizando un coeficiente 
de ext 
1966) .
de extinciên (E) de 153 nM cm“  ̂ a 878 nm (Clayton,

El contenido de bacterioclorofila de una suspen 
siên de cêlulas intactas se realizê en el espectrofotême-
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tro Hitachi en posiciên "DUAL" utilizando 879 nm como \ 
de medida y 930 nm como X de referencia, o en el Cary 
considerando como cero la absorciên a 930 nm y midiendo 
la absorciên a 879 nm. Las suspensiones se diluîan en 
todos los casos hasta 0,25 unidades de absorciên a 660 nm 
determinado en el Gilford. El coeficiente de extinciên 
empleado para los câlculos era de 173 mM“^.cm  ̂ (Gimênez 
Gallego, 1977).

2.2.8. DETERMINACION DE PROTEINA

Para todas las determinaciones de concentraciên 
de proteîna se siguiê el método de Lowry et al., (1951), 
usando una soluciên de albûmina de suero bovino como pa- 
trên.

2.2.9. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ATP DE UNA SUSPEN­
SION BACTERIANA

Las cêlulas cultivadas para este fin se centri- 
fugaron 2.000 x g durante 10 min a temperatura ambiente.
Se resuspendieron en tampên fosfato 10 mM pH 7.0 contenien 
de 17 mM de [3-hidroxibutirato sêdico, a razên de 0,9 mg 
peso seco/ml de suspensiên. La mezcla se repartîa en tubos 
de ensayo Kimax de 15 x 1,6 cm, se cubrîa con 4 ml de ace£ 
te de parafina previamente gaseado con Argon durante 30 min 
a 30°C y se dejaba reposar en la oscuridad durante 30 min 
en un bano termostatizado a 30*C procurando que el agua 
sobrepasase el nivel del aceite de parafina para evitar 
corrientes de convecciên de la parafina liquida.

En el fondo de cada tubo se colocê una barra 
imantada de 11 x 5 mm que se accionaba mediante el agita-
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dor magnêtico descrito en la secciôn 2.1.3., apartado i). 
En este experimento se trataba de obtener varios tipos 
de informaciôn: a) niveles de ATP al cabo del tiempo de 
incubaciôn, b) niveles de ATP en cêlulas respirando en 
oscuridad, para lo cual se aireaba la suspensiên durante 
30 s con una aguja hipodêrmica conectada a una bomba 
de aire y c) niveles de ATP en cêlulas haciendo fotosîn­
tesis, para lo cual se iluminaba la suspensiên durante 30 
s con dos lâmparas reflectoras de 100 W colocadas a am 
bos lados del tubo a una distancia de 20 cm entre sî. Las 
suspensiones se agitaban previamente durante 15 s, se 
hacîa el tratamiento correspondiente que se finalizaba 
ahadiendo 2 ml de CIO^H 6M y se continuaba agitando du­
rante 15 s mâs para conseguir una distribuciên homogê­
ne a del reactivo. Las mezclas âcidas se mantenîan 10 min 
a temperatura ambiente, a continuaciên se metîan en hielo 
durante algûn tiempo y se centrifugaba la fase acuosa a 
17.000 X g durante 10 min a 4°C para remover el material 
insoluble.

Los sobrenadantes se neutralizaron con mucha 
agitaciên a pH 7.4 ^ 0.02 con una soluciên de trietalona- 
mina 1 M y KOH 2 M. Las mezclas neutralizadas se dejaban 
reposar durante 30 min a temperatura ambiente y se decanta 
ba el sobrenandante quedando en el fondo un precipitado 
blanco de CIO^K. Los sobrenadantes se dejaban en hielo ha£ 
ta la valoraciên del ATP de las soluciones.

La valoraciên de ATP se llevê a cabo por el mêto 
do de la luciferina-luciferasa. El enzima se extrajo de 
abdêmenes secos de luciêrnaga,para lo cual se maceraron en 
un homogenizador de vidrio y en frîo 4 mg de abdêmenes por 
cada ml de una soluciên de AsO^HgNa previamente neutralize 
da a pH 7.4 con S0^H2* El extracto se centrifugé a 35.000 
X g durante 15 min a 4°C, aprovechândose el sobrenadante
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que se guardô en frio hasta su uso.

La luminiscencia se midiô mediante el sistema 
de aparatos descrito en la secciôn 2.1.3., apartado n).
La mezcla de ensayo contenîa; tricina 4 0 itiM pH 7.4, 2.3 
ml; SO^Mg 0,10 M, 0.2 ml; extracto, 5 0 /il; ATP 12.5/iM,
5 /il; luciferina-luciferasa, ,0.5ml. En cada ensayo la se 
nal producida por la muestra problema se comparaba con la 
producida por una cantidad conocida de ATP (Welsch y Smith, 
1969; W.P. Hempfling, 1970; del Campo et al., 1975). Con 
el fin de comprobar la fiabilidad del método se llevô a 
cabo un calibrado para determinar la conservaciôn del ATP 
extraido a lo largo de todo el proceso. Para ello se rep^ 
tiô todo el proceso pero sin células, poniendo en su lugar 
cantidades conocidas de ATP. La recuperaciôn fué prôxima 
al 100%. También era necesario conocer los limites entre 
los que era lineal la dependencia entre el ATP y la inten 
sidad de corriente que aparecia en el ânodo del fotomulti^ 
plicador como consecuencia de la luz emitida por la mez­
cla de reacciôn al ahadir luciferina-luciferasa. Para ello 
se repitiô todo el proceso pero sin células, anadiendo ATP 
al preparar la cubeta para el ensayo de luminiscencia. En 
la Tabla III se representan las corrientes de ânodo corre^ 
pondientes a diferentes cantidades de ATP. El coeficiente 
de correlaciôn es 1.0 (Gimênez-Gallego, 1977).

2.2.10. ESPECTROS DIFERENCIALES INDUCIDOS POR REACTIVOS 
QUIMICOS

Se colocaron las dos cubetas del espectrofotô- 
metro, referenda y muestra, a igual concentraciôn de 
bacterioclorof ila (10 /ifi) . Se anadieron 10 pl de un a so- 
luciôn de ferricianuro potâsico IM en la cubeta muestra 
(3.33 mM final), se esperô aproximadamente 1 minute y se
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T A B L A

INCREMENTO DE LAS CORRIENTES DE ANODO DEL FOTOMULTIPLI- 
CADOR CORRESPONDIENTES A DIVERSAS CANTIDADES DE ATP

ATP (nmoles) A  de la corriente de ânodo (yuA)

0,00 0,06
0,25 0,31
0,50 0,51
2,25 2,51
5,00 5,30

10,00 10,80
25,00 20,40

La ecuaciôn que relaciona el incremento (A) con el ATP 
présente en la cubeta (x) es: A  = 1.058x + 0,021.
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corriô el espectro entre 920-750 nm. A continuaciôn se 
anadiô a la misma cubeta muestra ascorbato sôdico en 
polvo en exceso para reducir al ferricianuro disuelto y 
toda la bacterioclorofila que habîa sido anteriormente 
oxidada. De nuevo se registrô el espectro y se calculé 
la diferencia cada 5 nm entre el espectro oxidado y re­
duc ido .

2.2.11. DETERMINACION PRECISA DE LA CANTIDAD DE P800 PRE­
SENTE EN UNA SUSPENSION DE CROMATOFOROS

Se prepararon dos cubetas ( 1 x 1  cm) con 2 ml 
de una suspensiôn de cromatéforos con 3 unidades de ab- 
sorcién a 880 nm. A una de las cubetas (muestra) se ana­
dieron 10 yul de una soluciôn 0 ,-5M de ferricianuro/ferrocia 
nuro =50. Se esperô 5 minutes y se registrô el espectro 
frente a cromatôforos sin tratar entre 850-730 nm. A los 
10 minutes se anadieron 10 yil de ascorbato sôdico 1,48M a 
la cubeta muestra e igual volumen de agua destilada a la 
referenda. En el minute 15 se corriô de nuevo el espec­
tro que se restô del anterior mediante un pequeno ordena 
dor Tracer Northern, Modelo NS-570.

2.2.12. CAMBIOS FOTOQUIMICOS

Los cambios de absorciôn ôptica inducidos por 
luz en cromatôforos a 1245 nm se analizaron en el espec- 
trofotômetro Cary. La luz actînica se seleccionô con un 
filtre azul de banda ancha refrigerado por agua para ev_i 
tar el excesivo calentamiento al absorber los rayes in- 
frarrojos. El fotomultiplicador se protegiô con el filtre 
1000,7 de Baird-Atomic que transmitia muy bien en la lon- 
gitud de onda analizada. La concentraciôn. de bacterioclo-
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rofila era de 20 unidades de absorciôn a 880 nm en cubeta 
de 1 cm. Se comprobô que estâbamos saturando en luz aunque 
la soluciôn era bastante densa.

El anâlisis de los cambios fotoquîmicos en la 
regiôn del infrarrojo cercano en cromatôforos se llevô 
a cabo en el espectrofotômetro Hitachi utilizando como 
fuente de luz actînica el proyector descrito en la secciôn 
de aparatos, equipado con un filtro IR total para absorber 
los rayos infrarrojos y evitar el calentamiento del filtro 
utilizado para seleccionar dicha luz actînica, el filtro 
K-3. Se comprobô que estâbamos saturando en luz actînica 
para estes cambios. La modificaciôn del sistema de ilumina 
ciôn se debiô a la alta fluorescencia que presentaban los _ 
cromatôforos de F24 y F24.1,lo que provocaba fuertes inter 
ferencias en las medidas de variaciôn de absorciôn induci- 
das por la luz actînica del espectrofotômetro. Mediante el 
nuevo sistema de iluminaciôn las cubetas podîan colocarse 
en la câmara mâs alejada del fotomultiplicador con lo cual 
las interferencias con la luz de fluorescencia eran despre 
ciables. El fotomultiplicador se protegîa con diversos fi^ 
tros interferenciales Schott dependiendo de la longitud de 
onda de medida, que coincidîa con el mâximo de transmisiôn 
del filtro utilizado, a saber: 912; 904; 894; 877; 869; 862; 
851; 842; 831; 819; 812; 801; 788; 764; 751 nm. Los croma­
tôforos se diluyeron en Tricina 50 mM pH 8.0 hasta una con 
centraciôn de bacterioclorofila de 5 /iM.

Los espectros de los cambios inducidos por luz en 
la regiôn entre 440-650 nm en cromatôforos se hicieron en el 
espectrofotômetro Cary* La luz actînica se filtrô a través de un 
filtro 870 Baird-Atomic y se protegiô el fotomultiplicador 
con el filtro azul de banda ancha Schott BG 18. Se com­
probô que se satufaba en luz para los cambios analizados.

La mezcla de reacciôn era: Tricina 50 m̂ l pH 8.0
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0,73 ml; succinato Na 50 mM, 0.033 ml; ClgMg 150 mM,
0.033 ml; cromatôforos, 0.2 ml. La concentraciôn de bac­
terioclorof ila era de 4 unidades de absorciôn medida a 
880 nm en cubeta de 1 cm. El efecto de desacoplantes so­
bre los cambios electrocrômicos inducidos por luz se lie 
VÔ a cabo ei% el espectrofotômetro Hitachi utilizando el 
modo DUAL midiendo los cambios a 518-502 nm. Los cromatô­
foros se suspendieron en los mismos reactivos que para 
los espectros aunque en este caso la concentraciôn de bac 
terioclorofila era de 2,0 unidades de absorciôn. La luz 
actînica se seleccionô con el filtro BIR. 888 de Balzers.

2.2.13. MEDIDAS DE CONSUMO DE OXIGENO POR SUSPENSIONES 
CELULARES

Se determinô la velocidad de consumo de O2 en 
suspensiones celulares midiendo polarogrâficamente el con 
tenido del mismo en la suspensiôn, utilizando el electro­
de de oxîgeno descrito en la secciôn 2.1.3. apartado c). 
Las células se resuspendieron en medio fresco a razôn de 
0,17 mg peso seco/ml y se mantenîan a 30°C gracias al ter 
mostato Lauda. La luz actînica procedîa de un proyector 
de diapositives cuya luz filtraba a través del filtro IR- 
total y de 10 cm de agua para absorber los rayos infrarro 
jos. La intensidad de luz que llegaba a las muestras era 
de 68 W.m” .̂

2.2.14. FOTORREDUCCION DE AZUL DE TETRAZOLIO

La velocidad de reducciôn de azul de tetrazolio 
en cromatôforos se determinô registrando la variaciôn de 
absorciôn a 590 nm en el espectrofotômetro Hitachi. La luz 
actînica se filtrô a través del filtro BIR 888 llegando a
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la cubeta una intensidad de 78 W.m ^ . Previamente se com­
probô que la longitud de onda medida era un punto isosbê^ 
tico ya que no se encontrô ningûn cambio adicional al ilu 
minar la cubeta con todos los reactivos excepto el azul 
de tetrazolio. La mezcla de reacciôn estaba constituida 
por tricina 50 mM pH 7.5, 2.1 ml; ascorbato Na 50 mM, 0.1 
ml; DCIP 3mM, 0.2 ml; azul de tetrazolio 2 mM, o .2 ml; 
glucosa 375 mM, 0.1 ml; glucosa-oxidasa 10 mg/ml, 0.1 ml; 
cromatôforos 0.2 ml; se cubriô la mezcla con 1 ml de vase 
lina gaseada previamente con Argon para evitar la difusiôn 
de aire hacia la mezcla de reacciôn. La concentraciôn de
bacterioclorofila era de 5.6 /iM. Se usô un E = 28 mM“ .̂ cm-1

2.2.15. FOTOOXIDACION DE DCIPHg

La cinêtica de oxidaciôn del DCIPH2 en cromatô­
foros se registrô en el espectrofotômetro Hitachi midien­
do el cambio inducido por la luz a 586 nm. El DCIPH2 es 
incoloro y el DCIP azul. La oxidaciôn, provocada quimica- 
mente o por luz, puede observarse registrando el cambio 
de absorciôn a 586 nm que resultô ser un punto isosbêsti-
co para dicho cambio. La luz actînica se filtrô a través
del filtro BIR-888 llegando a la cubeta una intensidad de 
78 W.m ^. La mezcla de reacciôn esté compuesta de Tricina 
50 mM pH 8.0, 2.57 ml; cianuro potâsico 30 mM, 0.1 ml; a£ 
corbato sôdico mM, 0.1 ml; DCIP 3 mM, 0.03 ml para 3 0 /iM 
en la mezcla final ô 0.2 ml para 200 /iM en la mezcla final; 
cromatôforos 0.2 ml. La concentraciôn de bacterioclorofila 
fué de 5.6 /iM. Se usô un E = 30 mM~^.cm ^ .

2.2.16. FOTOFOSFORILACION CATALIZADA POR CROMATOFOROS

La fotofosforilaciôn se llevô a cabo en tubos 
de ensayo Kimax de 11 cm de diâmetro interno. La ilumina-
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ciôn actînica se suministraba con un proyector de diapos_i 
tivas equipado con el filtro IR-total. La luz que llegaba 
a la mezcla de reacciôn era de 60 W.m”^. La mezcla de reac 
ciôn en 3 ml de volumen contenîa; Tricina pH 8.0, 32.5 mM; 
ADR, 0.5 mM; 5 mM; Cl2Mg, 5 mM; glucosa, 25 mM;
bacterioclorofila, 1 y:M. Para las reacciones anaerôbicas 
se anadîan 14 unidades de glucosa-oxidasa (E.C.I.1.3.4.; 
Sigma Chemical Co. No G-6125) y se cubrîa la mezcla con 
2 ml de aceite de parafina. Las mezclas de reacciôn se in- 
cubaron 3 min en la oscuridad a 25°C en un baho de paredes 
transparentes. Los tubos se iluminaban durante 3 min y se 
paraba la reacciôn anadiendo 1.5 ml de CIO^H 3M. Tras per 
manecer 10 min a 0°C se tomaban 2 ml de muestra que se 
anadîan a 5 ml de AsO^H2Na, 0.5M neutralizado a pH 7.4 con 
S0^H2- La mezcla résultante se neutralizaba a pH 7.4 t 0.02 
con KOH 2M. El proceso se continuaba como se indica en la 
secciôn 2.2 .10.

2.2.17. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

La electroforesis se llevô a cabo con el sistema 
fosfato-urea-SDS. El proceso consta de varias partes funda 
mentales: preparaciôn de soluciones, preparaciôn de los ge 
les y muestras de anâlisis, montaje del aparato, desarrollo 
de la electroforesis, tinciôn y destehido de los geles.

La soluciôn A, denominada tampôn de geles y elec 
trodos, estaba formada por: fosfato sôdico 100 mM pH 7.0; 
Urea IM; SDS 0,2%; H2Q destilada hasta 2 1. La soluciôn C, 
que ha de prepararse el mismo dîa de hacer la electrofore­
sis, constata de: acrilamida 5 g; tetrametilen bis-acrila- 
mida 0.17 g; H2O destilada hasta 25 ml. La concentraciôn 
de acrilamida era por tanto de 20% y la relaciôn bis-acri- 
lamida/acrilamida de 1/29. La soluciôn denominada tampôn de
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incubaciôn estaba formada de: fosfato sôdico 10 mM pH 7.0; 
SDS 8%; p) -mercaptoetanol 2%; Urea 0.5 M; sacarosa 20%. En 
el momento oportuno se preparaba la mezcla polimerizante: 
15 ml de la soluciôn A; 15.5 ml de la soluciôn C; 1.5 ml 
de persulfato amônico 0.5% y 35 /il de Temed, quedando 
los reactivos a unas concentraciones finales de: acrilami­
da 10%; SDS 0.1%; Urea 0.5M; fosfato sôdico 50 mM; persul­
fato 0.025%; Temed 0.1%.

Los tubos (10.5 X 0.6 cm) se hervîan con agua 
destilada en presencia de una pequena cantidad de SDS. Se 
pasaron una vez por agua destilada y se secaron en una e£ 
tufa a 60°C. Una vez secos se dejaron enfriar a temperatu 
ra ambiante y se colocaron en una plataforma metâlica con 
12 huecos, especialmente disenada para tal fin. Se tapaba 
el fondo de los tubos con papel de parafina, se anadîan 
3 gotas de sacarosa al 40% y se rellenaban con la mezcla 
polimerizante hasta 0.5 cm del extreme superior que se 
ocupaba con agua destilada, puesta con mucho cuidado para 
no distorsionar la superficie de la mezcla polimerizante. 
Con ello se trataba de conseguir una interfase completa- 
mente plana, condiciôn esencial para obtener una buena 
electroforesis. La mezcla se dejaba polimerizar durante 
60 min a temperatura ambiante. Los cromatôforos se dilu­
yeron en tampôn fosfato 10 mM pH 7.0 hasta 4 mg proteîna/ 
ml y los centres de reacciôn como mâximo hasta 1 mg pro- 
teîna/ml; se mezclaban iguales volûmenes de muestra pro- 
teîca y tampôn de incubaciôn y se dejaba reaccionar duran 
te 15 min a 40°C para conseguir una desnaturalizaciôn corn 
pleta de las proteînas. Se dejaban enfriar a temperatura 
ambiente durante 5 min y se ahadîa una gota de azul de 
bromofenol al 0.05%.

Tras la polimerizaciôn de los geles se procedîa 
al montaje del aparato. El tampôn de electrodos se diluîa
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1/2 y se anadîan 2 1 a la cubeta inferior, se montaban los 
tubos sobre la cubeta superior y se rellenaba con los otros 
2 1 de tampôn. Se procuraba que no quedasen burbujas de 
aire en la interfase de los geles y el tampôn de la cubeta 
inferior para no interrumpir el paso de corriente a través 
de los tubos. Se colocaron las muestras proteîcas (30 /il en 
cada tubo) sobre el lecho de los geles, muy cuidadosamente 
para conseguir una capa compacta y evitar la difusiôn a tra 
vês del lîquido. Se cerraba la cubeta superior y se conecta 
ban los electrodos a la fuente de alimentaciôn graduada a 
razôn de 2 mA/gel durante 30 min para conseguir un frente 
nîtido y después a razôn de 4 mA/gel hasta finalizar la 
electroforesis que se conseguîa cuando la banda azul del 
bromofenol llegaba al extremo inferior. Es conveniente ha­
cer preelectroforesis en ausencia de muestra para eliminar 
impurezas de los reactivos comerciales y restos de la poli­
merizaciôn que pueden interferir en la marcha electroforé- 
tica.

Tras desconectar la fuente de alimentaciôn, los 
geles se sacaron de los tubos mediante una aguja hipodér- 
mica conectada a una jeringa con la que se introducîa agua 
entre las paredes del tubo y el gel consiguiendo la sepa- 
raciôn. A continuaciôn se tenîan y se fijaban en una solu 
ciôn acuosa de isopropanol 25% (v/v) + ac. acético 10%
(v/v) + azul brillante de coomassie 0.05 g/100 ml durante 
toda la noche. A la mahana siguiente se cambiaba la solu­
ciôn por una de âcido acético al 10% (v/v) e isopropanol 
al 10% (v/v) durante 60 min a temperatura ambiente. A con 
tinuaciôn se destiheron los geles a temperatura ambiente 
en una soluciôn de âcido acético al 10% (v/v) que se reno 
vaba temporalmente.

Una vez que el fondo de los geles se encontraba 
completamente incoloro se procedîa a fotografiarlos o ha­
cer el barrido en un espectrofotômetro especialmente ada£
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tado para ello.

2.2.18. DETECCION DE SENALES EPR EN CROMATOFOROS

Los cromatôforos de las distintas estirpes, con
1cmuna = 60, se introdujeron en la cavidad rectangu­

lar, con una capacidad de 300 /il, del aparato ya descri­
to. La iluminaciôn actînica se suministraba con un pro­
yector de diapositives cuya luz pasaba a través de una 
rejilia que poseîa la câmara de resonancia del espectro­
fotômetro. La luz que llegaba a la muestra era saturante 
pues colocando un filtro IR-total que absorbe los rayos 
infrarrojos, no se registrô disminuciôn de la senal. En 
los experimentos con el compuesto oxidante ferricianuro 
potâsico se anadîa a una concentraciôn final de 20 mM, el 
tiempo empleado para registrar un espectro era siempre el 
mismo. La frecuencia de la microonda y el poder de la mi£ 
ma eran 9,7 GHz y 40 mW respectivamente, mientras que la 
corriente que pasaba por el diodo era de 18 0 /lA. La fre­
cuencia del campo magnêtico y la modulaciôn del campo eran
de 100 KHz y 3.2 Gpp respectivamente. El aparato funciona-

4ba con una ganancia de 1.25 x 10 dB. Los espectros se re- 
gistraron en un intervalo de 100 G entre 3276-3376 G, em- 
pleando 100 s en cada barrido. Ordenadeur Nicolet, No 1180 
avec un programe LAB II.

2.2.19. PURIFICACION DE CENTROS DE REACCION

El primer paso del proceso consistîa en la solu 
bilizaciôn de los centros mediante el detergente LDAG. Una 
suspensiôn de cromatôforos en tampôn fosfato sôdico 50 mM 
pH 8.0, a una absorciôn de 75 unidades a 880 nm en cubeta de 
1 cm, se diluîa con el mismo volumen de tampôn frio, al 
cual se le habîa ahadido el detergente, quedando a una con



51

centraciôn final del 0.5%. Con mayores concentraciones de 
detergente el rendimiento de la solubilizaciôn era mayor 
aunque la fracciôn estaba mâs impurificada. La soluciôn 
se dejaba en presencia del detergente durante 1 h a 4°C y 
en la oscuridad. A continuaciôn se diluîa 2,5 veces con 
tampôn frio y se centrifugaba 2 h a 105.000 x g en una cen 
trîfuga refrigerada a 4°C. El sobrenadante, de color pardo, 
se recogîa cuidadosamente para no remover el sedimento. A 
esta fracciôn la denominaremos Sg. En ella se deben obser­
ver las caracterîsticas espectrales del centro de reacciôn; 
en caso contrario el detergente no ha actuado correctamen- 
te.

El paso siguiente consiste en dos precipitaciones 
sucesivas con S0^(NH^)2« A la fracciôn se le ahadîa len 
tamente y con agitaciôn suave la sal triturada hasta 35% 
de saturaciôn. Se dejaba en reposo 30 min a temperatura am 
biente y se centrifugaba a 10.000 x g durante 30 min a 4°C. 
El sobrenadante se pasaba a través de un filtro de papel 
Albert n^ 24 2 en donde quedaba retenida la bacteriocloro- 
fila de antena contaminante. El filtrado se llevô en idên- 
ticas condiciones a las de antes hasta el 45% de saturaciôn 
de sulfate amônico y se dejaba reposar otros 30 min a tem­
peratura ambiente. Se centrifugaba de nuevo a 10.000 x g 
durante 30 min a 4°C y el sobrenadante résultante se pasa­
ba a través de un filtro de papel Albert en donde quedaba 
retenida una fracciôn de color pardo que eran los centros 
de reacciôn. Dicha fracciôn se resuspendîa en un volûmen 
mînimo de tampôn Tris-CIH 10 mM pH 8.0 y se dializaba toda 
la noche contra 4 1 del mismo tampôn a 4°C. El dializado 
se centrifugaba a 20.000 x g durante 10 min a 4°C para se 
dimentar los precipitados y obtener un sobrenandante sin 
turbidez, que constituîa la preparaciôn de P870 purificado.

Normalmente^ con el proceso anteriormente expues-r
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to no era suficiente para obtener centros de reacciôn 
electroforéticamente puros, siendo necesario continuar 
el proceso mediante dos cromatograflas de afinidad sucesi­
vas sobre DEAE-Celulosa. Se equilibraba la columna (8 x 
1,9 cm) con tampôn Tris-CIH 10 mM pH 8.0 con Triton X-100 
0.1 g/100 ml. Se pasaba la suspensiôn de centros de reac­
ciôn, que quedaban retenidos por la résina formando una 
franja muy concentrada de color pardo-rojizo. A continua­
ciôn se pasaban 100 ml de Tris-CIH 10 mM pH 8.0 con Triton 
X-100 O.lg/100 ml y ClNa 0.020 M con lo cual se eluia en­
tre otras cosas la feofitina contaminante, de color verdo 
so. Seguidamente se pasaban a través de la columna 100 ml 
de tampôn Tris-CIH 10 mM pH 8.0 con Triton X-100 O.lg/100 
ml y ClNa 0.125 M con lo que se eluia el P870 en una frac­
ciôn coloreada. El volumen de eluciôn aproximado era de 
25 ml. La fracciôn pigmentada se dializaba conta 4 1 de 
tampôn Tris-CIH 10 mM pH 8.0 durante toda la noche y en 
frio, o se dializaba en una columna Sephadex G-25. Con el 
Sephadex G-25 el proceso era mâs râpido,consiguiendo una 
menor feofitizaciôn de los centros por efecto del deter­
gente. Se puede volver a repetir la cromatografîa con lo 
cual se suele conseguir un 90-95% de pureza, comprobaciôn 
que se hacia con una electroforesis sobre geles de polia- 
crilamida.

Para purificar los centros de la estirpe mutante 
fototrôfica F24.1 era necesario hacer varias modificacio 
nés al método descrito pues el sulfato amônico desnatura- 
lizaba los centros provocando su total feofitinizaciôn.
Los cromatôforos en presencia del detergente se diluîan 
3 veces con tampôn fosfato sôdico 60 mM pH 7.5. Para sos- 
layar el paso de las precipitaciones con S0^(HN^)2 la frac 
ciôn Sq se mezclaba con 2-3 g de la résina DEAE-Sephadex 
humedecida previamente con tampôn Tris-ClH 10 mM pH 7.5 y
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se dejaba en reposo durante 10 min en frio en la oscuri­
dad. Al cabo del tiempo se filtraba a través de un filtro 
de papel Albet quedando en el filtro la résina con un co 
lor pardo.

Dicha résina se resuspendîa en 100 ml de tampôn 
Tris-CIH con Triton X-100 0.1 g/100 ml y ClNa 0.1 M, se 
dejaba otros 10 min en reposo. La suspensiôn se filtraba 
de nuevo a través del mismo tipo de filtro. En el filtra­
do aparecia la feofitina contaminante de color verdoso. La 
résina se resuspendîa en un volûmen minimo de tampôn Tris- 
CIH 10 mM pH 7.5 con Triton X-100 O.lg/lOOml y ClNa 1 M.
La suspensiôn se filtraba de nuevo en idênticas condicio­
nes y se cogia el filtrado que era la fracciôn coloreada. 
El filtrado se sometia a diâlisis y se seguia el mismo 
proceso que para la cepa silvestre exceptuando que se uti- 
lizaba tampôn Tris-CIH 10 mM pH 7.5.

Todos los pasos de los procesos aqui descritos 
deben hacerse en oscuridad o luz muy tenue.

2.2.20. MEDIDAS DE CINETICA RAPIDA EN CELULAS ENTERAS

Cultives fototrôficos se recogieron en fase expo-
nencial y se resuspendieron en medio de cultive fresco que
dando a A-o- .on = 1,2 en cubeta de 1 cm de paso de luz. o o u—y j u nm
La suspensiôn se gaseaba con N 2 purisimo durante 30 min a 
temperatura ambiente, al igual que un volumen conveniente 
de aceite de parafina para su uso posterior. Paralelamente 
se preparaba Ficoll 50 g/100 ml al cual se le hacia el va- 
cio. Al cabo del tiempo se preparaba la cubeta de ensayo, 
1 x 1  cm, mezclando 2 ml de la suspensiôn bacteriana y 
1 ml de Ficoll quedando por tanto a una ^ 330-930 nm”
La mezcla se gaseaba nuevamente con N 2 durante 5 min para 
conseguir una buena anaerobiosis y una suspensiôn homogé-
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nea. Sobre ella se colocaba 1 ml de aceite de parafina 
gaseada para evitar la difusiôn de aire hacia la fase 
acuosa. La cubeta se dejaba en reposo 15 min antes de co 
menzar las medidas de los cambios fotoquîmicos. Todo el 
proceso se hacîa en oscuridad o luz muy tenue. En general 
se midieron variaciones de transmisiôn; los aparatos se 
calibraron de tal forma que 100% de transmitancia corres- 
pondîa a 10 v. Gracias al promediador ya descrito, se po- 
dîa acumular una sehal todas las veces que fuesen necesa- 
rias hasta obtener una buena relaciôn sehal/ruido. También 
se podîa amplificar la sehal las veces que fuesen conve- 
nientes. El registre aparecîa en una pantalla que se foto 
grafiaba con una Tektronix Camera,modelo C-12.A partir de 
dichas fotografîas se han obtenido las grâficas que se ex- 
ponen en la secciôn de RESULTADOS.

2.2.21. MEDIDAS DE INDUCCION DE FLUORESCENCIA

La luz procédante de una lâmpara de Xenon se 
filtraba a través de una capa de agua y de un filtro 9-54 
Corning. Entre el sistema de iluminaciôn y la muestra a 
analizar se colocaba un obturador accionado eléctricamen- 
te. La sehal se detectaba mediante un fotomultiplicador 
Hamamatsu R663 que se protegîa con un filtro RG-8 Schott. 
La sehal aparecîa en la pantalla de un osciloscopio 
Tektronix, modelo 543B, de donde se tomaban las fotogra­
fîas mediante una Tektronix Oscilloscope Camera, modelo 
C-12.
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3. RESULTADOS

3.1. OBTENUION DE MUTANTES NO FOTOTROFICOS AFECTADOS EN 
EL CENTRO DE REACCION

Mediante mutagénesis con nitrosoguanidina y po£ 
terior selecciôn con penicilina (del Valle-Tascôn, 1975) 
se obtuvieron varias estirpes mutantes no fototrôficas a 
partir de las silvestres R. rubrum SI y R. rubrum Sl-T. A d_i 
chos mutantes les hemos denominado F24, T102, T90, T8 3 y 
T78. Debido a la imposibilidad de crecer fototrôficamente 
fue necesario cultivarlos en condiciones semiaerôbicas que, 
como ya se expuso en la INTRODUCCION, permiten la sintesis 
del aparato fotosintêtico.

3.1.1. ESPECTRO DE LOS PIGMENTOS "IN VIVO" E "IN VITRO"

Los espectros de los pigmentos "in vivo" pre- 
sentan algunas modificaciones notables en el IR cercano 
respecto a las estirpes silvestres (Fig. 1 y 2). Sôlo se 
representan dos espectros ya que el Sl-T y los demâs mu­
tantes mostraron espectros similares a SI y F24 respect^i 
vamente. El mâximo, que en SI estâ centrado alrededor de 
878 nm, se desplaza 2 nm hacia longitudes de onda mayo­
res en los espectros de los mutantes, y la banda centra- 
da a 803 nm desaparece. La banda a 803 nm, adscrita al 
centro de reacciôn, es fâcilmente detectable en cromatô­
foros o células enteras, ya que no hay otros pigmentos 
mayoritarios que absorban en esta zona del espectro. 
(Aagaard et al., 1972).

Los pigmentos de los mutantes extraîdos con 
acetona/metanol (7/2) mostraton espectros similares al de
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Fig. 1.- Espectro de absorciôn en el IR-cercano de cro­
matôforos de la estirpe silvestre SI.
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Fig. 2.- Espectro de absorciôn en el IR-cercano de cro­
matôforos de la estirpe no fototrôfica F24.
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la estirpe silvestre en el IR cercano y visible (Fig. 3- 
4) (s6lo se représenta el espectro de uno de los mutantes 
ya que todos los demâs dieron espectros parecidos). Las 
bandas centradas alrededor de 770, 600 y 390 nm se atri- 
buyen a la bacterioclorofila y las très bandas centrales 
se adscriben a los carotenos. Todo parece indicar que los 
pigmentos de las estirpes mutantes tienen una composiciôn 
quîmica normal.

3.1.2. ESPECTROS DIFERENCIALES OXIDADO-REDUCIDO

Estos espectros se han llevado a cabo oxidando 
los cromatôforos con un oxidante quîmico, el ferricianu- 
rp potâsico, y reduciendo a continuaciôn con un reductor 
quîmico, el ascorbato sôdico. La diferencia entre ambos 
espectros nos da la bacterioclorof ila que es capaz de ox_i 
darse y reducirse reversiblemente en estas condiciones 
(Fig. 5-6) (sôlo se representan los espectros del SI y 
F24 ya que el T diô igual espectro al SI y los demâs mu­
tantes dieron resultados comparables al F24). Cuando se 
oxidan quîmicamente los cromatôforos de la estirpe sil­
vestre tiene lugar una decoloraciôn centrada alrededor de 
870 nm y un desplazamiento hacia el azul de la banda de 
803 nm. Estos procesos réversibles se han atribuido ex- 
clusivamente a la bacterioclorofila de centros de reacciôn. 
Sin embargo, la bacterioclorofila de antena también puede 
sufrir procesos de ôxido-reducciôn réversibles en condi­
ciones fuertemente oxidantes, como se desprende de la de 
coloraciôn centrada a 880 nm en cromatôforos del mutante 
no fototrôfico. Experimentos en curso en nuestro laborato- 
rio tratan de caracterizar los cambios réversibles adscr^ 
tos a la bacterioclorofila de antena. No obstante,el he- 
cho mâs interesante para el desarrollo de esta memoria es 
la ausencia de desplazamiento en la regiôn de 800 nm, lo
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Fig. 5.- Espectro diferencial de absorciôn (oxidado-reducido'
de cromatôforos de la estirpe silvestre SI.
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64

cual nos hace suponer que estos mutantes son déficientes 
totales del centro de reacciôn.

3.1.3. ACTIVIDADES FOTOQUIMICAS

Para llegar a un mejor conocimiento de las pro- 
piedades de estos mutantes no fototrôficos, se midieron al­
gunas actividades fotoquîmicas comparândolas con las encon 
tradas en la estirpe silvestre.

Fotofosforilaciôn; Cuando se iluminan cromatôfo 
ros de la estirpe silvestre de R. rubrum fosforilan ADP.
Esta actividad se incrementa cuando a la mezcla fosfori-
lante se le anaden donadores exôgenos de electrones como 
el par DCIP + ascorbato. En la Tabla II se muestran las 
actividades fosforilantes de las estirpes silvestres y mu 
tantes.

Fotorreducciôn de azul de tetrazolio; El azul de 
tetrazolio es un compuesto de bajo potencial que puede 
aceptar electrones procedentes de los aceptores secunda- 
rios que existen en los cromatôforos. Este compuesto com- 
pite con el oxîgeno (actividad fotooxidasa) por los elec­
trones, de ahî la necesidad de mantener anaerôbica la me^
cia de ensayo. La velocidad de reducciôn de azul de tetra
zolio, en condiciones saturantes de reductores exôgenos, 
nos da una idea indirecta de la cantidad de electrones que 
circulan por los centros de reacciôn. (Tabla III).

Fotooxidaciôn del DCIP; Cuando se ilumina una 
suspensiôn de cromatôforos en presencia del par DCIP + a£ 
corbato tiene lugar una oxidaciôn del DCIPH2 catalizado 
por la bacterioclorofila del centro de reacciôn por efec­
to de la luz actînica. El DCIP es nuevamente reducido por
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el ascorbato, creândose un equilibrio dinâmico mientras 
haya donador ex6geno de electrones. Como puede observar- 
se en la Tabla IV, las cepas mutantes no presentaron nin 
guna actividad de fotooxidaciôn de DCIPHg, o ésta fue 
muy escasa.

De los datos expuestos en este apartado se pue­
de concluir que los flujos cîclico y no cîclico de elec­
trones "inducidos por la luz en el aparato fotosintético 
de las cepas mutantes son nulos o muy escasos. Estos re- 
sultados;junto con la ausencia de P800 en los espectros 
absolutos y diferenciales nos permite afirmar que las es- 
tirpes no fototrôficas descritas carecen del centro de 
reacciôn.

3.2. REVERTIENTES ESPONTANEOS FOTOTROFICOS

A partir de los mutantes no fototrôficos se ob- 
tuvieron revertientes espontâneos, por recuperar su capa- 
cidad de crecer en la luz. Mediante el método descrito an 
teriormente se aislaron varias estirpes fototrôficas de 
cada uno de los mutantes. Con ello se pretendîa investigar 
cômo afectaba la reversiôn sobre los centros de reacciôn y 
en ûltimo têrmino, sobre las propiedades fisiolôgicas der 
la bacteria R. rubrum. Esto nos permitirîa conocer algo 
mâs sobre la estructura y funciôn de los centros de reac­
ciôn.

3.2.1. REVERTIENTES PROCEDENTES DE LA ESTIRPE F24

Se aislaron 5 revertientes a partir de otras 
tantas colonias diferentes. A dichos revertientes les de- 
nominaremos F24.1, F24.2, F24.3, F24.4 y F24.5. Se prepa- 
raron cultives fototrôficos y se determinaron los espec­
tros de los pigmentes en el IR-cercano. Las cuatro prime-
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ras estirpes dieron espectros prâcticamente idênticos, con 
un P800 muy disminuido y la banda principal desplazada 
2 nm hacia \  mayores con respecte a la estirpe parental 
F24. (Fig. 7) (s61o se représenta el espectro de la F24.1).
La estirpe F24.5, por el contrario, présenta un espectro crue 
se asemeja totalmente al de la estirpe silvestre. (Fig. 8) .

3.2.2. REVERTIENTES PROCEDENTES DE LA ESTIRPE T102

Se aislaron 5 colonias fotosintéticas a partir 
de la estirpe mutante no fototrôfica T102: T102.2; T102.3; 
T102.4; T102.5 y T102.6. Se cultivaron en condiciones foto 
trôficas y se registraron los espectros representados en las 
Fig. 9-13. Como muestran dichas figuras se obtuvieron re­
vertientes con fenotipos diferentes, observândose distin- 
tos niveles de P800, respecto a R. rubrum Sl-T, desde un 
10-15% en el T102.2 hasta un 100% en el T102.6.

3.2.3. REVERTIENTES PROCEDENTES DE LAS ESTIRPES NO FOTOTRO- 
FICAS T90, T87 y T78

Todos los revertientes fototrôficos espontâneos 
obtenidos a partir de estas estirpes mutantes recuperaron 
el fenotipo normal con un P800 muy similar al de la estirpe 
silvestre. En la Fig. 14 se muestra un ejemplo de ellos, 
el T90-1.

3.2.4. CRECIMIENTO FOTOTROFO DE LOS REVERTIENTES DESCRITOS

A la vista de los distintos fenotipos aparecidos 
en los espectros de los revertientes, se midieron las ve- 
locidades de crecimiento en la luz de la mayor parte de
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Fig. 7.- Espectro de absorciôn en el IR-cercano de
cromatôforos de la estirpe revertiente F24.1
crecida en la luz.



71

in<L>
TD
ro■g ‘cD
m
uc m _QL_oLO_o03

0.6

0.2

800 850 
A (nm)

900

Fig. 8.- Espectro de absorciôn en el IR-cercano de
cromatôforos de la estirpe revertiente F24.5
crecida en la luz.



72

ineu
TDm“D'cD
m
uc
_Q
oin_om

.6

.2

800 850
\{nrr\)

900

Fig. 9.- Espectro de absorciôn en el IR-cercano de cro
matôforos de la estirpe revertiente T102.2
crecida en condiciones fototrôficas.



73

.6

XI

2

800 850 
X (nm)

900

Fig. 10.- Espectro de absorciôn en el IR-cercano de
cromatôforos de la estirpe revertiente T102.3
crecida en la luz.
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dichos revertientes, parâmetro que nos indicarîa la capa- 
cidad fotosintética de las estirpes con distintos niveles 
de P800. Sorprendentemente se comprobô que todas las re­
vertientes crecîan a una velocidad normal o prôxima a la 
normal con respecto a sus silvestres (datos no presentados 
aquî).

Varias preguntas importantes cabe hacerse a la 
vista de los resultados anteriormente expuestos. ^Existe 
un segundo centro de reacciôn que opera en R. rubrum y que 
se encuentra enriquecido en las estirpes fototrôficas dé­
ficientes en P800? <?Es posible que el centro de reacciôn 
normal se haya modificado estructuralmente dando lugar a 
un espectro diferente o a una variaciôn en el estado redox 
de la bacterioclorofila especial del centro de reacciôn? 
cEs suficiente una pequeha cantidad de centro de reacciôn 
normal para satisfacer las necesidades energêticas en un 
crecimiento fototrôfico de R. rubrum, estando en exceso en 
la cepa silvestre?. Para atacar el problema se ha elegido 
F24.1 como material de estudio comparândola en todo momen 
to con SI y F24.

3.3. PROPIEDADES GENERALES DE LA ESTIRPE F24.1

3.3.1. ESPECTRO DE LOS PIGMENTOS "IN VIVO" E "IN VITRO"

Aunque ya se presentô en la Fig. 7 el espectro 
de los pigmentos de cromatôforos en la regiôn del IR-cer- 
cano, era interesante comprobar si existîa alguna diferen 
cia en otras regiones del espectro. Para ello se hicieron 
los espectros de cromatôforos de las cepas SI, F24 y F24.1 
en el IR-cercano y visible (Figs. 15-17). Como se desprende 
del anâlisis de los espectros,las ûnicas diferencias ob-
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servadas corresponden al IR-cercano ya descritas anterior 
mente (Fig. 2 y 7). Las demâs bandas del espectro se co­
rresponden perfectamente con las del silvestre.

Los pigmentos de F24.1 extraidos con acetona/me 
tanol (7/2) mostraron espectros en la regiôn visible per- 
fectamente equiparables al silvestre (Fig. 18).

Por tanto, podemos afirmar que los pigmentos de 
F24.1 no presentan ninguna modificaciôn importante, aparté 
de las del centro de reacciôn, tanto en su composiciôn qu^ 
mica como en su distribuciôn y orientaciôn en las membra- 
nas fotosintéticas.

3.3.2. CURVAS DE CRECIMIENTO FOTOTROFICO

Cuando se transfiere un preinôculo semiaerôbico 
de F24.1 a condiciones fototrôficas sufre un retraso antes 
de comengar a crecer, (expérimentes en curso tratan de ana 
lizar los factores que pueden influir en dicho retraso).
Sin embargo, cuando se parte de un preinôculo fototrôfico 
el comienzo del crecimiento es inmediato, no apareciendo 
retraso alguno. En cualquier caso, el crecimiento exponen- 
cial en condiciones fototrôficas de F24.1 es prôximo al nor­
mal, como se desprende del câlculo de los tiempos de gene- 
reaciôn a partir de la Fig. 19. Dicho crecimiento no se 
puede atribuir a procesos fermentativos ya que un cultivo 
en las mismas condiciones de anaerobiosis, pero mantenido 
en la oscuridad, no experimentô crecimiento alguno. Asimis^ 
mo, se encontrô el mismo rendimiento fototrôfico en ambas 
estirpes, SI y F24.1, prueba évidente de que no funcionan 
procesos fermentativos en presencia de luz en F24.1.
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Fig. 19.- Crecimiento dependiente de luz de R. rubrum.
Cêlulas crecidas previamente en la oscuridad 
( ▲ , #) y cêlulas crecidas previamente en la 
luz (A ,o ), de las estirpes silvestre (#, O ) 
y F24.1 ( A , A ) .
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3.3.3. FOTOFOSFORILACION EN CELULAS ENTERAS

Una prueba que nos indica si un aparato fotosin 
tético es funcional consiste en medir la capacidad de fo£ 
forilaciôn inducida por luz en cêlulas enteras. Para ello 
se media la acumulaciôn de ATP en cêlulas enteras, despuês 
de un breve tiempo de iluminaciôn (ver MATERIALES Y METO- 
DOS). Como se muestra en la Fig. 20 los resultados concuer 
dan con lo que cabria esperarrla estirpe F24.1 crecida en 
la luz acumulaba cantidades de ATP similares a la estirpe 
silvestre SI, cosa que no ocurria con cêlulas de F24.1 cre 
cidas en la oscuridad. Dichos datos corroboran la existen- 
cia de un aparato fotosintético funcional en las cêlulas 
de F24.1 fototrôficas, y la presencia en F24.1 semiaerôbi­
co de un aparato fotosintético incompleto, indicando que 
durante el periodo de retraso en el crecimiento se sintet^ 
za algûn componente esencial para que la funciôn fotosinté 
tica se pueda llevar a cabo.

3.3.4. INHIBICION DE LA RESPIRACION POR EFECTO DE LA LUZ

La falta de actividad fotosintética en cêlulas 
de F24.1 crecidas en condicionessemiaerôbicas podrîa ser 
debido a la inactivaciôn de los centros de reacciôn de e^ 
ta estirpe por el . Esa podrîa ser la razôn de la ausen 
cia de PBOO en el espectro de la Fig. 7. Tal interpreta- 
ciôn no parece ser correcta ya que el aparato fotosintêti 
co de cêlulas de F24.1 crecidas en la luz es funcional in 
cluso en presencia de O2 : cêlulas fototrôficas del rever­
tiente sufrfan una drâstica inhibiciôn del consume de O2 
cuando se iluminaban, de manera similar a lo que ocurrîa 
en SI (Fig. 21). Esta inhibiciôn requiere conservaciôn de 
energîa (Ramîrez et al., 1968) y no se observa en mutantes 
con centros de reacciôn no funcionales (Takemoto et al., 
1974) o en cêlulas de F24.1 crecidas semiaerôbicamente 
(Fig. 21).
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Con los resultados expuestos en esta seccidn se 
puede concluir que las cêlulas fototrôficas de la estirpe 
revertiente F24.1 realizan fotosîntesis con una eficiencia 
prôxima a la normal, a pesar de poseer una pequenisima can 
tidad de P800. Para intentar llegar a un conocimiento mâs 
detallado y précise de los mécanismes que operan en F24.1 
hemos analizado detalladamente los centros de reacciôn de 
dicha estirpe mutante asî como las reacciones mâs intima- 
mente relacionadas con la separaciôn de cargas que tiene 
lugar en los mismos. Nuestro estudio consta de très partes 
fundamentales: determinaciôn del tipo o tipos de centros 
de reacciôn que funcionan en F24.1 y cuantificaciôn de los 
mismos, anâlisis del potencial de membrana generado por la 
luz en cromatôforos y caracterizaciôn detallada mediante 
cinêtica râpida de las reacciones de ôxido-reducciôn indu- 
cidas por destellos cortos en cêlulas enteras.

3.4. DETERMINACION CUANTITATIVA Y CUALITATIVA DEL CENTRO 
DE REACCION QUE OPERA EN F24.1

A la vista de los resultados anteriores, que con 
firman la existencia en F24.1 fototrôfico de un aparato fo 
tosintêtico que funciona con una eficiencia prôxima a la 
normal en SI, se hacia necesario caracterizar y cuantifi- 
car el centro o los centros de reacciôn que funcionan en 
dicha estirpe revertiente. El problema se planteaba dificil 
debido a que todos los ensayos de las propiedades adscritas 
a los centros de reacciôn daban actividades muy disminuidas 
en F24.1. Esto nos ha obligado a utilizar têcnicas muy sen­
sibles y muy variadas, para estar seguros de que los 
resultados que se obtenian eran absolutamente fiables.
En esta misma lînea comprobamos que ciertas inter- 
ferencias, que eran despreciables en SI, se hacian muy os-
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tensibles en F24.1, dificultando el anâlisis de los datos 
Sin embargo, dichas dificultades se han solucionado en ca­
da memento de manera satisfactoria.

3.4.1. ESPECTRO ABSOLUTO DE LOS PIGMENTOS ALREDEDOR DE 
800 nm DE UNA SUSPENSION CONCENTRADA DE CROMATO- 
FOROS

La Fig. 22 représenta los espectros de los pig­
mentos de la regiôn prôxima a 800 nm, de una suspension 
de cromatôforos con una A^^^= 3 en el mâximo a 8 80 nm. Se 
aumentô la concentraciôn de pigmentos para ver de una ma­
nera mâs Clara las diferencias cuantitativas entre las e£ 
tirpes silvestre SI, la mutante F24 y la revertiente F24.1.
Cuando se hacian las diferencias A-mn (SI) -oüü nm oUU nm
(F24) y Agoo (F24.1) - ^  (F24) se veîa que la se-
gunda era como un 6% respecto a la primera. Ello parece 
sugerir que el P800 présente en F24.1 es como un 6% res­
pecto al que existe en SI, si admitimos que la estirpe no 
fototrôfica carece totalmente de P800.

No obstante,este câlculo debe considerarse sôlo 
aproximado debido a la influencia que pueda ejercer sobre 
la regiôn de 800 nm otras bandas cercanas. De hecho,un li- 
gero desplazamiento de la banda principal puede tener una 
fuerte influencia sobre la absorciôn a 800 nm de F24 y 
F24.1. Este problema se ha solucionado en parte restando 
en cada espectro la absorciôn a longitudes de onda simê- 
tricas en la banda principal; taies diferencias se repre- 
sentan en la Fig. 22. Sin embargo, era necesario la cuan­
tif icaciôn del P800 utilizando otros mêtodos mâs précises.
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3.4.2. ESPECTRO DIFERENCIAL OXIDADO-REDUCIDO EN LA REGION 
DE 800 nm

Como ya hemos indicado,cuando se tratan los cro- 
matôforos de la estirpe silvestre con un oxidante quîmico, 
el ferricianuro potâsico, tiene lugar un desplazamiento de 
la banda centrada a 803 nm y atribuîda al centro de reac- 
ciôn (Fig. 5). Dicho desplazamiento no ocurre en cromatd- 
foros de la estirpe no fototrdfica F24 (Fig. 6). For el 
contrario cuando se tratan los cromatdforos de F24.1 con 
el ferricianuro potâsico aparece un pequeno, pero claro 
desplazamiento de dicha banda. Este desplazamiento es como 
un 7% del registrado en SI (Fig. 23). Esta forma de cuan- 
tificar el desplazamiento de la banda de 803 nm, sirve pa 
ra medir de manera précisa la cantidad de centres de reac 
cidn que hay en una suspensidn de cromatdforos. Sin embar 
go,el utilizer reactivos quîmicôs en la regidn de 870 nm 
para cuantificar el centro de reaccidn induce a obtener 
conclusiones errdneas, como las obtenidas por otros auto- 
res (Barsky and Samuilov, 1973), ya que en esta regidn 
tienen lugar oxidaciones réversibles de la bacterioclorof_i 
la de antena que distorsionan y aumentan considerablemente 
el espectro diferencial del centro de reaccidn.

3.4.3. ESPECTRO DIFERENCIAL LUZ-OSCURIDAD EN PRESENCIA Y 
AUSENCIA DE DESACOPLANTES

Los datos obtenidos con oxidantes quimicos se 
confirmaron cuando se utilizd luz actînica para provocar 
los cambios. Cromatdforos iluminados de la estirpe silve£ 
tre presentaban varias caracterîsticas importantes en el 
IR-cercano atribuibles a procesos de dxido-reduccidn de la 
bacterioclorofila de centres de reaccidn: una decoloracidn 
del P870 y un desplazamiento de la banda del P800 (Fig. 24)
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La magnitud de estos cambios indica la cantidad de centres 
de reaccidn fotoquîmicamente actives que existen en una 
suspensidn de crematdfores, y la ferma del espectro puede 
indicar si diohes centres de reaccidn estân medificades 
cualitativamente.

Asîmisme cuando se iluminan cromatdforos aparece 
un desplazamiento de la banda principal de la bacterioclo­
rof ila de antena hacia longitudes de onda mayores, produci^ 
do por los potenciales eléctricos de membrana que se esta- 
blecen como consecuencia de los procesos redox que tienen 
su iniciacidn en la separacidn de cargas entre el donador 
y el aceptor primaries en los centres de reaccidn (efecto 
electrocrdmico). Este desplazamiento nos da una idea de la 
generacidn de potencial de membrana inducido por la luz ac 
tînica y que se aprovecharâ principalmente para sintetizar 
ATP. Cuando se anadîa un desacoplante del potencial de mem­
brana, como la Gramicidina D, desaparecia el desplazamiento 
mostrando la forma del espectro algunas modificaciones, 
principalmente en la regidn del P870. En el caso de la estir 
pa F24.1, la modificacidn del espectro diferencial por efec 
to del desacoplante era muy pronunciada indicândonos que 
una parte muy importante del cambio del P870 no era una 
verdadera decoloracidn, sino un desplazamiento electrocrd 
mico (Fig. 25). Por tanto,para cuantificar la decoloracidn 
atribuida al P870 en cromatdforos debemos de considerar 
los cambios obtenidos en presencia de un desacoplante.

Varias conclusiones se pueden sacar del anâlisis 
de estos resultados:

a) La forma de los espectros inducidos por luz es indis- 
tinguible en ambas estirpes fototrdficas.

b) La cantidad de P800 y P870 en F24.1 es aproximadamente 
un 6% respecte a SI.
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c) El potencial de membrana generado por la luz actînica 
es del mismo orden en ambas cepas (sobre este punto 
,volveremos en secciones posteriores).

3.4.4. CINETICA DE LOS CAMBIOS FOTOQUIMICOS A 1245 nm

Los cromatdforos en su estado reducido no pre- 
sentan ninguna absorcidn a 1245 nm. Sin embargo cuando los 
cromatdforos o los centros de reaccidn purificados se oxi- 
dan por efecto de la luz aparece una banda reversible en 
esta regidn del espectro (Dutton et al., 1975; Fajer et al, 
1974). Basândose en estos resultados y en las propiedades 
de la bacterioclorofila,se ha atribuido dicha banda a la 
formacidn de un cation dimêrico radical formado por el 
P870 oxidado. Ademâs, el hecho de que en esta regidn no ab 
sorba la bacterioclorofila reducida ni ningûn otro compo- 
nente de los cromatdforos hace que se considéré a esta re­
gidn muy apta para el anâlisis de los cambios fotoquîmicos 
atribuidos a los centros de reaccidn. La fig. 26 représen­
ta la cinêtica de los cambios inducidos por luz en cromatd 
foros de SI, F24 y F24.1. Las cinêticas son idênticas en 
SI y F24.1 aunque la magnitud del cambio es como un 6% en 
F24.1 respecte al encontrado en SI. La estirpe no fototrd- 
fica no experimentd ningûn cambio, tal como era de esperar.

3.4.5. CINETICA DE EMISION DE FLUORESCENCIA EN CROMATOFOROS

Las membranas fotosintêticas emiten luz fluores­
cente cuando son excitadas con luz actînica. La mayor par­
te de dicha emisidn se debe a la bacterioclorofila de ante 
na,siendo prâcticamente despreciable la contribucidn de los 
pigmentes del centro de reaccidn (Clayton, 1966). La presen 
cia de centros de reaccidn en las membranas fotosintêticas
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disminuye el rendimiento mâximo de la fluorescencia como 
confirmaron los resultados obtenidos con el mutante PM-8 
de Rp. sphaeroides (Sistrom et al., 1966) y con sistemas 
reconstituidos mezclando complejos aislados de bacterio- 
clorofila de antena y centros de reaccidn purificados 
(Heathcote et al., 1977). Sin embargo, el efecto amortigua 
dor del rendimiento de la fluorescencia por los centros 
varia dependiendo del estado redox quîmico de taies cen­
tros de reaccidn (Godik et al., 1977). Los centros en e£ 
tado activo o abiertos tienen un efecto mâs marcado que 
cuando estân en estado inactivo o cerrados, siendo la in­
versa del rendimiento de la fluorescencia una dependencia 
lineal de la concentracidn de centros de reaccidn actives 
(Clayton, 1966). Como consecuencia de estas caracteristi- 
cas, en la cinêtica de induccidn de fluorescencia bajo ilu 
minacidn continua aparece un incremento con el tiempo de 
iluminacidn dependiendo del nûmero de centros que se van 
oxidando y que por lo tanto no pueden procesar la energia 
canalizada por la antena. Por tanto, segûn apuntaron 
Vredenberg y Duysens (1963), el anâlisis detallado de las 
cinêticas de induccidn de fluorescencia nos permite dis- 
cernir sobre la presencia o no de centros de reaccidn en 
una suspensidn de cromatdforos.

Los resultados obtenidos con las estirpes objeto 
de nuestro estudio no dejan ninguna duda sobre la ausencia 
total de centros de reaccidn en F24 y la presencia de una 
pequenisima cantidad de los mismos en F24.1, como se des- 
prende del alto rendimiento de fluorescencia y el anâlisis 
comparative de la parte curva de las cinêticas. (Fig. 27).

3.4.6. ESPECTROS EPR INDUCIDOS POR LUZ EN CROMATOFOROS

Otra têcnica que hemos utilizado para analizar 
el centro de reaccidn que opera en F24.1, es la de reso-
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nancia paramagnêtica electrônica (EPR). Cuando se oxida 
la bacterioclorofila de centro de reaccidn, ya sea quîm^ 
camente o por efecto de la luz, da una senal EPR de for­
ma gaussiana con unas constantes carâcteristicas de 
g = 2.0026 y una anchura de pico a pico de la derivada 
primera de la curva A H û< 9,5G. (Bolton et al., 1969; 
McElroy et al., 1972). la constante g = 2.0026, muy prd- 
xima al valor del electrdn libre, indica que el electrdn 
paramagnêtico estâ muy deslocalizado sobre la molëcula de 
bacterioclorof ila, y la anchura AH - 9 , 5 G  indica que en la 
formacidn de dicha senal intervienen un par de moléculas 
segûn la fdrmula

A h - mondmero=

siendo N el nûmero de moléculas que forman el complejo 
(Norris et al., 1971). Las sehales encontradas en nuestros 
experimentaos coinciden con las descritas para R . rubrum 
(Fig. 28). Sin embargo la senal de F24.1 resultd ser como 
un 8% respecto a la encontrada en la estirpe silvestre. 
Como era de esperar,cromatdforos de la cepa F24 no dieron 
ninguna senal EPR inducida por la luz.

3.4.7. ELECTROFORESIS DE CROMATOFOROS EN GELES DE POLIA- 
CRILAMIDA

La têcnica de electroforesis en geles de polia- 
crilamida ha sido de mucha utilidad para estudiar las pro 
teînas que forman parte de los cromatdforos. Quizâs las 
proteinas mejor estudiadas sean las que integran la tria- 
da de los centros de reaccidn. Dichas proteînas pueden de 
tectarse fâcilmente en este tipo de electroforesis gracias 
a su situacidn caracteristica y a su mayor proporcidn cuan 
titativa respecto a las otras proteînas, que pueden llegar a
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constituer hasta un 20% del total proteico (Clayton et al., 
1972). La Fig. 29 muestra los patrones electroforêticos de 
cromatdforos de SI, F24 y F24.1. En la electroforesis de 
SI se aprecian claramente las très bandas adscritas a los 
centros de reaccidn, bandas a, b y c. En F24 aparece una 
banda clara en la zona que corresponde a la proteîna a en 
el silvestre, mientras que las bandas b y c son prâctica­
mente indétectables. En F24.1, sin embargo, existe un 
aumento de la proteîna b, y posiblemente tambiën de la c, 
respecto a F24, aunque la très bandas adscritas al centro 
de reaccidn se encuentran muy disminuidas respecto a SI. 
Hasta el momento es inexplicable la mayor proporcidn de 
banda a en F24 respecto a F24.1, a no ser que las distin­
tas condiciones de crecimiento influyan sobre los niveles 
de dicho polipéptido. La otra diferencia importante entre 
ambas estirpes estâ a nivèl de la banda b, la reversidn pa 
ra el crecimiento fototrdfico parece implicar un aumento 
claro de dicha banda. Posiblemente tambiën ocurre lo mismo 
para la banda c, aunque ësta es mâs difîcil de visualizar 
en este tipo de electroforesis.

No hay razdn para pensar que las proteînas de 
centro de reaccidn de cromatdforos de F24 y F24.1 se hayan 
agregado a otras proteînas variando su distribucidn elec- 
troforëtica, ya que en dicho caso hipotëtico otras bandas 
mayoritarias tendrîan que observarse en la regidn de mayo 
res pesos moleculares, situacidn que no parece ser la rea 
lidad ya que el reste del patrdn electroforëtico es idën- 
tico al de la estirpe silvestre. Por tanto, podemos concluir 
que la triada de proteînas de centros de reaccidn es muy 
déficiente cuantitativamente en F24 y F24.1 respecto a SI.

3.4.8. PURIFICACION DE LOS CENTROS DE REACCION DE LAS CE­
PAS FOTOTROFAS SI y F24.1

Una vez vistas algunas de las propiedades adscritas
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S1 F241 F24 S1

Fig. 29.- Electroforesis en SDS-poliacrilamida 
de cromatdforos de las estirpes SI y 
F24.1 y no fototrdfica F24.
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a los centros de reaccidn en cromatdforos, el aislamiento 
de dichos centros fotoquîmicos constituirîa un paso mâs 
avanzado en su caracterizacidn. El obtener los centros de 
reaccidn aislados del resto de los componentes de las mem 
branas fotosintêticas nos permitirîa hacer un anâlisis mas 
directo sobre las mismas. En las preparaciones de centros 
de reaccidn purificados serîa mucho mâs fâcil analizar sus 
propiedades espectrales y electroforéticas caracterîsticas 
ya que se evitarîan todos los inconvenientes de la escasa 
proporcidn de los mismos en cromatdforos de F24.1. Taies 
anâlisis apoyarîan fuertemente la similitud o no de los 
centros de reaccidn que operan en ambas estirpes.

El problema presentaba mâs dificultades en F24.1 
debido a su escasa proporcidn de centros de reaccidn. Di­
cha propiedad hizo necesario desarrollar técnicas distin­
tas a las empleadas para la estirpe silvestre, ya que una 
pequeha contaminacidn de bacterioclorofila de antena supon 
drîa la imposibilidad de obtener resultados suficientemen- 
te claros. Ademâs,tal intento implicaba cultivar mayor can 
tidad de cêlulas ya que habîa que partir de un volumen ma­
yor de cromatdforos de la estirpe F24.1 (unos 500 ml de
cromatdforos con a Îq?^  = 75).o o u nm

3.4.8.1. ESPECTRO DE LOS CENTROS DE REACCION PURIFICADOS

El espectro de absorcidn de centros de reaccidn 
de F24.1 en la regidn IR-cercano présenta las mismas ca­
racterîsticas que los de SI, tanto en su forma reducida 
como oxidada (Fig. 30-31). En su forma reducida el espec 
tro présenta très bandas caracterîsticas alrededor de 
865, 802 y 755 nm, las dos primeras atribuidas a bacte­
rioclorof ila y la otra a bacteriofeofitina. Cuando se 
oxidan dichos centros con luz u oxidantes quîmicôs desapa
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Fig. 30.- Espectro de absorciôn en el IR-cercano de centros
de reaccidn purificados de la estirpe SI: (---  )
forma reducida; (---) forma oxidada.
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Fig. 31. Espectro de absorciôn en el IR-cercano de centros de
reacciôn purificados de la estirpe F24.1; (— ) forma
reducida; (---) forma oxidada.
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rece la banda de 865 nm (P870) y aparece un desplazamiento 
hacia el azul de la banda a 8 02 nm (P8 00) asî como un lige 
ro desplazamiento de la banda de bacteriofeofitina, dando 
como resultado el espectro diferencial oxidado-reducido que 
se muestra en la Fig. 32. Esto demuestra que los pigmentos 
constituyentes de los centros de reacciôn asî como sus in- 
teracciones con el complejo no muestras diferencias détec­
tables, al menos hasta el nivel alcanzado, en ambas estir­
pes fototrôficas.

3.4.8.2. ELECTROFORESIS DE CENTROS DE REACCION

Fracciones muy purificadas de centros de reacciôn 
de las estirpes SI y F24.1 se analizaron en geles de SDS- 
poliacrilamida, Aparté de las pequehas impurezas que se 
aprecian en los patrones electroforêticos de la Fig. 33 
destacan très bandas muy mayoritarias adscritas a los cen­
tros fotoquîmicos de reacciôn. No se aprecian diferencias 
significativas respecto a la distribuciôn de las très ban­
das mayoritarias en SI y F24.1, asî como en la mezcla de 
ambas fracciones purificadas. Estos datos apoyan la simi­
litud de las proteînas de los centros fotoquîmicos de reac 
ciôn de ambas estirpes.

3.5. CAMBIOS ELECTROCROMICOS INDUCIDOS POR LUZ

Uno de los parâmetros clâsicos empleados en el 
estudio de energizaciôn de membrana consiste en el anâli­
sis de los desplazamientos de las bandas de absorciôn ad£ 
critas a la bacterioclorofila de antena en el infrarrojo 
cercano y a los carotenos en la regiôn visible del espec- 
tro. Sobre el desplazamiento sufrido por la bacteriocloro 
fila de antena ya se hablô someramente en el apartado 3.4.3
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Fig. 32.- Espectro diferencial de absorciôn (oxidado-re-
ducido) en el IR-cercano de centros de reacciôn
purificados de la estirpe F24.1.
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Fig. 33.- Electroforesis en SDS-poliacrilamida 
de centros de reacciôn purificados de 
SI y F24.1 y una mezcla de ambos.
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En esta secciôn nos limitaremos al anâlisis de los cambios 
electrocrômicos sufridos por los carotenos en cromatdforos 
de las estirpes fototrôficas SI y F24.1 cuando son ilumina­
dos .

Los carotenos involucrados en los cambios elec­
trocrômicos no representan sino una pequena proporcidn de 
todos los carotenos que existen en los cromatdforos (De 
Grooth et al., 1977). Experimentos en curso en varios labo 
ratorios tratan de esclarecer el porcentaje exacto de caro 
tenos que son afectados por la luz y si dichas moléculas 
son algo diferentes en su composiciôn quîmica, poco proba­
ble, en su orientaciôn especial en la membrana o en su po- 
sible relaciôn mâs directa con los centros de reacciôn. De 
cualquier forma, la magnitud del desplazamiento puede con- 
siderarse como un parâmetro bastante fiable a la hora de 
cuantificar el potencial de membrana generado por la luz 
actînica en las membranas fotosintêticas como consecuencia 
de la separacidn de cargas en los centros de reacciôn y los 
procesos de ôxido-reducciôn que tienen lugar sobre los 
transportadores de dichas membranas. Por tanto serîa inte 
resante determinar el potencial de membrana generado por 
la luz actînica en cromatdforos de las estirpes SI y F24.1 
medido como cambios electrocrômicos de los carotenos, lo 
que nos darîa una idea aproximada de sus posibilidades ener 
gêticas que podrîan justificar en ûltimo término el creci­
miento celular de F24.1 en condiciones fototrôficas.

3.5.1. ESPECTRO DE LOS CAMBIOS FOTOQUIMICOS EN LA REGION 
DE LOS CAROTENOS EN SI Y F24.1

La Fig. 34 muestra el espectro, entre 440 y 600 
nm de los cambios inducidos por luz en cromatdforos de la 
cepa silvestre. En dicho espectro se observan unos cambios 
mâximo s alrededor de 600, 550 y 510nm. El cambio de 600 nm
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se atribuye a la decoloracidn de la bacterioclorofila de 
centro de reacciôn mientras que el resto se atribuyen a 
desplazamientos de las bandas de los carotenos. Cuando se 
anade a la mezcla de reacciôn un desacoplante como la Gra 
micidina D, que disipa el potencial de membrana, los cam­
bios electrocrômicos desaparecen obteniêndose un espectro 
completamente diferente al anterior (Fig. 34). El cambio 
a 600 nm no se altera, corroborando asî que se trata de 
una decoloracidn y no de un desplazamiento de una banda 
de absorciôn. La diferencia entre ambos espectros, sin y 
con adiciôn, muestra la parte de los cambios que son sen­
sibles a desacoplantes (Fig. 35).

En la Fig. 36 se représenta el espectro de los 
cambios que aparecen en cromatdforos de la estirpe fototrô 
fica F24.1 al ser iluminados. Los cambios obtenidos a \ 
menores de 500 nm y mayores de 600 nm fueron muy peqûenos 
en nuestras condiciones expérimentales, por lo cual eran 
de dudosa fiabilidad de ahî que no se representen en la 
figura. Como se puede observer, existe mucho parecido en 
cuanto a la forma de este espectro y el diferencial de la 
Fig. 35. Cuando se ahadiô el desacoplante Gramicidina D 
todos los cambios desaparecieron coincidiendo perfectamen 
te con la lînea base. Por otra parte, el mâximo a 575 nm 
en F24.1 représenta como un 70% Si lo comparamos con el 
mismo cambio sensible a Gramicidina D en la estirpe sil­
vestre.

3.5.2. CAMBIOS FOTOQUIMICOS EN CROMATOFOROS DE G9

Aunque no es objeto directo de este trabajo, ca- 
brîa preguntarse acerca del cambio positivo insensible a 
desacoplantes que aparece mezclado con el cambio tîpico de 
carotenos en SI. Para darnos alguna luz sobre el problema.
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se analizô el espectro de los cambios inducidos por luz 
en cromatdforos de la cepa mutante de R. rubrum G9, que 
carece de carotenos (Fig. 37). Sorprendentemente este 
espectro coincidiô perfectamente con el obtenido con la 
cepa SI en presencia de Gramicidina D, lo que puede insi- 
nuar que junto al cambio tîpico de carotenos existe otro 
cambio superpuesto que no ha sido caracterizado convenien 
temente en R. rubrum. En otro sentido el espectro del mu­
tante G9 coincidiô perfectamente con el obtenido en esta 
regiôn del espectro con centros de reacciôn purificados 
(no mostrado aquî), lo cual permite pensar que posiblemen 
te dicho cambio superpuesto en la estirpe silvestre sea 
debido a la bacterioclorofila de los centros de reacciôn 
présentes en los cromatdforos. Un estudio mâs detallado, 
en los que se incluirîan experimentos de cinêtica râpida, 
serîan necesarios para llegar a conclusiones mâs complé­
tas .

De los resultados presentados aquî se pueden sa 
car varias conclusiones importantes:

a) los carotenos no parecen estar modificados en F24.1 re£ 
pecto a SI, tanto en su composiciôn quîmica como en su 
distribuciôn en la membrana.

b) Los cromatdforos de F24.1 son capaces de crear un poten 
cial de membrana sensible a desacoplantes, prôximo al 
de la estirpe silvestre, que podrîa justificar el cre­
cimiento fototrdfico de dicho revertiente.

c) Los cromatdforos de F24.1 no presentan en esta regiôn 
cambios insensibles a desacoplantes, dato que estâ de 
acuerdo con nuestra hipôtesis de que dichos cambios in 
sensibles pueden ser debidos a decoloracidn de la bacte 
rioclorofila de centros de reacciôn.
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3.5.3. EFECTO DE DIVERSAS CONCENTRACIONES DE DESACOPLAN- 
TES SOBRE EL POTENCIAL DE MEMBRANA

Una vez demostrado que los cromatôforos de F24.1 
pueden general un potencial de meitibrana cuantitativamente 
no muy diferente a los de SI, serîa interesante hacer un 
estudio comparative en ambas estirpes fototrdficas, sobre 
la sensibilidad de dicho potencial a diversas concentracio- 
nes de desacoplantes. Los desacoplantes permiten el paso 
libre de iones a traves de la membrana, con lo cual desa- 
parece el gradiente electroquimico que existe entre ambos 
lados de la membrana lo que provoca que el potencial de mem 
brana se disipe. Si las membranas de los cromatôforos de SI 
y F24.1 fuesen estructuralmente distintas, presentarian di- 
versa resistencia al efecto de los desacoplantes que se ma- 
nifestaria como una sensibilidad distinta de los cambios 
electrocrômicos a concentraciones variables de desacoplan­
tes. Por otra parte, es lôgico pensar que si el flujo de 
electrones a travês de la membrana es proporcional a la 
cantidad de centres de reacciôn présentes, cabria esperar 
que en F24.1 concentraciones minimas de desacoplante ten- 
drian un efecto drâstico sobre las manifestaciones del po­
tencial de membrana, Por lo tanto en F24.1 desaparecerlan 
los cambios electrocrômicos a concentraciones mucho meno- 
res que en SI.

La Tabla V muestra los resultados obtenidos con 
distintas concentraciones de très tipos distintos de desa­
coplantes. Al aumentar la concentraciôn de los mismos, el 
cambio electrocrômico de los carotenos se fue haciendo me­
ner en ambas cepas, aunque no significativamente diferente 
en alguna de ellas. Esto demuestra que las membranas foto- 
sintêticas de F24.1 no estân marcadamente modificadas, y 
que el flujo de electrones a travês de las mismas no es 
significativamente menos respecte a SI, en nuestras condi- 
ciones expérimentales.
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3.6. PROCESOS DE OXIDO-REDUCCION INDUCIDOS POR LUZ EN CE- 
LULAS ENTERAS: CARACTERIZACION POR ESPECTROSCOPIA DE 
DESTELLOS

La mayor parte de los dates que se cenecen ac- 
tualmente sebre fetesintesis bacteriana se ban ebtenide 
en cromatôforos y en centres de reacciôn purificados. Sin 
embargo lo que se observa en cromatôforos no tiene por qué 
ser exactamente lo que de hecho ocurre en células enteras, 
ya que la rotura de las células y el proceso posterior pue 
den variar de alguna manera la distribuciôn u orientaciôn 
de algunos componentes intrînsecos de la membrana, algunos 
componentes de membrana o relacionados con ella pueden per 
derse durante la extracciôn de los cromatôforos, las vîas 
de interconexiôn entre los diversos componentes membranosos 
pueden modificarse sustancialmente, etc. Un caso muy desta- 
cado en este sentido es el que ocurre con los citocromos in 
volucrados en los procesos fotosintêticos de R . rubrum. Asî, 
cuando se preparan cromatôforos la mayor parte de dichos 
citocromos se pierden en el sobrenadante desechable (van 
Grondelle et al., 1976) de ahî que résulta imposible ha­
cer un estudio, al menos cuantitativo, de los cambios foto- 
quîmicos de dichos compuestos en cromatôforos. El trabajar 
con cromatôforos tiene sin embargo muchas ventajas: se par 
te de un sistema mâs simple, se eliminan problemas de dis- 
persiôn de luz, se pueden acoplar fâcilmente sistemas arti 
ficiales como donadores y aceptores de electrones, los re­
sultados suelen ser mâs fâciles de interpreter, etc. Todo 
ello hace que haya muy pocos ejemplos en la literature de 
trabajos con células enteras.

La técnica de espectroscopia de destello ha sido 
de gran utilidad en el estudio de la fotosintesis. La téc­
nica consiste en dar un pulso de luz actinica y registrar 
las cinéticas que aparecen a continuaciôn. Para registrar
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dichas cinéticas se necesitan aparatos de respuesta muy 
râpida ya que la mayor parte de las reacciones que operan 
en fotosintesis bacteriana tiene una vida media de /is y 
ms. Las reacciones que constituyen un sistema ciclico fun 
cionan todas a la misma velocidad bajo iluminaciôn conti­
nua, ya que todas se encuentran en un equilibrio dinâmico. 
Medir estas reacciones en el equilibrio no nos da ninguna 
informaciôn acerca de la secuencia de dichas reacciones. 
Mediante pulsos cortos que provoquen un ûnico reciclaje de 
las reacciones, se puede desplazar el equilibrio que exis­
te en la oscuridad hacia un lado u otro del equilibrio. La 
velocidad de apariciôn de este desplazamiento puede ser 
medida registrando la cinética en una escala de tiempo apro 
piada. De esta forma, podemos ver a que velocidad aparece 
un compuesto oxidado o reducido pudiendo acoplar reacciones 
con cinéticas similares y contruir una secuencia de las 
reacciones que constituyen el sistema ciclico.

A la vista de los resultados de las secciones an 
teriores en donde no se han encontrado diferencias cualita 
tivas en las actividades adscritas a los centros de reac- 
ci6n, ni cuantitativas en el potencial de membrana sensi­
ble a desacoplantes, se hacia imprescindible una buena ca- 
racterizacién de los procesos de transducciôn de energia 
que tienen lugar en las estirpes de SI y F24.1 fototrôfi- 
cas. Hemos elegido las células enteras como material de 
trabajo por las razones expuestas anteriormente. Con ello 
se pretende saber si las reacciones redox que tienen lugar 
en las membranas fotosintéticas ocurren con mayor rapidez 
en F24.1 que en SI, o si en aquélla operan reacciones que 
estân incrementadas respecte a las del silvestre, especia_l 
mente un posible segundo centre de reacciôn acoplado al 
citocromo C-428, que algunos autores han descrito muy pro 
visionalmente para la estirpe silvestre SI (van ’Grondelle
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et al., 1976; Govindjee et al., 1970; Sybesma et al., 1969).

3.6.1. CINETICA DE RECUPERACION DEL CENTRO DE REACCION

La oxidaciôn del P870 ocurre en el orden de al­
gunos ps (Rockley et al., 1975; Kaufmann et al., 1975) y 
por tanto su cinética es imposible de determiner con nue£ 
tro instrumental. Nuestro interés se centra en la cinética 
de recuperaciôn una vez que el centre de reacciôn ha sido 
oxidado por el efecto de la luz de un destello corto. Es­
ta cinética consta de varias fases en SI (Fig. 38): una 
fase mâs râpida que tiene lugar en el orden de 300 /as, otra 
mâs lenta de 10 ms de vida media (tl/2) y una muy lenta y 
cuantitativamente mineritaria.

Cuando se hace el mismo expérimente con células 
enteras de F24.1 se observan dos fases muy diferenciadas 
(Fig. 39): una lenta y cuantitativamente pequeha, que se 
corresponderîa con la encontrada de las mismas caracterÎ£ 
ticas en SI, y otra râpida que constituye la mayor parte 
del cambio, con un tl/2 del orden de 200 /is. Dicha ciné­
tica no présenté cambio alguno, cuando se varié el nûmero 
de destellos, al menos durante los cuatro primeros (Fig.
40) .

Los resultados expuestos en este apartado apun- 
tan hacia la idea de que en F24.1 los centros de reacciôn 
pueden funcionar a mayor velocidad que en SI. Mientras el 
P870 de Si tarda en recuperarse totalmente unos 20 ms, to 
do el P870 de F24.1 estâ recuperado y dispuesto a funcionar 
de nuevo en el orden de 400 >us. Ello supondria un mayor 
reciclaje de ôxido-reducciôn del P870 de la estirpe rever 
tiente sin estar modificados los centros de reacciôn. Por 
tanto, podemos sugerir que en SI existe un paso limitante
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Fig. 38.- Cinéticas de reduccién del centre de reacciôn 
(A) y de oxidaciôn del citocromo C-420 (B) en 
células enteras de la estirpe silvestre SI 
(segûn van Grondelle et al., 1976). Todas las 
cinéticas que se muestran a continuaciôn co- 
rresponden a la,estirpe fototrôfica F24.1.
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Fig. 39.- Cinética de reducciôn del centre de reacciôn 
registrada a 795 nm con distintas escalas de 
tiempo. Todos los 6 T en células enteras de 
F24.1 estân aumentados 8x excepte en los si- 
tios en donde se indica.
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Fig. 40.- Cinética de recuperaciôn del centre de reacciôn 
registrado a 7 95 nm después de un nûmero varia­
ble de pulsos consécutives: A (después de 1 pu^ 
se); B (2 pulsos); C (4 pulsos).
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de la fotosintesis a nivel de los donadores de electro­
nes para el centre de reacciôn.

3.6.2. CINETICAS DE OXIDO-REDUCCION ADSCRITAS AL CITO­
CROMO C-420

3.6.2.1. CINETICA DE OXIDACION

Se admite actualmente que la funciôn del cit 
C-420 en R. rubrum es la de servir de donador directe de 
electrones al P870. Muchos trabajos apoyan esta teorla 
basados fundamentalmente en estudios comparatives de la 
cinética de oxidaciôn de dicho citocromo y la de reduc- 
ciôn del P870 subsiguicntes a un destello (Parson, 1967;
Ke et al., 1967; Dutton et al., 1972), la modificaciôn de 
la cinética de recuperaciôn de P870 purificado cuando se 
ahade a la mezcla de reacciôn citocromo c reducido (van 
der Rest et al., 1974) y medidas del rendimiento cuântico 
de la fotooxidaciôn del citocromo C2 (Loach et al., 1968).

Nuestros resultados estân perfectamente de acuer 
do con esta teorla. Cuando excitamos con un destello satu­
rante y registramos a 420 nm (Fig. 41) se obtiene una ci­
nética de oxidaciôn con un tl/2 de 200 yus, que coincide 
perfectamente con el tl/2 de recuperaciôn del P870. En la 
misma Fig. 41 se représenta la misma cinética a distintos 
tiempos de registre, en todos los casos se observa un tiem 
po medio de oxidaciôn acoplado a la reducciôn del P870.

Denominamos cit C-420 al compuesto que cambia de 
absorciôn a 420 nm, cuyas caracterlsticas coinciden con las 
del cit C2 purificado; de ahl que utilicemos ambas nomen- 
claturas para referirnos al mismo compuesto.
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Fig. 41.- Cinética de ôxido-reducciôn registrado a 
420 nm con distintas escalas de tiempo.
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3.6.2.2. CINETICA DE REDUCCION

La reducciôn subsiguiente a la oxidaciôn del 
C-42 0 por un destello corto, mostrô una cinética de pri­
mer orden con un tl/2 de 4 ms (Fig. 42A). van Grondelle 
et al., 1976, demostraron que la cinética de recuperaciôn 
del C-420 en células enteras de R. rubrum SI consta de dos 
fases, con tl/2 de 7 ms y 15 ms respectivamente. La expli- 
caciôn dada por dichos autores consistîa en suponer que la 
fase mâs râpida se debîa a la reducciôn del cit C-420 por 
el cit bS60 que se halla en mener proporciôn en la célula, 
basândose en la similitud entre la cinética de oxidaciôn 
de dicho cit b y la fase râpida de la cinética de reduc­
ciôn del cit C-420; la fase mâs lenta de recuperaciôn del 
C-420 se deberîa a la reducciôn del citocromo restante por 
reductores no cîclicos conectados con dicho citocromo. El 
caso de F24.1 parece ser muy diferente ya que todo el C-420 
oxidado por un destello ûnico puede ser reducido por el cit 
b apareciendo una cinética monofâsica. Si suponemos que 
F24.1 posee sôlo un 5-10% de P870 respecte a SI, en un de^ 
tello corto sôlo puede aparecer esa pequena cantidad de 
centre de reacciôn oxidado, asîmismo idéntica cantidad de 
C-420 oxidado conectado a taies centros de reacciôn y por 
tanto las células de F24.1 poseen suficiente cit b reduci­
do para recuperar todo el C-420 oxidado sin necesidad de 
actuar los reductores latérales. En apoyo de esta suposi- 
ciôn tenemos el resultado de la Fig. 42B, en la cual pode 
mes observar que en un segundo destello no se modifica, 
tanto cuantitativa como cualitativamente, la cinética de 
recuperaciôn a 420 nm.

3.6.3. CINETICA DE LOS CAMBIOS INDUCIDOS POR LUZ A 428 nm

Pocas conclusiones claras se tienen actualmente 
acerca de los cambios fotoquîmicos que ocurren en esta zo
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Fig. 42.- Cinéticas de ôxido-reducciôn del cit 
C-420 subsiguientes a un primer (A) 
y segundo (B) pulso separado 100 ms.
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na del espectro. Esta regiôn se présenta particularmente 
difîcil ya que en ella absorben varies compuestos que se 
afectan por la luz, a saber, un componente del centre de 
reacciôn (probablemente bacterioclorofila) o muy prôximo 
a êl, un citocromo de tipo b (cit b560), un citocromo de 
tipo c (cit C-428) y posiblemente algûn otro compuesto no 
identificado hasta la fecha. En el desarrollo de nuestro 
trabajo los cambios a dicha longitud de onda se presenta- 
ban particularmente interesnates ya que varies autores an 
teriormente citados han descrito la oxidaciôn del C-428 
acoplada a la reducciôn de un posible segundo centre de 
reacciôn minoritario en la estirpe silvestre. Dicho centre 
minoritario podrîa estar aumentado en F24.1, pudiendo ser
la causa del crecimiento "anômalo" de dicha estirpe rever
tiente. A pesar de la superposiciôn de bandas en esta re­
giôn, con la ayuda de la técnica de cinética râpida, se 
han podido sacar algunas conclusiones claras aunque otros
dates permanecen aûn sin explicar.

3.6.3.1. SATURACION POR LUZ ACTINICA SOBRE LOS CAMBIOS A 
428 nm

Cuando se trabaja con destellos muy cortos cabe 
la posibilidad de no estar saturando en luz, sobre todo 
si los expérimentes se hacen con células enteras. Por tan 
te, era necesario comprobar si nuestros expérimentes se 
estaban haciendo con luz saturante o no. Para comprobarlo 
se registraron los cambios a 428 nm variando la intensi- 
dad del destello, situaciôn que se cohseguîa colocando 
filtres neutres de distinta transmisiôn delante de la lâm 
para actinica. Los resultados de la Fig. 43 demuestran que 
en los expérimentes con células enteras de F24.1 estâbamos 
utilizando pulsos saturantes, ya que con un filtre que ab
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sorbîa el 50% de luz se obtuvo el mismo cambio que con el 
100% que se empleaba normalmente.

Para corroborer este resultado, se comparé el 
cambio a 428 nm inducido por la luz de la lâmpara usada nor 
malmente y la emitida por un laser potente. Los cambios (no 
presentados aqul) fueron idênticos en ambas condiciones, lo 
que demuestra que la luz del destello utilizado normalmente 
era suficiente para saturar las reacciones fotoquîmicas en 
células enteras de F24.1.

3.6.3.2. CINETICA DE LOS CAMBIOS SUBSIGUIENTES A UN PRIMER 
DESTELLO

Cuando se ilumina con un pulso corto una supen- 
si6n de células de F24.1 se observa un cambio de absorciôn 
negative bifâsico (Fig. 44A). Las cinéticas a tiempos mâs 
cortos muestran las dos fases perfectamente definidas, una 
râpida con un tl/2 de 300 /is y otra mâs lenta con un tl/2 
de 4 ms (Fig. 44 B y C). El cambio mâs lento podrîa estar 
conectado con la reducciôn del cit C-420 como se deduce de 
la similitud de sus cinéticas. Sin embargo, no hemos encon 
trado ninguna otra cinética de caracterlsticas similares 
al cambio râpido de 428 nm.

3.6.3.3. CINETICA DE LOS CAMBIOS A 428 nm AL VARIAR EL 
NUMERO DE DESTELLOS

La Fig. 45 muestra las cinéticas registradas a 
428 nm después de 1, 2 y 4 destellos respectivamente. Sor 
prendentemente el cambio râpido desaparece al aumentar el 
nûmero de destellos, mientras que la fase lenta permanece 
inalterada a través de los mismos. El hecho de que el cam-
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Fig. 44.- Cinética de los cambios a 428 nm inducidos 
por un pulso corto registrado con distintas 
escalas de tiempo.
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Fig. 45.- Cinética de los cambios registrados a 428 nm 
después de un nûmero variable de pulsos con- 
secutivos separados 100 m s .
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bio lento permanezca sin alteraciôn al variar el nûmero 
de pulsos estâ de acuerdo con el experimento de la Fig. 
42, en el cual el cambio a 420 nm se mantuvo totalmente 
con un segundo destello, lo cual apoya nuestra teoria de 
que el cambio lento a 4 28 nm estâ conectado con el cambio 
registrado a 420 nm.

Por otra parte, la desapariciôn del cambio râpi 
do a 428 nm con el nûmero de pulsos indicarîa que el com­
puesto causante de dicho cambio no es donador primario de 
electrones para el P870, ya que como se présenté en la 
Fig. 40 la cinética de êste no varié a través de 1, 2 y 4 
iluminaciones. Mâs bien se tratarîa de un compuesto muy 
relacionado con la fotoquîmica primaria pero cuya forma- 
cién se satura en un primer destello y cuya desapari- 
cién es muy lenta, del orden de segundos.

3.6.3.4. DETERMINACION DEL CAMBIO MAXIMO A 428 nm

El hecho de que en F24.1 exista solamente entre 
5-10% de centros de reaccién respecte a SI, y si suponemos 
que la cantidad de donadores secundarios de electrones no 
ha variado, en un primer destello no se obtendrîa el mâxi- 
mo cambio posible registrado a 428 nm. Para conocer el mâ- 
ximo cambio posible que se puede obtener a dicha longitud 
de onda es necesario utilizar destellos mûltiples. La Fig. 
4 6 confirma que se necesitan mâs de 10 destellos consécu­
tives para conseguir el cambio mâximo a 428 nm. Este resu^ 
tado apoya nuestra suposicién de que la relacién de donado 
res secundarios a centros de reaccién es mucho mayor en 
F24.1 que en SI.
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Fig. 46.- Efecto acumulativo de varies pulsos consécutives 
sobre el cambio inducido a 428 nm. El AT en la 
grâfica D estâ reducido l/2x.
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3.6.4. EFECTO DE LA GRAMICIDINA D SOBRE LAS CINETICAS DE 
OXIDO-REDUCCION DE LOS CITOCROMOS

En la secciôn dedicada a potencial de membrana 
se hablô del efecto de diversos desacoplantes sobre dicho 
potencial. Aunque no se conoce muy bien el mecanismo de 
acciôn de estos desacoplantes sî estân bastante bien cara£ 
terizados sus efectos sobre algunas manifestaciones del 
potencial de membrana, como cambios electrocrômicos y fo£ 
forilaciôn. Actualmente se admite que uno de los sitios 
(se desconoce si existen otros) de acoplamiento de energia 
generada en fotosintesis de R. rubrum se localize entre el 
cit b y el cit C-420 involucrados en un proceso de trans­
porte ciclico en cromatôforos. Si este esquema fuese cier- 
to tambiên para células enteras, la adiciôn de desacoplan­
tes a una suspensiôn de células enteras provocarâ una ace- 
leraciôn de las reacciones redox que tienen lugar entre am 
bos transportadores, ya que el proceso de acoplamiento su- 
pone, entre otras cosas, una resistencia al paso de electro 
nés a través de la membrana.

Nuestros resultados demuestran que el esquema en 
contrado en cromatôforos de SI es vâlido también para célu 
las enteras de F24.1. Como se observa en la Fig. 47 A y B, 
tanto la cinética de oxidaciôn del cit b como la cinética 
de reducciôn del cit C-420 se aceleran en presencia del 
desacoplante Gramicidina D. Estos datos apoyan la idea de 
que en células enteras de F24.1 los cit b y C-420 se encuen 
tran directamente conectados y que puede existir entre am­
bos un sitio de fosforilaciôn.

3.6.5. EFECTO DEL HOQNO Y ANTIMICINA A SOBRE LAS CINETICAS 
DE LOS CITOCROMOS

Los resultados en células enteras de F24.1 de­
muestran que tanto el HOQNO como la Antimicina A tuvieron
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Fig. 47.- Efecto de la Gramicidina D (26,6 uM) 
sobre las cinéticas de oxidaciôn del 
cit b 428 (A) y de reducciôn del cit 
C-420 (B).
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un efecto similar al encontrado en SI (van Grondelle et 
al., 1976). El HOQNO inhibiô drâsticamente la reducciôn 
del cit C-420 como se observa en la cinética de récupéra 
ciôn a 420 nm después de un destello ûnico en ausencia 
y presencia del inhibidor (Fig. 48). Cuando el experimen­
to se llevô a cabo utilizando pulsos mûltiples se obtuvo 
la cinética de la Fig. 4 9B, en la cual se observan las su 
cesivas oxidaciones pero no las recuperaciones que tendrîan 
lugar en ausencia del inhibidor. En la misma Figura se de- 
be destacar que no se llega a la saturaciôn del cambio si- 
no después de muchas iluminaciones consécutives, lo que in 
dica que F24.1 posee mucho cit C-420 por P870, y se neces^ 
tan, por tanto, muchos ciclos de oxidaciôn-reducciôn de los 
centros de reacciôn para conseguir oxidar todo el cit C-420 
Este no séria el caso de la estirpe silvestre: en un primer 
destello todo el cit C-420 se oxida permaneciendo en tal e£ 
tado oxidado ya que el HOQNO impide su reducciôn (van Gron­
delle et al., 1976), y por tanto en una segunda iluminaciôn 
no debe aparecer ningûn cambio.

En antibiôtico Antimicina A tuvo efectos simila­
res a los del HOQNO sobre las cinéticas de ôxido-reducciôn 
de los citocromos en F24.1. La Fig. 50 représenta el espec 
tro entre 428 y 444 nm del cambio inducido por très deste 
llos consécutives. El mâximo de la figura se centra alrede 
dor de 432-433 nm. La Fig. 51 muestra la cinética de dicho 
cambio registrado a 436 nm. En esta figura se observa un 
cambio râpido que coincidirla con la reducciôn del cit b 
por los reductores de bajo potencial al ser reducidos por 
el aceptor primario. En presencia del inhibidor, la cinét_i 
ca de recuperaciôn se hace muy lenta. El mecanismo de dicha 
oxidaciôn asî como los compuestos oxidantes se desconocen 
aunque lo mâs probable es que sean oxidantes externes a la 
cadena cîclica de transporte de cargas.
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Fig. 48.- Efecto del inhibidor HOQNO sobre la cinética
de recuperaciôn del cambio registrado a 420 nm 
subsiguiente a un pulso ûnico: A (sin adiciôn); 
B (+ HOQNO 10 pM).
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Fig. 49.- Efecto acunulativo de pulsos mûlti­
ples sobre el incremento de transm_i 
si6n a 420 nm en presencia del inh_i 
bidor HOQNO (10 pfi) . La magnitud del 
cambio en B estâ reducida l/2x.
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La Fig. 52 muestra la cinêtica de recuperacidn 
del cambio registrado a 420 nm despuês de très iluminacio 
nés consécutives en presencia de Antimicina A. El cit 
C-420 sufre la consiguiente oxidaciôn en cada iluminaciôn, 
que se récupéra muy lentamente ya que se ha cortado el flu 
je de electrones hacia dicho compuesto por efecto del inh^ 
bidor.

De les expérimentes de espectroscopîa de destello 
podemos sacar varias conclusiones importantes:

a) El esquema bâsico de las reacciones de ôxido-reducciôn 
inducidas por destellos en F24.1, es muy similar al pro 
puesto por otros autores para la cepa silvestre.

b) Hemos encontrado una secuencia de reacciones que involu
cran al cit b560 -- > cit C-420 ---> P870, basândose
en la similitud de las cinéticas de ôxido-reducciôn.

c) Esta secuencia de reacciones pensâmes que es parte de 
una cadena cîclica, ya que en presencia de inhibidores 
que cortan el flujo de electrones entre les cit b y 
C-420, se observa un incremento de absorciôn con el mâ 
ximo a 432-433 nm que corresponde a la reducciôn del 
cit b.

d) Basândose en los resultados con destellos multiples y ad_i 
ciôn de inhibidores, podemos afirmar que la relaciôn de 
donadores secundarios a P870 es mucho mayor en cêlulas 
enteras de F24.1 que en la estirpe silvestre. Esta si- 
tuaciôn permite que el centro de reacciôn de F24.1 pue 
da tener un mayor reciclaje de procesos de 6xido-redu£ 
ciôn por unidad de tiempo ya que su recuperaciôn se corn 
pleta en unos 400 /is, mientras que en SI tarda unos
2 0 ms.



144

LO

c
\o
■Hutd
5-1cu •CL cn
3 0
Ü >CU •HCl -P

3cu UCUcn(d cu 0
•H u
■P\cu cn
c: 0
•H cnu 1-4
cd Cu1-4 cn
Q) cuCl Cl

+J
ocn 540CL
S3
o__ 0

•ao ■H
rH Ü'— 3

T3< C
•Hfdc E•H c

Ü
•H oe CM
•H Tf+J fd< 0Li T3
0 fd

54
•H 4-)cn
•H •HCncu
•H 54
rH 0CU •H
T3 X!e0 fd
4-> u
Ü
CU »—1
MH cu
W T3

CMin
tr>•HP-,

i “/ol



IV. DISCUSION



146

Con los resultados presentados en esta memoria no 
se ha pretendido hacer genêtica sobre la bacteria fotoorga- 
notrôfica R. rubrum, si bien en la obtenciôn de los mismos 
se hayan utilizado diversas estirpes mutantes. El objetivo 
de la lînea que con esta tesis se ha comenzado en nuestro 
laboratorio consiste en estudiar las caracterîsticas feno- 
tîpicas de mutantes con centros de reacciôn alterados para 
obtener un mejor conocimiento de la funciôn que desempenan 
dichos complejos en la fotosîntesis bacteriana. En esta me­
moria se ha descrito por primera vez en la literatura el ai£ 
lamiento de mutantes con centros de reacciôn alterados en 
R. rubrum. La deficiencia total de centros de reacciôn fun- 
cionales fue acompahada de la pêrdida de la capacidad para 
crecer a expensas de la luz, lo que demuestra la esenciali- 
dad de taies complejos para un crecimiento fototrôfico. Nues 
tros resultados confirman las conclusiones obtenidas por 
Sistrom y Clayton (1964) con el aislamiento del mutante no 
fototrôfico PM-8 de Rp. sphaeroides. Asîmismo hemos notifica 
do el aislamiento de revertientes fototrôficos que recupera- 
ron distintos niveles de P800, Nuestro trabajo se ha centra- 
do fundamentalmente en la caracterizaciôn detallada de uno 
de taies mutantes, el F24.1, cuyos resultados satisfactorios 
hacen preveer que el estudio futuro del resto de los rever­
tientes aporte nuevos e importantes datos acerca de la estruc 
tura y funciôn del centro de reacciôn.

Nuestro enfoque experimental para el estudio de la 
fotosîntesis de R. rubrum se ve en parte limitado por la faJL 
ta en esta bacteria de un sistema de anâlisis genêtico. Sin 
embargo, el aislamiento de mutantes con un fenotipo bien ca- 
racterizado constituye en sî un primer paso para estudiar y 
desarrollar en el futuro dicho anâlisis genêtico. En este 
sentido, R. rubrum serîa especialmente apropiado para estu- 
dios genéticos sobre los centros de reacciôn ya que esta bac
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teria posee una banda unica a 800 run adscrita al centro 
de reacciôn, lo que facilitarîa enormemente la selecciôn 
de mutantes con distintos niveles de centros de reacciôn. 
Dicha caracterîstica no se da en otras bacterias fotosin- 
têticas como Rp.sphaeroides, Rp.capsulata, Chr.vinosum, 
etc., que presentan una fuerte absorciôn adscrita a la 
bacterioclorofila de antena a dicha longitud de onda (Oison 
et al, 1966) .

Basândonos en las caracterîsticas fenotîpicas de 
los mutantes no fototrôficos descritos, podemos afirmar 
que la mutaciôn o mutaciones que operan en estos mutantes 
no afectan a la sîntesis de la bacterioclorofila o carote- 
nos, ni a su incorporaciôn en la membrana. Dicha conclu- 
siôn se deduce de la similitud de los espectros de los 
pigmentos de antena de los mutantes y del silvestre. Asi- 
mismo,la mutaciôn o mutaciones no afectan al crecimiento 
respiratorio ya que las velocidades de crecimiento fueron 
similares en condiciones aerôbicas. Por otra parte,la 
ausencia en F24 de las actividades mâs caracterîsticas 
adscritas a los centros de reacciôn y la escasa proporciôn 
de las proteinas a, b y c en los geles SDS-poliacrilamida 
hacen pensar que la mutaciôn o mutaciones afectan a la for- 
maciôn de los centros de reacciôn. La caracterizaciôn de 
las proteinas del centro de reacciôn,en cuanto a sus pesos 
moleculares (Clayton et al, 1972; Okamura et al, 1974), 
composiciôn de aminoâcidos (Steiner et al, 1974; Steiner 
et al, 1976) y grupos sulfuros lâbiles (Steiner et al,
1974, Okamura et al, 1975) permiten concluir que se trata 
de très polipêptidos diferentes, lo que nos obliga a pen­
sar en otros tantos genes diferentes. Todos los mutantes 
no fototrôficos ensayados en nuestro laboratorio tienen 
fuertemente alteradas cuantitativamente las très protei­
nas del centro de reacciôn, y todos los revertientes ana-
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lizados recuperaron paralelamente las tres proteinas. Es­
tos datos permiten sugerir, teniendo en cuenta el tipo 
de mutâgeno utilizado, que puede tratarse de una mutaciôn 
puntual que afecta a un gen regulador que contrôla la ac- 
tividad de los tres genes responsables de la sîntesis de 
los tres polipêptidos del centro de reacciôn.

Como se viô en RESULTADOS, uno de los revertien­
tes fototrofos, el F24.1, presentô una proporciôn minima 
de la banda de 800 nm en cromatôforos y cêlulas enteras^ 
a pesar de lo cual su crecimiento a intensidades de luz 
altas no se apartô demasiado del encontrado en la estirpe 
silvestre. La caracterizaciôn del centro de reacciôn que 
opera en dicha estirpe revertiente era un paso obligado 
en el desarrollo de nuestro trabajo, pues una modificaciôn 
del centro de reacciôn podrîa generar un mayor rendimien- 
to en su funciôn. El espectro diferencial luz-oscuridad 
coincidiô en F24.1 y SI tanto en la regiôn IR-cercano como 
en el visible (resultado no presentado). La sehal EPR 
(g= 2,0026) presentô en F24.1 las mismas caracterîsticas 
que en la estirpe silvestre; dicha séhal indpcida por luz 
aparece como consecuencia de la formaciôn de un radical 
catiôn dimêrico (P^) (Norris et al, 1971). Una banda in- 
ducida por luz a 1250 nm tambiên se detectô en F24.1. To- 
das las sehales analizadas adscritas al centro de reac­
ciôn fueron similares cualitativamente en ambas estirpes, 
si bien en F24.1 representaron como un 5-10% de las seha­
les registradas en SI. Por otra parte, la apariciôn de la 
banda a 1250 nm y la anchura de la sehal EPR (AH = 9,5 
Gauss) sugiere que en ambas estirpes operan los mismos 
mecanismos en el proceso de la separaciôn de cargas en 
los centros de reacciôn. La purificaciôn de los centros 
de reacciôn de ambas estirpes y el estudio comparative de
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los mismos constituyen una prueba aûn mâs convincente sobre 
la similitud de dichos centros de reacciôn en ambas estir­
pes fototrôficas. Parece ser, por tanto, que el crecimien­
to "anômalo" de F24.1 en condiciones fototrôficas no radi- 
ca en modificaciones cualitativas de sus centros de reac­
ciôn.

Los datos discutidos anteriormente dan una infor- 
maciôn sobre la naturaleza de los centros de reacciôn, 
pero no resuelven el interrogante acerca del crecimiento 
"anômalo" de F24.1 en condiciones fototrôficas. Los datos 
expuestos en RESULTADOS sobre la generaciôn de potenciales 
de membrana inducidos por luz dan un paso importante en 
la bûsqueda de una justificaciôn posible de tal crecimien­
to, aunque ello no aclare el mecanismo seguido por F24.1 
para la formaciôn de tal potencial.

Se acepta en general que la energîa absorbida 
por los pigmentos del aparato fotosintético se utiliza 
para crear un potencial de membrana que tiene su punto 
de partida en la misma separaciôn de cargas en los centros 
de reacciôn. Muchos estudios se han realizado, pero poco 
se sabe aûn, sobre las distintas manifestaciones de dicho 
potencial: cambios conformacionales, principalmente intra- 
moleculares, (Jackson et al., 1971; Boyer et al, 1973; 
Chance et al., 1969); gradiente de potencial electroquî- 
mico a travês de la membrana (Slater, 1971; Mitchell,
1961 y 1968). Posiblemente todas las formas de energîa 
anteriormente mencionadas tengan una importancia capital 
en los procesos fisiolôgicos celulares y mâs concretamen- 
te en el mecanismo de acoplamiento de energîa que darâ 
lugar a la sîntesis de ATP.

En nuestros experimentos hemos utilizado los
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cambios adscritos a los carotenos y bacterioclorofila de 
antena como parâmetros indicativos del potencial de mem­
brana. El paso de cargas eléctricas a través de la membra­
na provoca un desplazamiento de las bandas de absorciôn 
de los pigmentos mayoritarios de las bacterias fotosintë- 
ticas (Fleischman et al., 1968; Barskÿ et al., 1973; 
Jackson et al., 1971). La posibilidad de crear cambios de 
los carotenos en la oscuridad mediante gradientes de di- 
fusiôn iônica a través de la membrana apoya taies conclu­
siones (Jackson et al., 1968; Jackson et al., 1969; Crofts 
et al., 1970). Las mismas conclusiones se desprenden de 
la titulaciôn potenciomêtrica de dichos cambios, pUesto 
que se obtiene el cambio mâximo cuando todos los citocro- 
mos y los centros de reacciôn de los cromatôforos se man- 
tienen reducidos previamente a la excitaciôn (Jackson et 
al., 1973; Dutton et al., 1975). Asîmismo, el hecho de 
que dichos cambios estén ligados a estados de alta ener­
gîa, ya que se pueden inducir en la oscuridad con pirofos- 
fato y ATP (Barskii et al., 1973; Krasinskaya et al., 1977; 
Baltscheffsky, 1976), y de que la cinética de desapariciôn 
de los mismos se acelera en condiciones fosforilantes 
(Jackson et al, 1975), indica que la magnitud de taies 
cambios puede dar una medida de la capacidad de energizar 
la membrana. Por otra parte, la proporcionalidad entre 
gradientes de difusiôn iônica y los cambios de carotenos 
provocados por ellos ha sido brillantemente demostrado por 
Jackson y colaboradores (Jackson et al., 1969), y mâs re- 
cientemente por Takamiya y colaboradores (Takamiya et al.,
1977). Basândonos, por tantç en estos trabajos anteriores 
creemos justificado el haber hecho un estudio comparativo 
de los potenciales de membrana generados por luz en croma­
tôforos de F24.1 y SI cuantificando los cambios de los ca­
rotenos.
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Los datos presentados en RESULTADOS, demuestran 
la existencia de dos partes muy diferenciadas en el cam­
bio de los carotenos en SI, una parte del cambio fue sen­
sible a desacoplante y la otra no. La diferencia entre los 
cambios en ausencia y presencia de desacoplantes (Fig. 35) 
da exactamente el espectro tîpico adscrito al desplaza­
miento de las bandas de los carotenos. Sin embargo en 
F24.1 toda la magnitud del cambio de los carotenos fue sen­
sible a desacoplantes, coincidiendo el espectro de dichos 
cambios con el diferencial obtenido en SI. Por tanto, en 
F24.1 se obtuvieron directamente un espectro puro del des­
plazamiento hacia el rojo de las bandas de los carotenos.
A la vista de los resultados cabe pensar que los cambios 
sensibles a desacoplantes pueden ser la manifestaciôn de 
un potencial de membrana mâs intimamente relacionado con 
los procesos de acoplamiento de energîa, ya que dicho po­
tencial en F24.1 représenta el 65-70% del observado en SI, 
que es suficiente para mantener un crecimiento celular del 
70-75%.

Los datos de la Tabla V confirman los resultados 
anteriores y ademâs muestran que dicho potencial de mem­
brana presentô una sensibilidad al efecto de diversas con- 
centraciones de varios desacoplantes comparable en ambas 
estirpes. Podemos por tanto sugerir que la integridad de 
la membrana no ha cambiado a pesar de carecer de una gran 
proporciôn de centros de reacciôn. Ademâs se puede sugerir 
que el nûmero de cargas que se generan en la membrana por 
efecto de la luz no debe ser muy distinto en ambas estir­
pes fototrôficas o que la generaciôn de potencial de mem­
brana no es directamente proporcional al flujo de cargas 
a través de dichas membranas.

El hecho de que en SI una parte del cambio de los 
carotenos no sea inhibido por efecto de desacoplantes, y
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que en F24.1, que no posee mâs que un 5-10% de centros de 
reacciôn, se éliminé totalmente, hace pensar que el cam­
bio resistente se deba a la bacterioclorofila oxidada del 
centro de reacciôn. Los resultados obtenidos con la estir­
pe mutante G9, que carece de carotenos, apoya esta idea.
El espectro luz-oscuridad entre 440-650 nm en esta estir­
pe fue muy similar al espectro de los cambios resistentes 
a desacoplantes en SI. Ademâs,el espectro luz-oscuridad 
de los centros de reacciôn purificados del G9 se pareciô 
enormemente al espectro de los cambios resistentes en SI. 
Por tanto, cabe pensar que dicho cambio resistente no se 
debe a los carotenos, de ahî que para anâlisis de los cam­
bios electrocrômicos en sî en esta regiôn del espectro sea 
necesario restar el cambio correspondiente que se détecta 
en el G9, o hacer las medidas en un espectrofotômetro 
"DUAL", con lo cual se eliminan taies interferencias siem- 
pre que las X de referencia y medida estén suficientemen- 
te prôximas.

Estudios cinéticos comparativos entre cromatôfo­
ros y centros de reacciôn purificados de las estirpes SI 
y G9 nos aclararîa si la fase râpida de los cambios ads­
critos a los carotenos (Jackson et al, 1971; Jackson et 
al., 1973; Takamiya et al., 1977) se debe a dichos carote­
nos o a otras moléculas distintas. Al mismo tiempo serîa 
interesante hacer un estudio cinético comparativo con di- 
versos mutantes para ver cômo se modifican cada una de las 
fases de la cinética del cambio al variar los niveles de 
centros de reacciôn.

Los experimentos discutidos anteriormente nos dan 
una idea del tipo de centro de reacciôn que opera en F24.1 
y presentan aspectos globales de la generaciôn de un poten­
cial de membrana. Sin embargo, un estudio detallado de las
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reacciones de 6xido-reducci6n que operan en F24.1 es nece­
sario para poder llegar a una posible explicaciôn del cre­
cimiento no proporcional a los niveles de centros de reac­
ciôn que se observa en la estirpe revertiente F24.1. La 
espectroscopîa de destello ha sido utilizada con frecuen- 
cia para estudiar la fotosîntesis bacteriana. Mediante di­
cha têcnica se han caracterizado cinéticas de ôxido-reduc- 
ciôn de; P870 (Parson, 1966; Lukashev et al, 1976; Dutton 
et al., 1975), P800 (Shuvalov et al., 1978), bacteriofeo- 
fitina (Parson et al., 1975; Kauffmann et al., 1975), 
aceptor primario (Vermeglio et al., 1977; Wraight, 1977), 
citocromos (Dutton et al., 1975; Parson, 1969; Prince et 
al., 1975), etc, en cromatôforos y centros de reacciôn pu­
rificados. Pocos estudios se han hecho, sin embargo, sobre 
cêlulas enteras por las dificultades que entraha. No obs­
tante algunos trabajos han aparecido en la literatura so­
bre cêlulas enteras (Dutton et al., 1975; Kihara et al., 
1969; van Grandelle et al., 1976). Creemos haber acertado 
al elegir las bacterias enteras como material de trabajo 
para caracterizar las reacciones de Ôxido-reducciôn que ope­
ran en F24.1. Los resultados satisfactorios que hemos ob­
tenido utilizando destellos suficientemente cortos para 
provocar un solo ciclo de reacciones en la cadena de trans­
porte de electrones, nos permitirân avanzar algunas ideas 
sobre los procesos que hacen posible el crecimiento "anô­
malo "de F24.1. Las conclusiones mâs importantes que se pue­
den obtener de nuestros resultados, se desprenden de un 
anâlisis comparativo entre los resultados obtenidos en 
F24.1 y los presentados por van Grondelle y colaboradores 
(1976) sobre la estirpe silvestre. Taies estudios consti­
tuyen el anâlisis mâs detallado que se ha hecho hasta este 
momento de las reacciones fotoquîmicas que tienen lugar en 
cêlulas enteras de R .rubrum SI.
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A pesar de que el esquema de los compuestos que 
intervienen en el transporte cîclico de electrones es bâ- 
sicamente el mismo en ambas estirpes fototrofas, un anâ­
lisis detallado de las cinéticas registradas en ambas es­
tirpes permite distinguir diferencias muy significativas. 
La cinética de recuperaciôn del P870'*’ en el SI consta de 
dos fases mayoritarias perfectamente diferenciadas, la 
mâs râpida con un tl/2 de 200-300 y s que constituye co­
mo un 50% del cambio y otra mâs lenta de 10 m s. En F24.1 
sôlo se aprecia una fase râpida mayoritaria con tl/2 de 
200-300 y s. La explicaciôn dada por van Grondelle a la 
existencia de dos cinéticas distintas parece razonable y 
se puede dar por vâlida. La causa radica en la baja rela- 
ciôn C-420/P870 existante en R.rubrum SI, que contrasta 
con otras bacterias muy afines como Rp.sphaeroides y 
Chr.vinosum (Parson, 1969; Dutton et al., 1975; Prince et 
al., 1976).

Sin embargo, la situaciôn en F24.1 es muy dife- 
rente, la relaciôn C-420/P870 es mucho mayor que en la 
cepa silvestre, como lo confirman los cambios a 420 nm 
en presencia de HOQNO. En presencia de 10 yM de HOQNO, 
que corta la re-reducciôn del C-420, se necesitan mâs de 
10 pulsos consécutives para oxidar todo el C-420 conecta- 
do con el centro de reacciôn. Conjuntando los datos de la 
identidad de las cinéticas de recuperaciôn del P870^ y 
oxidaciôn del C-420, y la necesidad de una serie de des­
tellos consécutives para completar el cambio a 420 nm, 
podemos concluir que la relaciôn C-420/P870 en F24.1 es 
mucho mayor que en SI, lo que facilitarîa un reciclaje 
mâs râpido de ôxido-reducciones a nivel de los centros de 
reacciôn, que podrîa compensar, al menos en parte, la 
enorme diferencia cuantitativa de los niveles de P870 en 
la estirpe revertiente. Mientras que en SI gran parte de
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los centros de reacciôn en un momento dado estarîan sin 
funcionar por falta de donador directe de electrones, los 
centros de F24.1 estarîan reducidos mucho mâs tiempo. Es­
ta situaciôn se ve aûn mâs favorecida por el hecho de que 
la recuperaciôn del cambio a 420 nm en F24.1 es monofâsi- 
ca y se compléta en unos 5 m s ,  que contrasta con los re­
sultados de van Grondelle en SI, en los cuales aparecen 
dos fases de recuperaciôn, una de 7 ms de tl/2 por efecto 
del cit b y otra de 15 m s debida a donadores externes al 
ciclo vîa una citocromo c-reductasa. Es decir,el citocro- 
mo C-420 oxidado por el P870^ tendrîa una reducciôn mâs 
râpida en F24.1 que en SI, debido a su mayor relaciôn 
cit b/C-420^ subsiguiente a un destello saturante. En ba­
se a este planteamiento anterior proponemos la existencia 
de un paso limitante a nivel del C-420 en el transporte 
de electrones cîclico de R.rubrum SI que podrîa limitar 
asîmismo la sîntesis de ATP; postulando, por tanto, un 
exceso de centros de reacciôn que provocarîa la existen­
cia de muchos centros desacoplados en condiciones de luz 
saturante.

Experimentos recientes (del Valle-Tascôn et al.,
1978) llegaron a las mismas conclusiones midiendo la sîn­
tesis de ATP inducida por destellos cortos. Los autores 
encontraron una estricta proporcionalidad entre niveles 
de C2 y cantidad de ATP sintetizada por una suspensiôn 
de cromatôforos. Una estequiometrîa de 1:1 fue encontrada, 
postulando, por tanto, un paso limitante para la fosfori- 
laciôn cîclica a nivel del cit C2 en cromatôforos de 
R.rubrum SI. No obstante, las caracterîsticas de un mutan­
te de Rp.sphaeroides, el R-22:E-1, (Clayton et al., 1966) 
contrastan con nuestras conclusiones. Dicho mutante pre­
sentô un 30% de P800 respecte a la estirpe silvestre y cre- 
ciô a una velocidad del 25%. Una posible explicaciôn de
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estas diferencias puede estar en la diferente relaciôn 
cit Cg/PSVO en cêlulas enteras de Rp.sphaeroides y 
R.rubrum, o en una posible organizaciôn diferente del 
aparato fotosintético.

Algunos experimentos interesantes apoyarîan in- 
discutiblemente, en caso de confirmarse afirmativamente, 
nuestras predicciones acerca del cit C-420 y P870. Un pri­
mer expérimente consistiria en medir las cinéticas de 
ôxido-reducciôn de los citocromos y P870 en cêlulas ente­
ras de las estirpes silvestre y revertiente utilizando 
destellos multiples convenientemente espaciados. Este ex- 
perimento no se ha hecho anteriormente por las dificulta­
des técnicas que entraha su realizaciôn. Con este tipo 
de experimento cabrîa esperar grandes diferencias entre 
las cinéticas de ambas estirpes; en F24.1 se repetirîan 
las mismas cinéticas durante los primeros destellos, 
mientras que en SI un segundo destello inducirîa cinéti­
cas completamente diferentes a las registradas después 
de un primer destello. Por tanto una combinaciôn apropia- 
da de pulsos multiples nos darîa una idea clara de la ve­
locidad de funcionamiento de los centros de reacciôn, o lo 
que es lo mismo, nos permitirîa hacer una estimaciôn apro- 
ximada de la cantidad de separaciôn de cargas por unidad 
de tiempo en ambas estirpes fototrôficas. Si fuesen simila 
res podrîa servir para explicar la generaciôn del poten­
cial de membrana sensible a desacoplantes, y el crecimien­
to fototrôfico de la estirpe F24.1, a pesar de poseer un 
5-10% de centros de reacciôn.

No hay que olvidar, sin embargo, que el éxito de 
los experimentos propuestos con pulsos multiples no sôlo 
dependerâ de la relaciôn C-420/P870 sino.tambiên de la 
accesibilidad de taies citocromos a los centros de reacciôn 
Serîa condicionante de estos experimentos la cantidad de
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citocromos que se puedan agregar a los centros, la velo­
cidad de intercambio entre citocromos oxidados y reducidos, 
asî como la posible apariciôn de cambios conformacionales 
de los centros oxidados que podrîan provocar un cambio de 
orientaciôn del sitio activo hacia otros citocromos redu­
cidos colindantes con los oxidados inmediatamente antes.

Otra prueba que apoyarîa nuestra interpretaciôn 
de los resultados consistiria en el aislamiento de un mu­
tante a partir del silvestre, con mayor capacidad de cre­
cimiento y que a su vez hubiese aumentado su relaciôn 
C-420/P870. Si sometemos un cultive de SI a altas intensi­
dades de luz y hacemos sucesivos pases en dichas condicio­
nes de crecimiento, serîa posible obtener, después de mu- 
chas generaciones, un cultive enriquecido en cêlulas que 
se hubiesen seleccionado por su capacidad de crecer mâs 
râpidamente. Taies cêlulas podrîan cumplir las caracterîs­
ticas antes mencionadas. Dicha selecciôn se verîa favore­
cida en presencia de arseniato, un inhibidor competitive 
del fosfato, que se une al ADP dando un compuesto cuya 
hidrôlisis posterior no desprende energîa y por lo tanto 
es inservible para el crecimiento celular. En taies condi­
ciones se seleccionarîan aquellas cêlulas que tuviesen 
mâs capacidad para sintetizar ATP que podrîan coincidir 
con las que tuviesen mayor proporciôn C-420/P870.

Otro experimento importante consistirîa en ilu- 
minar con luz continua una suspensiôn bacteriana, apagar 
y ver la velocidad de reducciôn de P870^ en estado esta- 
cionario. Estas condiciones expérimentales coinciden mâs 
con las condiciones normales de crecimiento y por tanto 
proporcionarîan datos desde un punto de vista mâs fisio- 
lôgico.

Una parte un tanto oscura en nuestros experimentos 
es la relacionada con la fase râpida del cambio observado
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a 428 nm. No se ha caracterizado bien dicha fase ya que 
no parece que tenga algo que ver con el transporte cîcli­
co, objeto principal de nuestro estudio. Los ûnicos datos 
que conocemos es que se trata de un cambio muy râpido, 
por tanto muy relacionado con la fotoquîmica primaria, y 
que desaparece con los primeros pulsos. Dicho cambio se 
tiene que deber a un compuesto muy prôximo a la separaciôn 
de cargas en los centros de reacciôn, no sabemos si sobre 
el lado oxidante o reductor de la membrana. El hecho de 
que tal cambio disminuya drâsticamente en destellos conse- 
cutivos apunta a que se debe a un compuesto que interviene 
en pequeha cantidad en el proceso y que su recuperaciôn 
es muy lenta, del orden de s. Sin embargo, hay algunos 
indicios de que no se trata de un donador directo de elec­
trones para el P870^: por una parte se ha comprobado que 
en F24.1 el cambio a 792 nm es repetitive al menos duran­
te cuatro destellos consécutives, cosa que no ocurre con 
el cambio râpido a 428 nm que prâcticamente se agota en 
un primer destello; por otra parte el cambio a 420 nm es 
absolutamente repetitive al menos en dos destellos consé­
cutives. Si existiesen dos donadores para el P870^, como 
han apuntado algunos autores para la estirpe silvestre 
(Govindjee et al., 1970; van Grondelle et al., 1976; 
Sybesma et al., 1968), correspondientes al cambio a 420 nm 
y a la fase râpida del cambio a 428 nm, no podrîa darse 
esta situaciôn, puesto que en un primer destello parte 
del P870^ se recuperarîa por el C-420 y otra parte por el 
hipotêtico C-428. En una segunda iluminaciôn, todo el 
P870^ se recuperarîa por el C-420, lo cual supondrîa un 
nûmero mayor de moléculas oxidadas de C-420 que en la pri­
mera, y por tanto tendrîa que aparecer un cambio de absor­
ciôn mayor a 420 nm en el segundo destello que en el pri- 
mero. Como tal situaciôn se contradice con los resultados
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obtenidos, cabe pensar que el cambio râpido a 428 nm no 
se debe a un donador directo para el P870"*" sino mâs bien 
se tratarîa de un compuesto que se encuentra en la parte 
del aceptor primario, que se satura râpidamente y que no 
interviene en el transporte cîclico como se desprende de 
su recuperaciôn lenta.

Aunque las caracterîsticas cinéticas del cambio 
râpido a 428 nm coinciden bastante bien con las descritas 
para el C-428 (van Grondelle et al., 1976), nuestros re­
sultados no apoyan que dicho cambio sea debido a la oxi­
daciôn del C-428 por el P870^. Nuestras conclusiones son 
vâlidas solamente para la estirpe revertiente, y no des- 
cartan la posibilidad de que en SI exista un segundo cen­
tro de reacciôn conectado con el C-428. Tambiên es posi­
ble que el cambio râpido detectado a 428 nm en F24.1, se 
de tambiên en el SI pero que no se pueda detectar debido 
a que el resto de los cambios en dicha estirpe son mucho 
mayores, los cuales enmascararîan dicho cambio minoritario
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1. Con el mutâgeno nitrosoguanidina se obtuvieron cinco mu­
tantes no fototrôficos. Todas las caracterîsticas mâs 
significativas adscritas a los centros de reacciôn se 
encuentran ausentes en dichos mutantes.

2. A Dartir de esos mutantes se ha aislado una serie de re­
vertientes espontâneos por recuoerar la capacidad de cre 
cer en la luz. Algunos de ellos recuperaron niveles de 
centros de reacciôn similares a la estirpe silvestre mien 
tras que otros mostraron niveles inferiores. Un représen­
tante de estos, el F24.1, creciô con velocidades prôximas 
a las normales en condiciones fototrôficas.

3. Se ha puesto a punto un mêtodo para cuantificar de manera 
précisa la proporciôn de P800 que existe en una suspensiôn 
de cromatôforos utilizando concentraciones controladas de 
tampones redox.

4. El revertiente fototrôfico F24.1 posee un ûnico centro de 
reacciôn funcional con las mismas caracterîsticas del cen 
tro tîpico de R. rubrum SI. Dicho centro de reaqciôn re­
présenta cuantitativamente alrededor del 7% respecte a los 
niveles existentes en SI.

5. A pesar de poseer bajos niveles de P800, los cromatôforos 
de F24.1 son capaces de generar un potencial de membrana 
sensible a desacoplantes prôximo al de la estirpe silves­
tre.

6. En SI parte del cambio adscrito a los carotenos es sensi­
ble a desacoplantes y el resto no lo es, lo cual sugiere 
que dichas partes tienen su origen en procesos o molëcu- 
las diferentes.
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7. Basândonos en las cinéticas obtenidas mediante espectros 
copia de destellos, en ausencia y presencia de inhibido­
res, podemos concluir que en cêlulas enteras de F24.1 
funciona un sistema cîclico de transporte de electrones. 
Dicho transporte cîclico incluirîa entre otros compues­
tos; P870, cit C2 y cit b. Este transporte de cargas cî­
clico coincide con el descrito para la estirpe silvestre.

8. El reciclaje de ôxido-reducciôn en los centros de reacciôn 
de F24.1 puede ser mâs râpido eue en SI, ya que la recupe­
raciôn del cambio a 792 nm se completô en unos 4 00 /is, 
mientras que en SI tardô varios ms. Es posible que este 
reciclaje mâs râpido sea debido a la mayor relaciôn ci- 
tocromos/P870 y a la movilidad én la membrana de dichos 
transportadores. Como consecuencia, postulâmes una velo­
cidad de flujo de electrones diferente a nivel de los cen 
tros de reacciôn en ambas estirpes fototrôficas.

9. El incremento de absorciôn mâs râpido a 428 nm (tl/2 =
300yUs) no estâ acoplado a la reducciôn del P870^. Este 
hecho no estâ de acuerdo con su intervenciôn en un flujo 
de electrones no cîclico como el postulado por otros 
autores.
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