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I. INTRODUCCION



1.1. FOTOSINTESIS BACTERIANA

El aparato fotosintético de bacterias estd 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 clo
roplastos fue demostrada por los trabajos pioneros de Emer
son y Arnold, 1932, con el alga Chlorella pyrenoidosa, en

los cuales se detect& un efecto cooperativo cuando se ilu-
minaba simulti&neamente con dos rayos monocromdticos de

640 nm y 714 nm. Cuando se iluminaba con los dos rayos simul
t&neamente la actividad fotosintética era mayor gque 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 é&stas tengan que utilizar como fuente de electrones

compuestos méds reducidos que el H,0, como compuestos de azu

2
fre reducidos, H, o compuestos orgédnicos simples. Por tanto,

en lugar de O, como producto oxidado se obtiene sulfatos,

protones, comguestos orgénicos *diversos y COZ' Las caracte-
risticas del fotosistema I de plantas se parece bastante al
fotosistema de bacterias: la clorofila de sus correspondien
tes centros de reaccibén tienen un potencial redox similar
(+0,44 v), las senales EPR inducidas por dicha clorofilas
oxidadas son iguales (g = 2,0026), ambas presentan fotooxi-
dacibn de c¢itocromos end&genos bajo iluminacibén actinica,
ambas llevan a cabo fotofosforilacibén ciclica, etc. Sin em-
bargo, las plantas y algas poseen plastoquinona y fotorre-
ducen NADP, mientras que las bacterias contienen ubiquinona

y fotorreducen NAD.

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



temente que la fotosintesis bacteriana precedi6 a la foto-
sintesis de las algas verde-azuladas (Brock, 1973), basé&n-
dose en aspectos de complejidad del aparato fotosintético.
Seglin esta teoria, las bacterias fotosintéticas en su evo-
lucién darfan lugar a las algas verde-azuladas afiadiendo

el fotosistema II para la fotdlisis del HZO en un grado de
evolucidn més complejo (Cruden et al., 1970). Sin embargo,
otros autores sugieren la existencia de un posible precur-
sor ancestral comin para bacterias y algas verde-azuladas
con un pigmento similar a la clorofila a y dos fotosistemas
(Olson, 1970). Esta teoria admite que la fotosintesis bacte
riana apareci6 por una simplificacibén de la fotosintesis de
una primitiva cianofita unicelular, al perder el fotosiste-
ma II. Hay que destacar en este sentido la gran similitud
entre el aparato fotosinté&tico de bacterias y el fotosiste-
ma I de plantas. Asimismo se ha descrito (Cohen et al.,
1975) que el alga verde-azulada Oscillatoria lunnetica

puede llevar a cabo ambos tipos de fotosintesis, dependiendo
de las condiciones del medio: en presencia de altas concen-
traciones de SHz, oxida este sustrato utilizando (nicamente
el fotosistema I; cuando las condiciones ambientales son
mis oxidantes, obtiene el poder reductor a partir del Hzo
gracias a la entrada en funcionamiento del fotosistema II.
Segfin la teoria del alga verde-azulada ancestral, las bac-
terias verdes precederian a las bacterias pfrpuras. De he-
cho, las bacterias fotosintéticas verdes tienen un aparato
fotosintético m&s complejo que las bacterias pQrpuras, ya
que el tamano de la antena es mayor y tales pigmentos de an
tena se localizan en unas vesiculas especiales que se aseme
jan en su funcionamiento a los ficobilisomas de las algas
verde-azuladas. El anilisis de las férredoxinas, apoyan es-
ta Gltima teoria. (Hall et al., 1973; Baltscheffsky, 1974).
Segfin estos datos la evolucidén iria en la direccién de
Chlorobium -— Rhodospirillum —> Chromatium. E1 an&li-




sis de los &cidos nucleicos ha reportado gque 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
téticas. Sin embargo, nada definitivo se ha dicho acerca
del origen de la fotosintesis en general y de la bacteria
na en particular.

1.2. BACTERIAS FOTOSINTETICAS

Las bacterias fotosintéticas se agrupan en cuatro
familias con caracteristicas bien diferenciadas: Clorobia-

ceas, Clorofexdceas, Cromatifceas y Rodospiriléceas.

Clorobifceas: Todas las especies de esta familia

son anaerbSbicas estrictas y fototr6ficas obligatorias. Uti-
lizan compuestos reducidos de S como fuente de electrones.
En ciertas condiciones pueden usar también el H2' Tienen
una pared celular rigida, no son méviles y se dividen por
fisibn binaria. Todas son Gram negativas. Un representante
tipico es el género Chlorobium.

Clorofexdceas: Muestran un aparato fotosintético

similar al de las Clorobidceas. Sin embargo, morfolSgicamen
te difieren marcadamente de los representantes de esta fa-
milia, ya que presentan un aspecto filamentoso y se desli-

za sobre las superficies. Crecenbien en condiciones fotoor
ganotrb6ficas, pero también puedaucrecer quimiorganotr&6fica-
mente en condiciones aer&bicas. El finico representante de la
familia es la especie Chlorofexus aurantiacus (Pierson et al.,
1974).




Cromatiiceas: Las especies de esta familia oxidan

compuestos de S reducidos como fuente de electrones. Oxidan
SH2 hasta sulfato pasando por S que suele acumularse en el
interior de la célula en forma de gr&nulos. Pueden asimilar
compuestos carbonados simples como acetato y piruvato. Las
células en general son mbéviles y se dividen por fisibn bi-
naria. Pueden presentarse como células aisladas o en agrega
dos m6viles. Todas son Gram negativas. Un representante ti-
pico es el género Chromatium.

Rodospiriliceas: En general son incapaces de uti-

lizar compuestos de S, de ahi que también se les llame bac-
terias pGrpuras no sulfurosas. Crecen en condiciones foto-
organoheterotr6ficas, utilizando compuestos carbonados sim-
ples como acetatos, hidroxi&cidos, ceto&cidos 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 méviles y
la forma varia ampliamente, incluso dentro de una misma es-
pecie, dependiendo de las condiciones de cultivo. Son Gram

negativas. Un representante tipico 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 funcibn fotosinté&tica. Las
clorofilas constituyen un pequeno grupo de molé&culas que
varian unas de otras en pequefias modificaciones. Las bac-
terias pGrpuras contienen Bacterioclorofila a y b, mientras
que las bacterias verdes presentan mis variedades: ¢, 4, e,
f y una pequefia proporcién de a (Gloe et al., 1975). Hay
que resaltar la presencia, en mayor o menor proporcidn, de



la bacterioclorofila a en todas las especies bacterianas
analizadas hasta el momento, con la inica excepcibn de

Rp. viridis que presenta bacterioclorofila b.

La molécula estd constituida esencialmente por
un macrociclo central con cuatro anillos pirrSlicos coordi-
nados con un &tomo de Mg central. El macrociclo est4 este
rificado con una larga cadena lateral, el fitolgenil-
geraniol, cuya funcidén puede estar en dar mayor estabili-
dad a la molécula y facilitar su insercibn en la matriz
lipidica de las membranas. El1 &tomo de Mg central, con un
nmero de coordinaciébn de 4 estéd insaturado, como confir-
man algunos experimentos de espectrocopia del Infrarrojo
(Ballsch-miter et al., 1969) y espectroscopia NMR (Katz
et al., 1973). Como consecuencia, el dtomo de Mg se compor-
ta como un electr6filo y tiende a interaccionar con molécu
las con grupos nuclebfilos. De esta forma el nimero de
coordinacién del metal central puede variar dependiendo del
disolvente en donde se encuentre la molécula de bacterioclo
rofila. Las propiedades electrofilicas del Mg central hacen
que la molécula de bacterioclorofila interaccione con sol-
ventes nucleb6filos, y en su ausencia con otras moléculas de
bacterioclorofila, ya que posee grupos nuclebfilos 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 agregacifn se ven muy
favorecidos en las células debido a la alta concentracién
que existe de estos pigmentos en las membranas fotosinté&ti-
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 caracteristicas estructurales muy pa

recidas. Son moléculas formadas por una cadena alifd&tica mé&s



o menos larga, con numerosos dobles enlaces conjugados, que
son la causa de su alto coeficiente de extincién en el visi
ble (lL.iaaen-Jensen et al, 1972; Goodoin, 1973). Con cierta

frecuencia estas cadenas alifiticas terminan en anillos hi-

drocarbonados, principalmente aromiticos.

La funcién de los carotenos en bacterias es obje-
to ain de especulaciones. Los trabajos pioneros de Duysens,
1952, asignaron a los carotenos una funcibén de antena, trans
mitiendo la energia de excitacién a los centros de reaccidn.
Otra funcibén asignada con frecuencia a los carotenos es la
de servir de protector contra la fotooxidacién irreversible
- de la bacterioclorofila en presencia de O2 (Cohen-Bazire et
al.. 1958). Recientemente, se ha podido analizar mejor este
efecto en centros de reaccién purificados. Los centros de
reaccién aislados del mutante sin carotenos G-9 de R. rubrum
se mostraron mds fotosensibles que los aislados de la estir
pe silvestre que poseen 1 mol de espiriloxantina por centro
de reaccién (Vadebonceceur, 1973). También parece que las bac
terioclorofilas del centro de reaccién pueden perder energia
de excitacidn transmitiéndola a la molécula del caroteno pre
sente en el mismo. Asi Cogdell y colaboradores (Cogdell et
al., 1975) presentaron evidencias de gque los carotenos des-
energizan el estado PR de la bacterioclorofila de los centros

de reaccibn.

En las Rodospiriliceas y Cromati&ceas se observan
al microscopioc electrénico unas estructuras membranosas que
estén formadas por invaginaciones de la membrana plasm&tica
(Remsen et al., 1968; Peters et al., 1972). Dichas estructu
ras se pueden aislar y purificar (cromatéforos) observ&ndo-
se que albergan el aparato fotosintético completo ya que
mostraron el mismo espectro que las células intactas (Schach-

man et al., 1952). Sin embargo, en las Clorobiiceas aparecen



al microscopio electrénico unas estructuras esféricas o
elipcoidales que se sitfian pr6ximas a la membrana plasmé-
tica pero que no presentan continuidad con ella (vesiculas
de clorobium) (Pfennig et al., 1967; Halt et al., 1966).

El espectro de absorcién de los pigmentos varia
ampliamente dependiendo del entorno molecular en el que se
encuentren. Un ejemplo muy caracteristico se da en las bac
terias pGrpuras que "in vivo" presentan una serie de ban-
das en la reqién del IR-cercano; sin embargo, cuando se ex
traen los pigmentos presentan una Gnica banda desplazada
hacia longitudes de onda menores (Olson et al., 1966). El
mayor nfimero de bandas, asi como su distinta situacidbn, de
los pigmentos "in vivo", se debe a interacciones pigmento-
-pigmento (Clayton, 1965; Katz et al., 1973), pigmento-pro
teina (Fenna et al., 1975) y pigmento-lipido (Fraker et al.,
1971). El aislaﬁiento de complejos lo més sencillos posibles
que no pierdan las caracteristicas espectrales de las membra
nas fotosintéticas, constituyen un método de gran utilidad
para conocer algo mids sobre las interacciones de los distin
tos componentes de las membranas fotosintéticas. En este sen
tido, la utilizacibn precisa de detergentes es fundamental
en este tipo de trabajos. Andlisis detallado de los espectros
de absorcibn, espectros de dicroismo circular, espectros de
fluorescencia, etc., constitu&en métodos‘usuales en el estu-

dio de las interacciones moleculares de los cromat&foros.

Hasta ahora nos hemos limitado a hacer un anélisis
muy somero de los pigmentos del aparato fotosinté&tico. Estos
croméforos estin conectados con una serie de componentes
de los cromatdéforos y que en conjunto constituyen lo gque se
denomina "unidad fotosinté&tica". Tal unidad fotosintética
consta de tres partes muy diferenciadas, tanto estructural-
mente como funcionalmente: antena, centro de reaccibdn y ca-

dena de transportadores de cargas.




1.4. ANTENA

La mayor parte de los pigmentos fotosintéticos
sirven para captar los fotones y transmitir la energia de
excitacibén a un complejo especial denominado centro de
reaccidén. Uno de los grandes pasos en la evolucidn del apa
rato fotosintético viene dado por el desarrollo de un con-
junto de moléculas especializadas en la transmisién de ener
gia de excitacibén a un centro de reaccién (Borisov, 1978).
Aunque los carotenos también se consideran como parte de
. la antena, sus pigmentos méds representativos son las bacte-
rioclorofilas. Las bandas que se observan en el infrarrojo
cercano (IR-cercano) se deben en su mayor parte a la bacte-
rioclorofila de antena, y una minima proporcién a la bacte-’

rioclorofila de los centros de reaccibn.

En la actualidad se conoce muy poco acerca de la
estructura y ain menos de cémo 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 minimo que conserva las propiedades
espectrales de la antena de los cromatb6foros. El1 complejo
aislado del mutante sin carotenos R-26 de Rhodopseudomonas

sphaeroides estd constituido por 2 polipéptidos, 2 bacterio-.

clorofilas y fosfolipidos. Un complejo obtenido a partir de
la estirpe silvestre present6 2 polipéptidos, 3 bacterioclo-
rofilas, carotenos y fosfolipidos. 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 m&s sensibles al tratamiento con deter-
gentes, lo que provoca una destruccién de las fracciones
cuando se intentan obtener complejos de bajo peso molecular.
El complejo minimo 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 estd constituida por una serie de agregados,
favorecidos por las interacciones moleculares anteriormente
descritas, aunque se desconoce su tamano y su distribucién

en la membrana.

Los mecanismos bajo los cuales tiene lugar la mi-
gracién de energia en la antena se desconocen. Modelos teb-
ricos han sido elaborados para intentar explicar estos meca
nismos: la migracibn tipo F®rster supone que la excitacién
estd siempre localizada sobre una molécula definida; el me-
canismo tipo excitdédn, prevee que la excitacién se deslocali
za sobre un conjunto de moléculas; el mecanismo tipo exci-
ton localizado, supone que la energia de excitacibn se loca
liza sobre un grupo limitado de moléculas, seria un caso in
termedio entre los dos anteriores. No obstante, ninguno de
los modelos explica satisfactoriamente las caracteristicas
observadas de la antena. Para llegar a idear un modelo de
migracibén de energia seria necesario un conocmiento profun-
do de la ordenacién estructural de las distintas mol&culas
que constituyen la antena. Las distancias intermoleculares
‘parece que tienen una importancia capital, para que la mi-
gracién tenga lugar. Dicha migfﬁcién debe ser muy répida ya
que mediante un fluorimetro de fase se ha detectado induc-"
cién de fluorescencia con una vida media (tl1l/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 pequefia proporcién de bacterioclo-
rofila que sufrfia cambios espectrales reversibles por efec-
to de la luz actinica. Unos anos mds tarde, mediante trata-

miento con diversos oxidantes quimicos, se pudieron diferen
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ciar claramente dos tipos distintos de bacterioclorofila.
En presencia de los reactivos quimicoslla mayor parte de

la bacterioclorofila se oxidaba irreversiblemente, mientras
que una pequena proporcién, entre un 2-3% del total, era
mis resistente al efecto de los oxidantes (Loach et al.,
1963). Estos pigmentos resistentes al tratamiento presen-
taron un espectro caracteristico, con méximos en el IR-cer
cano a 865 nm y 760 nm, en Rodospirilfceas con bacterioclo
rofila a. Estos resultados apuntaban hacia la idea de que
en el aparato fotosintético bacteriano existian unos pigmen
tos situados en un entorno especializado que los protegia
del efecto de los tratamientos quimicos; a tales complejos

se les denominé centros de reaccién.

El aislamiento de un mutante no fototr6fico de
Rp. sphaeroides (Sistrom et al., 1964) que contenia bacte-

rioclorofila normal y que fue incapaz de realizar reacciones
fotoquimicas, confirmaba la esencialidad de los centros de

reaccibén para un crecimiento fototré6fico.

En estas circunstancias se hacia inminente el ais-
lamiento del complejo causante de los fenfmenos observados.
Los primeros intentos se hicieron con mutantes que carecian
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 reaccibn
pricticamente puros. En estos métodos Ia eleccién convenien-
te del tipo de detergente como la concentracién Sptima son
los pasos esenciales para poder llegar a fracciones con un
alto grado de pureza. Se han aislado centros de reaccién

muy puros de Rp. sphaeroides (Jolchine et-al., 1974); Rp.
sphaeroides R-26 (Feher, 1971); R. rubrum (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 (Olson et
al., 1973).

Pocos campos de la fotosintesis han tenido un de-
sarrollo tan espectacular en los (iltimos anos, como el es-
tudio de los centros de reacc¢ién. Su aislamiento ha permi-
tido obtener una amplia informacién sobre su composicién y
propiedades “fisico-quimicas. Los centros de reaccidén son
unos complejos de proteina-pigmentos, constituidos por 3
polipéptidos, Rp. gelatinosa s6lo posee 2 cadenas polipep-
tidicas, (Clayton et al., 1978; Okamura et al., 1974; Noel
et al., 1972; Nieth et al., 1975), 4 moléculas de bacterio-
clorofila a y 2 moléculas de bacteriofeofitina (Straley et

al,, 1973; van der Rest et al., 1974), 1 mol de carotenos
por centro de reaccibn, alrededor de 1 mol de quinonas (Q)
y de Fe por centro de reaccién y una pequeina proporcién de
pteridinas. El anf8lisis de los pigmentos (Straleyet al.,
1974) ha permitido concluir que la bacterioclorofila de cen’
tro de reaccibén es quimicamente idéntica al resto de la bac
terioclorofila a bacteriana. En todos los centros de reac-
cibén se ha encontrado bacterioclorofila a excepto en Rp.
viridis que presenta bacterioc¢lorofila b.

Los centros de reaccifén muestran un espectro de
absorcién caracteristico: en su estado reducido muestran
bandas de absorcién a 865 (P870), 802 (P800), 600 y 390 nm
adscritas a bacterioclorofila; las bandas existentes a 755
y 540 se adscriben a la bacteriofeofitina; alrededor de
500 nm aparecen unas bandas pequefias que se deben al caro-
teno. En estado oxidado se decolora 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. asi como liceros desvlazamientos de las bandas de
la bacteriofeofitina v de los carotenos. El esvectro a ba-
jas temperaturas presenta alteraciones: se observa un des-
plazamiento de la banda de 865 nm hacia longitudes de onda
mayores y la banda a 540 nm se resuelve claramente en dos,
a 532 y 544 nm (Clayton et al., 1976). Mediante andlisis de
los espectros de dicroismo, Vermeglio y Clayton (1976) han
concluido que el P870 presenta dos bandas, una a 865 y otra
a 810 nm; cuando se oxida.aparece una decoloracidén a 865 nm
vy 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 P800.

A pesar de la simplicidad, en cuanto a composicién,
de los centros de reaccibn, alin se pueden obtener fracciones
m&s pequenas con actividad fotoquimica. Es interesante defi-
nir el tamano minimo del centro de reaccién 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 fraccién con las dos subunidades pep-
tidicas de menor peso molecular (b y c) de los centros de
reaccién aislados de Rp. sphaeroides R-26. Dicha fraccién

contenia todos los pigmentos y conservd totalmente la acti-
vidad fotoquimica de los centros de reaccién completos, aun-
que perdieron practicamente la totalidad del Fe. A la vista
de estos resultados, los autores concluyeron que la subunidad
a no interviene en la fotoquimica primaria, y que el comple-
jo restante constituye la particula minima, aislada hasta
ahora, que conserva las propiedades fotoquimicas de los cen-
tros de reaccibén. Cuando se ha intentado separar las subuni-
dades b y ¢ el complejo se desnaturaliza y se pierden todas
las propiedades fotoquimicas.

La obtencibén de centros de reac¢ién puros ha he-
cho posible el andlisis de los mecanismos que subyacen en el
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proceso de la separacibén 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 fotoquimico primario. Se han detectado va-
rios estados transitorios posteriores a la oxidacifn del do
nador primario y antes de que se reduzca el aceptor prima-

F (parson et al., 1975; Rockley et al., 1975)
ha sido detectado como intermediario en la fotoquimica prima

rio. El1 estado P

ria. Aparece como consecuencia de la oxidacién del donador

primario la reduccibén de la bacteriofeofitina presente en
los centros de reacciébn. Este estado PF lleva consigo una

decoloracién a 865, 600, 540 y 760 nm que corresponden a las
bandas de absorcién del donador primario y de la bacteriofeo
fitina. Recientemente se ha descrito que el P800 tambié&n ac-
tGa como un intermediario en la separacibén de cargas en los

centros de reaccién (Shuvalov et al., 1978).

Para terminar este apartado sobre los centros de
reaccibn, seria interesante hacer algunos comentarios sobre
el aceptor primario. Para asignar la funcidn de aceptor pri
mario a un determinado compuesto, es preciso definir previa
mente qué se entiende por aceptor primario. Segfin Bolton,
(1978), aceptor primario se considera 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 PF
(Rockley et al., 1975) o la formacién de un anidén radical
que absorbe a 800 nm (Shuvalov et al., 1978). Segfin ésto
los candidatos més probables como aceptor primario serian
el Fe, la UQ o el complejo UQ-Fe, si se tiéne en cuenta su
relacibn equimolecular con el donador primario en los cen-
tros de reaccibén. Algunos experimentos demuestran que el

Fe no funciona como aceptor primario: los complejos minimos
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con las subunidades b y ¢ mantienen todas las propiedades
fotoquimicas, a pesar de su bajo contenido en Fe; la sus-
titucién del Fe por Mg no afecté los niveles de fotooxida
cibn del P870 (Feher et al., 1974); preparaciones de centro
de reaccidén con menos del 90% de Fe no afect6 a los niveles
de fotooxidacibén del P870 en R. rubrum (Loach et al., 1972);
espectros Mossbauer indican que el Fe2t no cambia de valen-

cia cuando se reducen los centros de reaccién de Rp. sphae-

roides con ditionito sb6dico (Feher et al., 1974).

Existen fuertes evidencias para adscribir la fun-
cibn 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 reaccién de Rp. sphaeroides R-26,

diferenciados en su afinidad a los centros. Cuando extraje-
ron la que se uUnfa m&s debilmente, no se modificd la activi-
dad fotoquimica del P870, sin embargo cuando se removié toda
la UQ, desaparecif§ paralelamente la actividad fotoquimica.
Al anadir la UQ extraida aparecif de nuevo la actividad. Es-
to sugiere fuertemente que 1la UQ es esencial para

que pueda ocurrir la separacidn de cargas en los centros de
reaccién de Rp. sphaeroides. En Ch. vinosum no se afect6 la

actividad fotoquimica cuando se removié 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 actia como acep
tor primario.An8lisis de otros centros de reaccién 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 energia de excitacién hasta los centros de reaccién,
en donde tiene lugar la separacibén de cargas, apareciendo
un compuesto fuertemente oxidante (el P870+) y un radical
fuertemente reductor (la semiquinona). Esta situacién es el
origen de una serie de procesos de recombinacién de cargas
en la que est&n involucrados transportadores redox de la
membrana de los cromat6foros. En estas reacciones sucesivas
tiene lugar una disminucidén neta de energia libre que es
aprovechada entre otras cosas, para sintetizar ATP, una for
ma de energia quimica aprovechable por la célula. El elec-
trén, a través de las reacciones redox que tienen lugar en
la membrana, vuelve otra vez al donador primario de donde
partib, completindose asi el ciclo. Componentes conocidos
de este sistema de transporte ciclico son: quinonas, cito-

cromos, ferredoxinas, compuestos con flavinas, etc.

Quinonas: Este tipo de compuestos son muy abundan
tes en bacterias fotosintéticas. Existen varios tipos de
quinonas en bacterias, pero la mis abundante es la ubiquino
na-10. Aparte de la UQ envuelta probablemente en la fotoqui-
mica primaria (apartado anterior), existe un conjunto de UQ
consideradas como transportadores que se mueven a través de
la membrana. Estas moléculas pueden recibir electrones del
aceptor primario, tomando el papel de aceptores secundarios.
La asignacién de aceptores secundarios se deriva fundamen-
talmente de experimentos utilizando dos destellos separados
convenientemente: en un primer pulso, ocurre la reduccibn
del aceptor primario; si damos otro pﬁlso suficientemente
pr6ximo, de tal manera que el donador ya se haya reducido
y el aceptor primario afin continde reducido, no se observa
actividad fotoquimica alguna (Parson, 1969). Una separacién
gradual 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 fotoquimica detectada en un segundo destello
era variable de unas preparaciones de subcromat&6foros a
otras. Dicha actividad estaba relacionada con la cantidad
de UQ presente en las preparaciones. Por otra parte, croma
t6foros de R. rubrum a los que se les ha extraido la UQ son
incapaces de fosforilar (Yamamoto et al., 1970) o de redu-
cir citocromo C2 ex6geno (Higuti et al., 1975). Asimismo,
la O-fenantrolina, un conocido inhibidor de la UQ, bloquea
las reacciones que habian sido reconstituidas al anadir la

UQ que se habia extraido previamente (Halsey et al., 1974).

Todos estos resultados demuestran que las quinonas
actian como transportadores redox en las membranas fotosinté

ticas.

Citocromos: Estas proteinas heminicas constituyen

un grupo de transportadores redox por excelencia en todos los
sistemas biol6gicos y son muy abundantes en bacterias fotosin
téticas, aunque describiremos someramente s6lo aquellos cito-
cromos que estén mejor caracterizados y que intervienen en
los procesos fotosinté@ticos.

En algunas especies de Rodospirildceas se ha carac-
terizado bastante bien un citocromo de tipo C, el cit C2, que
actfia como donador directo de electrones para el P870+ (Dutton
et al., 1975; Jackson et al., 1973; Evans et al., 1974). Es~-
ta proteina tiene un potencial medio (Em) de unos 300 mv a
PH 7.0. Este compuesto es mbévil y se encuentra principalmente
en el espacio periplésmico en las cé&lulas intactas. En condi-
ciones de baja temperatura, este citocromo no sufre fotooxida-
cién (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 absorcibén de este citocromo
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pueden analizarse a 550-551 nm (banda & ) y alrededor de
420 nm (banda v’).

En las Cromatifceas y algunas Rodospiriléceas 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 reaccidn oxidado después de
un destello (Parson, 1969). Estos citocromos se encuentran
fuertemente unidos a la membrana y se obtienen en su totali
dad en las preparaciones de cromat6foros; 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 ciclico de electro
nes. Sus cambios de absorcién se pueden analizar a 560 nm
(banda &4 ), de ahf que en la literatura también se le deno-
mine cit b560. Varios trabajos demuestran que este citocromo
sufre variaciones redox en el orden de ms después de un des-
tello (Prince et al., 1975; Petty et al., 1976). Su oxida-
cibén después de un pulso corto parece estar acoplada con la
reduccibén de los citocromos de tipo C. La transferencia de
cargas entre los cit b y ¢ se inhibe por los compuestos An-
timicina A y HOQNO (Izawa et al., 1972; Slater, 1973), que
inhiben asimismo la fotofosforilacién. Por otra parte, con
la adicibén de ATP a una suspensibén de cromatéforos de R. ru-
brum (Baltscheffsky, 1967) se puede invertir la reaccibén entre
los cit b50 y C2' Estos datos apoyan la idea de que entre
ambos citocromos existe un sitio de fosforilacién.

Ferredoxinas (Fd): Varios tipos de Fds se han ais

lado de membranas fotosintéticas 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 también una
proteina férrica de alto potencial (Hi PIP) con propiedades
similares a la descubierta por Ingledew y Ohnishi (1975) en
mitocondrias. La funcionalidad de estas proteinas permanece
desconocida. No se han encontrado senales adscritas a Fds,
en espectroscopia de destellos, sin embargo se ha observa-
do la oxidacién de la Fd con g = 1,90 después de varios mi-
nutos de iluminacién (Prince et al., 1975).

Flavinas: Las flavinas tambié&n son constituyentes
del aparato fotosintético de bacterias. Sin embargo se des-
conoce de que compuestos forman parte como grupos prostéti-

cos Y su funcibn en las reacciones fotoquimicas.

Con estos comentarios acerca de los transportado-
res redox, hemos completado una descripcién somera del apara
to fotosintético de bacterias. En esta descripcién hemés da
do especial atencibén a las bacterias pfirpuras, ya que son las
mejor caracterizadas y un representante tipico de las Rodos-
piriliceas, R. rubrum, es el material de trabajo de esta Te-
sis.

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

La mayor parte de los trabajos que se han hecho
sobre fotosintesis han consistido en caracterizar una serie
de reacciones y en ocasiones aislar el compuesto o los com-
puestos que los provocan, en la estirpe silvestre. Otra me-

todologia para analizar la esencialidad de un compuesto,



20

consiste en extraerlo, analizar la reaccién que desaparece,
afiadir de nuevo el compuesto extraido v ver que la activi-
dad se recupera. Esta metodologia tiene varios inconvenien
tes, ya que con frecuencia se extraen otros cofactores al
mismo tiempo y, ademds durante la extraccién se puede dafiar
seriamente la integridad de la membrana, con lo cual se pue

de llegar a conclusiones errbneas.

El método de aislar mutantes deficientes en alguna
de las propiedades del aparato fotosintético ha sido poco
usual en las investigaciones sobre fotosintesis. 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 revisibén hecha recientemen-
te por Saunders, 1978). El estudio de mutantes de bacterias
fotosintéticas tiene el inconveniente de que no existe un
buen andlisis genético en estos microorganismos lo que impo-
sibilita el andlisis de la mutacibén o mutaciones que operan
en los mutantes que se obtienen. Sin embargo, esto no es in-
conveniente para asignar una funcién esencial a una activi-
dad que desaparece paralelamehte a la falta de crecimiento
bajo condiciones fototréficas.

1.8. OBJETIVO DE NUESTRO TRABAJO

El trabajo que se presentari en esta memoria estéd
dentro de la linea que se sigue en nuestro laboratorio desde
hace varios anos: aislar mutantes no fototr&6ficos gque care-
cen de una actividad caracteristica del aparato fotosintéti-
co de la estirpe silvestre y obtener revertientes esponté-
neos para recuperar su capacidad de crecer a expensas de la
energia luminosa. Con los mutantes no fototr6ficos se pre-

tende poder determinar algunas de las actividades esenciales
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en fotosintesis, y si es posible, adscribir la falta de ac-
tividad a la ausencia o modificacidén de algfin componente de
la membrana. Con los revertientes, se pretende analizar cod-
mo afecta la reversibn sobre la estructura y funcién de al-
gunos componentes de las membranas fotosintéticas y sobre las
propiedades fisiolbgicas en su conjunto, en condiciones fo-

totr6ficas.

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 fotosintético,lo
que, facilita nuestro tipo de andlisis,y se puede cultivar
en condiciones respiratorias o fototr&ficas utilizando 1los
mismos sustratos. Sin este crecimiento ambivalente seria muy
dificil llevar a cabo el tipo de an8lisis que nosotros pre-
tendemos. En condiciones respiratorias,esta bacteria sinte-
tiza todo el aparato fotosintético cuando las tensiones de
O2 en el medio son pequenas, ya que el O2 reprime la forma-
cidén de los cromatb6foros, 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) es

tirpe S-1, cedida por el Prof. Dr. D.I. Arnon (Universi-
dad de California, Berkeley). Su forma caracteristica es
la de espirilo mévil, gracias a sus flagelos polares, aun
que puede variar ampliamente asi como su tamano dependien
do de las condiciones de cultivo. El espectro de los pig-
mentos (Olson et al., 1966) asi como el aspecto al micros
copio 6ptico han sido los controles usados para asegurar-
nos de que se trataba de la bacteria en cuestién y de que
los cultivos no estaban contaminados con otros microorga-
nismos. El espectro de los pigmentos posee en el infrarro
jo cercano dos mé&ximos caracteristicos, uno a 878 nm y

otro mucho menor a 803 nm.

La bacteria R. rubrum tiene su habitat natural
en aguas estancadas con materia orgénica en descomposicién.
Ocupa estratos inferiores a las algas, con poca aireacién
y escasa iluminacibén. En el laboratorio se puede cultivar
en condiciones respiratorias o fotosintéticas, en ambos
casos puede utilizar los mismos sustratos: ceto e hidroxi-
dcidos, &cidos grasos de cadena corta, etc. Este crecimien
to ambivalente hace de esta bacteria un organismo muy apro
piado para usos de investigacién, especialmente si se de-
sea trabajar con mutantes no fototr6ficos ya que los culti-
vos aerbSbicos sintetizan el aparato fotosintético comple-
to cuando la tensi6n de O, en el medio de cultivo es defi

ciente.

También se han usado los mutantes no fototrdficos,
F24, T102, T91, T83 y T78, asi como algunos revertientes
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fototré6ficos de dichos mutantes, todos ellos obtenidos en
nuestro laboratorio. Ademés se utilizé el mutante sin ca
rotenos G9 cedido por el Prof. G. Gingras (Universidad
de Montréal, Canadi).

2.1.2. PRODUCTOS QUIMICOS

Los reactivos utilizados a lo largo de la reali
zacibébn de este trabajo fueron de grado analitico.

La mayoria de los reactivos quimicos comercia-
les se obtuvieron de E. Merck (Darmstard, Alemania) y
Fisher Scientific Company (Lawn, New Jersey) exceptuando
los enzimas, los nuclebtidos, los abd6menes de luciérna-
ga, el Triton X-100, el DCIP, el HONO, la Gramicidina D,
la Antimicina A, el TCS, el FCCP, la alGmina, la é-bioti—
na, el ac. L-gluté@mico, 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 (Upsala, Suecia); el
ac. nicotinico de ICN Pharmaceuticals, Inc (Cleveland, |
Ohio); el argon N-50 y N2 purisimo de la Sociedad Espano-
la de Oxigeno y el LDAO de Milmaster Onyx International
(Fairtield, New Jersey).

Todos los productos se disolvieron en H20 desti
lada excepto HQNO, Antimicina A, Gramicidina D, TCS y FCCP
para los que se emplef metanol.

2.1.3. APARATOS

a) Cdmaras frias: Todas las manipulaciones para

las que se necesitaban temperaturas bajas se llevaron a ca
bo en una cémara frfa regulada entre 2-4°C. Los productos,

disolucicnes y cultivos s6lidos en agar inclinado se con-

<
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servaron en un frigorifico regulado a 4°C, provisto de un
pequeno congelador. La coleccibén de estirpes se guardd en

un frigorifico KOSKA mantenido a =-20°C.

b) Agitadores: Los cultivos en la oscuridad se

desarrollaron generalmente sobre una plataforma de agita-
cib6bn modelo G-10 de New Brunswick Scientific Co., Inc.

(New Brunswick, New Jersey) requlado a 180 r.p.m., que se
encontraba en una cé@mara regulada a 30°C mediante un sis-
tema de calentamiento y refrigeracibén. Otras veces se uti
lizaron agitadores modelo G-25 de la misma marca que el
anterior pero con regulacibén de temperatura propia. En al-
gunas ocasiones se manej6 un hano de agua con plataforma
giratoria modelo Aquatherm de New Brunswick Scientific Co.,
Inc. (New Brunswick, New Jersey) termostatizado a 30°C v

regulado a 200 r.p.m.

c) Espectrofotbmetros: Las medidas espectrofoto-

métricas se realizaron en un espectrofotémetro Hitachi mo-
delo 356 (Tokio, Japon) equipado con un registrador Perkin-
-Elmer modelo 56 (Morwalk, 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 c8maras de cubetas, una muy cer
ca del fotomultiplicador y la otra més distante. La posi-
cibn m&s cercana es apta para hacer medidas de muestras
turbias ya que el &ngulo sb6lido de medida es muy grande.
También en esta posicién puede utilizarse la forma de ope
racién "DUAL"; es decir, los dos rayos, referencia v medi
da de distinta )\ , van a la misma cubeta,con lo cual se

eliminan problemas de difusién de luz asi como cambios
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inespecificos que puedan aparecer al iluminar la muestra
de ensavo. Se pueden adaptar diversos fotomultiplicadores,
los usados a lo largo de la realizacibén de este trabajo,
fueron los modelos R377 (visible) v 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
filtros utilizados como protectores de la luz actinica.

El tiempo medio de respuesta del aparato es de 0,1 seg. y
la sensibilidad mixima de 10~4 unidades de absorcién. Los
monocromadores, que pueden seleccionar longitudes de onda
comprendidas entre 280 y 1224 nm, poseen un sistema auto-
mético de barrido que permite trazar espectros directamen
te. La fuente de luz de medida estd formada por dos l&mpa
ras, una de deuterio y otra de ioduro de tungsteno, cue

se utilizan para medir en el ultravioleta v visible e in-
frarrojo respectivamente. Para inducir cambios de absor-
cidn, el espectrofotdmetro Hitachi va equipado de una fuen
te lateral de luz actinica que consta de una l&mpara DWY
(General Electric, Cleveland, Ohio) de 650 W de haluro de
tungsteno que emite en el ultravioleta, visible e infrarro
jo cercano, de un espejo v de una lente. El sistema de luz
actinica posee adicionalmente un obturador para controlar
el tiempo de iluminacién, de un autotransformgdor para re-
gular la intensidad de la luz asi como de un soporte para si
tuar los filtros que se utilicen para seleccionar convenien
temente la luz actinica. No obstante, en nuestras medidas
de cambios fotoquimicos hemos utilizado con més frecuencia
otro sistema de luz actinica cuyo rayo procedia de un pro-
vector de diapositivas. El1 espertrofotémetro va refrigera-
do con agua para evitar el excesivo calentamiento.

El espectrofotémetro Cary modelo 14R posee un so

lo monocromador, es decir, s6lo se podia elegir una longitud
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de onda cuyo rayo se dirigia a ambas cubetas, muestra v
referencia. La cémara de cubetas estd bastante alejada
del fotomultiplicador con lo cual las interferencias por
luminiscencia eran menores que en el caso del Hitachi,
aunque las interferencias por dispersibén de la luz eran
mayores. El monocromador era movido autom&ticamente con
velocidad variable, permitiendo registrar espectros di-
rectamente entre 200 y 1500 nm. La sensibilidad mé&xima
del aparato era de 10~3 unidades de absorcién. El siste
ma de iluminacibén actinica lateral consta de una l&mpara’
Sylvania de 650 W de haluro tungsteno, una lente conver-
gente, un autotransformador para regular la intensidad

de la luz, una placa metdlica que impedia o facilitaba

el paso de la luz actinica dependiendo de su posicién y
una cavidad para soporte de los filtros que se podia lle
nar de agua para evitar el calentamiento de los filtros
que absorbia los ravos infrarrojos. Ademis, el Cary posee
el denominado "Mode IR2" formado por una fuente de luz ac
tinica infrarroja muy intensa que se utiliza para inducir
cambios fotoquimicos que se saturan difficilmente. El rayo
actinico era de la misma direccibn que el rayo de medida.
En todos los demls sistemas de luz actinica expuestos an-
teriormente, el rayo de luz actinica fué perpendicular al
rayo de medida.

’Aparte de estos espectrofotfmetros complejos se
utilizaron otros m4s 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 realizacién de algunos espectros se aco
plé al espectrofotébmetro Hitachi un pequeno ordenador
Tracor Northern, modelo NS-570 que permite hacer algunas

operaciones con los espectros.
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d) Filtros 6pticos: Para las medidas espectro-

fotométricas se emplearon filtros de color e interferen-
ciales que servian para seleccionar el ravo actinico o
para proteger al fotomultiplicador. Se utilizaron una se
rie de filtros tipo PIL 1 de Schott Mainz con una trans-
misién m&xima alrededor del 40% y una banda mitad de unos
14 nm. Se usaron también filtros de color de Balzers vy de
Baird Atomic que seleccionaban una zona del espectro o ab-
sorbian completamente los rayos visibles o infrarrojos.
Asimismo se emplearon filtros neutros con diversos grados
de transmisibén para controlar la intensidad de la ilumina

cibn actinica.

e) Electrodo de oxigeno: Para medir las tensio-

nes de 0, en una solucién se usd un sistema formado por

un electrodo polaragr&fico Clark modelo TXI 5331, una uni
dad de polarizacién y amplificacién modelo 53 v un bafio
termostatizable con cuatro cubetas, modelo 5301. Todo el
equipo es de la marca Yellow Springs Instrument Co. (Yellow
Springs, Ohio). Al’aparato se le conectd un registrador
Radiometer Copenhagen modelo Servograph REA 112 (Copenhagen,

Dinamarca).

f) pHmetros: A lo largo de este trabajo se utili
zaron dos tipos de pHmetros,un Radiometer Copenhagen con
un electrodo combinado modelo GK2321C de la misma marca v
un Metrohm Herisau modelo pH-Meter E39613 conectado a un
electrodo Metrohm AG9100 Herisau. Al pHmetro Radiometer
Copenhagen se le acopldé un titulador automitico modelo
Titrator 11 que regula el flujo de la solucién neutrali-

' zante mediante una vilvula magnética modelo MNV1, 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 regula
variaciones de * 0,02°C gracias a un sistema de calefac-

cién y refrigeracién simult&neo. Para requerimientos menos
precisos se utilizaron termostatos Gricel (Barcelona, Es-

pana).

h) Centrifugas: 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) asi como la Sorvall modelo OTD-65 (Norwalk, Connec-
ticut).

i) Agitadores magnéticos: En los ensayos de foto-

fosforilacién en células enteras se utilizd un agitador mag
nético Radiometer Copenhagen, modelo 22 (Copenhagen, Dina-
marca). A pesar de que el motor tenfia velocidad constante
se consiguieron velocidades de agitacién diversas, gracias
a las posibilidades de combinaciones en la transmisién del
movimiento entre un juego de poleas miltiples. Para agita-
ciones rutinarias se oper6 con agitadores Metrohm modelo
E349 (Suiza).

j) Material de cultivo y l&mparas: El material

de vidrio para cultivos fué en general de la marca Pyrex
(Paris, Francia) y Sovirel (Levalloitet-Perret, Francia)
con resistencia suficiente para ser esterilizables. Para
cultivos en la oscuridad se utilizaron erlenmeyer de 100
ml con tapén de CAP-0-Test (Suiza), 250 ml, 11 v 21. Los

cultivos fotosint&ticos se efectuaron en tubos cilindri-
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cos (33 x 2,5 mm) con tapén de rosca que cierran herméti-
camente y botellas cilindricas de 10 y 12 1 de capacidad.
La iluminacién de los cultivos fototr6ficos se consigquibd
mediante una bateria de ldmparas incandescentes Osram
(Madrid, Espafia) y Laes (Madrid, Espana), ambas de 100 W.

k) Proyectores: Para la iluminacién actinica en

el espectrofotfmetro Hitachi se utilizd un proyector de
diapositivas equipado con una l&mpara halbégena de 24 V y
150 W. En los ensayos de fosforilacién en cromat&foros e
inhibicién de la respiracién por luz, &sta se suministrd
con el mismo proyector de diapositivas sin filtro infra-
rrojo.

1) Radibmetro: La intensidad de luz se midid

con un radibmetro YS1 modelo 56A de Yellow Springs Ins-
truments Co. (Yellow Springs, Ohio) cuya respuesta se
mantiene lineal desde 300 a 2700 nm.

11) Morteros: En general las células se tritu-
raron en morteros manuales de dimensiones variable depen
diendo de la masa celular empleada. En algunas ocasiones
se emple6 un mortero automitico marca Retsch modelo RMO
(Haan, Alemania) con un crondmetro para controlar el tiem
po de trituracién y un sistema capaz de variar la presién
del v&stago sobre el mortero.

m) Aparato de electroforesis: La migracidn de

proteinas de cromatS6foros y centros de reaccibén se desarro
116 en un aparato marca Canalco disenado para 12 tubos,
con las cubetas inferior y superior de forma circular apo
yadas sobre un tripode e independientes una de la otra pu
diéndose girar al momento de operar con los tubos. La cu-
beta superior se cerraba cén una tapadera perfectamente
adaptada a la misma, en donde iba uno de los electrodos
que hacia conexién mediante un vistago con el tampén de
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electroforésis. Los electrodos se conectaron a una fuen-
te de alimentacibén también de la marca Canalco que posee
tres canales independientes a donde pueden conectarse si
mult&neamente tres cubetas diferentes. Dicha fuente man-

tenia constante la intensidad de corriente.

n) Aparato para medir luminiscencia: Cuando se

afiade ATP a una solucidén de luciferina-luciferasa, la mez
cla se hace fluorescente. Para determinar dicha fluores-
cencia se disponia de una c8mara 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 &ngulo sflido es miximo. Entre el sopor
te de la cubeta y el fotomultiplicador hay un obturador
fotogréfico que se abre al cerrarse la cimara de madera
permitiendo en este momento que la luz llegue al fotomul-
tiplicador. El c&todo de dicho fotomultiplicador va conec
tado a una fuente de alta tensidn marca Keithley Instru-
ments modelo 244 (Cleveland, Ohio) con una tensién de 800
El &nodo va conectado a un amplificador marca Keithley
Instruments modelo 427 (Cleveland, Ohio) que proporciona

v

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.

) Espectrofotémetro EPR: Los espectros de re-

sonancia paramagnética electrbnica (EPR) se llevaron a ca
bo en un Bruker Spectrospin, modelo B-ER-4185, que traba-
jaba em la banda X. El tiempo medio de respuesta del apa-
rato era de 0,2 s. La c8mara de resonancia estaba adapta-
da para inducir reacciones fotoquimicas ya que poseia una
rejilla lateral que dejaba pasar la luz. Existia un juego
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de cavidades de formas rectangulares y cilindricas, con
distinta capacidad, en donde se colocaba la muestra. La
sefial aparecia en una pantalla seglin se iba haciendo el
barrido del campo. El espectrofotémetro iba refrigerado
por agua. Se acopld 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

espectroscopia de destello: La muestra se colocaba en cu=

betas de 1 x 1 cm, que se introducian en una estructura
metdlica de color negro, con varias ventanas laterales ap-
tas para iluminar la muestra. La luz actinica procedia de
una lampara Strobflash de General Electric; la duracidén
del destello era de 2-3 ps. La‘luz de medida procedia de
una l&mpara de tungsteno de 650 W. Dicha luz de medida se
seleccionaba mediante un monocromador Bausch and Lomb. La
alimentacién de la l&mpara se suministraba con una fuente
de alimentacién Kepco que mantenia el voltaje constante.
Las senales se detectaban con un fotomultiplicador 9558.
Dichas sefiales se podfian promediar y aperar con ellas en’
un promediador Biomation, modelo 102. Las sefiales aparecian
en la pantalla de un osciloscope Tektronix 543B. El obtura-
dor fotogré&fico usado era de la marca Ealing modelo 22-
8411, accionado eléctricamente, con el cual se podia selec
ciogar el tiempo que la luz de medida llegaba a la muestra
y por tanto al fotomultiplicador. En algunos experimentos
se pasaban las cinéticas de la pantalla del osciloscopio a
un registrador X-Y Hewler Packar, N& 7044A, con lo cual se
podian analizar mejor las sefiales. En ciertas ocasiones se
utilizé un Dye Laser Candela, N2 SLL66,como fuente de luz
actinica. El tiempo medio de respuesta del conjunto de to-
dos los aparatos conectados era de unas 10 aus.
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2.2. METODOS

2.2.1. MEDIO DE CULTIVO

Tanto en condiciones respiratorias como fototrs-
ficas se us6 el medio descrito por Lascelles, 1956, en
riquecido con 0,2% de Extracto de levadufa. La composi-
cibn del medio es la siguiente:

Acido L-glutémico 3,3 g
Acido DL-midlico 2,7 g
PO, H,K 0,5 g
PO4HK2 0,5g
PO4H(NH4)2 0,8 g
SO,Mg 7H,0 0,2.9
012Ca 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 ajust6 a 6,8 con NaOH 5N. Se esteriliz6 en un
autoclave automitico de Giralt, S.A. (Gerona, Espana) a
1 atmbsfera deipresién durante 20 minutos. Para el medio
s6lido se afiadié a la solucién anterior 1,5% de agar.

2.2.2. CONSERVACION DE ESTIRPES

La coleccibn de estirpes se guard6 a -20°C en
medio de cultivo y glicerina esteril (20% v/v), en volG-
menes de 5 ml en cada tubo. En estas condiciones las bac
terias conservan su viabilidad al menos durante 2 anos.

Uno de estos tubos se descongelaba y se hacia una siembra
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en placa Petri para crecimiento en manto en la oscuridad

a 30°C. De aqui 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 preinbfculos. Cada semana se hacia una réplica

de cada agar inclinado para mantener una. buena viabilidad.
Cada tres meses aproximadamente se descongelaba uno de 1los
tubos del congelador y se repetia el proceso. Las estirpes
se comprobaban registrando el espectro de los pigmentos y

cuantificando los niveles de P800.

Cada ano aproximadamente se hacia una renovacidén
de la coleccién mantenida en el congelador. Para ello se
hacia un cultivo de cada estirpe en medio sélido y a par-
tir de &ste se preparaba otro en medio ligquido. Cuando el
cultivo se encontraba en fase exponencial, se tomaban 4
ml del mismo y se afadia 1 ml de glicerina estéril por
tubo. Entonces se homogenizaba y se procedia a congelar-
los a -20°C.

2.2.3. CULTIVO DE LAS CELULAS EN MEDIO .LIQUIDO

Las células utilizadas en los experimentos pro-
cedian de cultivos en medio liquido que, segfin las carac-
teristicas del experimento, se crecian en condiciones res
piratorias o fotosintéticas.

Para cultivos respiratorios se siguib el si-
suiente proceso: a partir de un cultivo en agar inclina-
do se prepar8 un preinbculo en medio ligquido. Cuando el
cultivo estaba al final de la fase exponencial, se dis-
tribuia en erlenmeyers de 1 1 de capacidad llenos hasta
850 ml y tapados con tapén de algodén. Se dejaba crecer

toda la noche y a la mafiana siguiente se recogian las cé
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lulas al final de la fase exponencial, con una D.O. 660
nm = 1,25 y un contenido aproximado de bacterioclorofila
de 1,5 nmoles/mg peso seco. A estas condiciones de culti

vo las denominaremos condiciones semiaer6bicas.

Para cultivos liquidos en la luz, primero se
prepard un preinbculo en la oscuridad, el cual una vez
pigmentado se repartia en tubos cilindricos de 2,5 x 35,5
cm completindolos con medio fresco. Los tubos cilindricos,
con tapdn de rosca se colocaron en un bano termostatizado
a 30°C aproximadamente. La iluminacién se llev6 a cabo me
diante una bateria 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-
cibén medido a 660 nm y una concentracién de bacteriocloro
fila de unos 4 nmoles/mg de peso seco.

Para purificar centros de reaccién las bacterias
se cultivaron en botellas de 10-12 1 con una barra imanta-
da en el fondo para remover la suspensifn 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 clmara termostatizada por
aire a 15°C (en estas condiciones el cultivo se mantenia
a 30-33°C gracias al calentamiento provocado por la bate-
ria de luces). La iluminacién se llev6 a cabo con 3 focos
de 150 W 6 5 focos de 100 W. Los cultivos fototr6ficos en
botellas se crecieron durante 4 dias.

En cualquier caso,una vez crecidos los cultivos
las células se recogieron a 4°C en centrifugas Sorvall mo
delos RC2-B y RC-2 a 10.000 x g durante 10 min. Las célu-
las destinadas a obtener cromat6foros simplemente, se lava
ron una vez con tampén Tricina 50 mM pH 8.0 y se tritura-

ron con alimina. Las células que se iban a utilizar para
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preparar cromaté6foros para purificar centros de reaccién,
tras lavarlas una vez con tampdén fosfato 50 mM pH 7,0 se
resuspendieron en una mezcla 1:1 de tampén fosfato y gli-
cerina. El volumen de resuspensibén era igual al peso hiime-

do en g de la mesa celular.

2.2.4. OBTENCION DE REVERTIENTES FOTOTROFICOS

Un inb6culo pigmentado de los mutantes no fotosin
téticos se diluyd con medio fresco y se puso a crecer en
la luz. Al cabo de un tiempo,que oscild entre 3-7 dias de-
pendiendo de lasestirpes, los cultivos comenzaron a aumentar
de turbidez. Tras dos pases mé8s en la luz, para enriquecer
la poblacién de mutantes revertientes fototrdficos, se pla-
quearon en medio s6lido y se pusieron a crecer en la oscu
ridad a 30°C. Aproximadamente 5 dias después las colonias
habfan crecido suficientemente y se procedi6 al aislamien-
to al azar de algunas de ellas que se crecieron en tubos
de agar inclinado en la oscuridad a 30°C. A continuacién,
de cada una de las colonias aisladas se prepararon culti-
vos liquidos en la luz y se registraron los espectros de
absorcién de los pigmentos en la regibén del infrarrojo
cercano en células enteras resuspendidas en medio fresco
y Ficoll (50% v/v) para reducir la dispersién de la luz. Ca
da colonia aislada se cultiv6 también en la oscuridad y
se guardaron en 20% de glicerol a -20°C para su conseva-
cibn.

" 2.2.5. MEDIDAS DE CRECIMIENTO BACTERIANO

La masa celular de un cultivo se estimé viendo
la turbidez del mismo en un colorimetro Klett Mfg. Co.,
In. (New Jersey) modelo 800-3, provisto de un filtro de
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cristal rojo n? 68 con un médximo amplio de trasmisidn a
680 nm, para estar seguro de que s8lo estamos midiendo
turbidez. La grédfica de calibrado entre turbidez y masa
celular didé una relacién de 100 unidades Klett equivalen
a 2.108% células. ml~1l. Para seguir el crecimiento de un
cultivo en la oscuridad se utilizaron erlenmeyer de rama
lateral que acoplaba perfectamente en la ventana del colori
metro. Para hacer las curvas de crecimiento en condicio-
nes fotosintéticas se usaron tubos herméticamente cerra-
dos con tapén de rosca que acoplaban perfectamente en el
aparato de medida.

Otro método utilizado para tener una estimacién
relativa de la densidad de una suspensién bacteriana con-
sistfia en medir la absorcién a 660 nm en el espectrofot6-
metro Gilford ya descrito. Era necesario hacer una curva
de calibracifén con diluciones convenientes resultando ser

lineal el aparato entre 0,019 y 0,8 unidades de absorcidn.

2.2.6. PREPARACION DE CROMATOFOROS

Las bacterias se trituraron con alfimina a razdén
de 2,5 g/g de peso hfimedo de cé&lulas. En el modo manual
se empled un tiempo de unos 5 minutos para 3-5 g de peso
himedo de células, mientras que en el modo automdtico se
empled 1 minuto para la misma masa de cé&lulas. Para obte-
ner centros de reaccidén purificados se trituraban unos
30 g de peso himedo de cé&lulas en un mortero de mayores

dimensiones, accionando manualmente: durante 25 minutos.

El triturado se extraia con tampén 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 alfmi-
na. El sobrenadante se volvia a centrifugar a 27.000 x g

durante 15 min en las mismas condiciones anteriores, con
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lo cual se conseguia sedimentar las células enteras, la
alGmina restante, restos grandes de membrana, paredes ce
lulares, etc. Se recogid el sobrenadante que se sometia

a una doble ultracentrifugacién a 80.000 x g durante
30-40 min a 4°C en ultracentrifuga Beckman descritas en
la seccidn 2.1.3. apartado h). Se desechaba el sobrenadan
te poco pigmentado y el sedimento se resuspendia en tam-
pén Tricina 50 mM pH 8.0 y glicerina (50% v/v) (Aéggmnm=20L
que se repartia en tubos y se guardaba a -20°C y en la
oscuridad hasta su utilizacién que no excedia de un mes y
medio. A esta mezcla nos referiremos a lo largo de la me-
moria como solucibén de cromatdforos. En estas condiciones
los cromatb6foros conservaban bien todas las propiedades
analizadas a lo largo de esta memoria, al menos durgnte

el tiempo descrito.

Cuando los cromat&foros se iban a destinar para
extraer los centros de reaccibén, se utilizé tampbn fosfa-
to s6dico 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 ma&ximo rendimiento de membranas pigmenta-
das y los cromat6foros obtenidos se utilizaron inmediata-
mente o se guardaron‘durante un dia a 4°C.

2.2.7. DETERMINACION DE LA BACTERIOCLOROFILA

El contenido de bacterioclorofila de una sus-
pensidn de cromatbforos se llevé a cabo en los espectro
fotbmetros Hitachi o Cary 14R, utilizando un coeficiente
de extincién (E) de 153 nM L. cm~!

1966) .

a 878 nm (Clayton,

El contenido de bacterioclorofila de una suspen

sién de células intactas se realiz6 en el espectrofotfme-
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tro Hitachi en posicién "DUAL" utilizando 879 nm como A
de medida y 930 nm como )\ de referencia, o en el Cary
considerando como cero la absorcién a 930 nm y midiendo
la absorcibén a 879 nm. Las suspensiones se diluifan en
todos los casos hasta 0,25 unidades de absorcién a 660 nm
determinado en el Gilford. El1 coeficiente de extincibn

1

empleado para los c8lculos era de 173 mM~1l.cm™" (Giménez

Gallego, 1977).

2.2.8. DETERMINACION DE PROTEINA

Para todas las determinaciones de concentracién
de proteina se sigui6 el método de Lowry et al., (1951),
usando una solucién de albGmina de suero bovino como pa-
trdn.

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

Las cé&lulas cultivadas para este fin se centri-
fugaron 2.000 x g durante 10 min a temperatura ambiente.
Se resuspendieron en tampén fosfato 10 mM pH 7.0 contenien
de 17 mM de p-hidroxibutirato s6dico, a razbn de 0,9 mg
peso seco/ml de suspensifn. La mezcla se repartia en tubos
de ensayo Kimax de 15 x 1,6 cm, se cubria con 4 ml de acel
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 conveccidén de la parafina liquida.

En el fondo de cada tubo se colocd una barra

imantada de 11 x 5 mm que se accionaba mediante el agita-
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dor magnético descrito en la seccién 2.1.3., apartado 1i).
En este experimento se trataba de obtener varios tipos

de informacibn: a) niveles de ATP al cabo del tiempo de
incubacién, b) niveles de ATP en células respirando en
oscuridad, para lo cual se aireaba la suspensién durante
30 s con una aguja hipodérmica conectada a una bomba

de aire y c) niveles de ATP en células haciendo fotosin-
tesis, para lo cual se iluminaba la suspensién durante 30
s con dos lamparas reflectoras de 100 W colocadas a am
bos lados del tubo a una distancia de 20 cm entre si. Las
suspensiones se agitaban previamente durante 15 s, se
hacfa el tratamiento correspondiente que se finalizaba
anadiendo 2 ml de ClO4

rante 15 s mds para conseguir una distribucibén homogé-

H 6M y se continuaba agitando du-

nea del reactivo. Las mezclas &cidas se mantenian 10 min
a temperatura ambiente, a continuacién se metian en hielo
durante algfin 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
agitacién a pH 7.4 * 0.02 con una solucién 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 Cl0,K. Los sobrenadantes se dejaban en hielo has
ta la valoracién del ATP de las soluciones.

La valoracién deATP se llevd a cabo por el méto
do de la luciferina-luciferasa. El enzima se extrajo de
abdémenes secos de luciérnaga,para lo cual se maceraron en
un homogenizador de vidrio y en frio 4 mg de abd6menes por
cada ml de una solucidn de AsO,H, Na previamente neutraliza
da a pH 7.4 con SO,H,. El extracto se centrifug6 a 35.000

x g durante 15 min a 4°C, aprovechédndose el sobrenadante
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que se guardd en frio hasta su uso.

La luminiscencia se midi6 mediante el sistema
de aparatos descrito en la seccién 2.1.3., apartado n).
La mezcla de ensayo contenfa: tricina 40 mM pH 7.4, 2.3
ml; SO4Mg 0,10 M, 0.2 ml; extracto, 50 mal; ATP 12.5 M,
5 ul; 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 llevd a
cabo un calibrado para determinar la conservacidén del ATP
extraido a lo largo de todo el proceso. Para ello se repi
ti6 todo el proceso pero sin células, poniendo en su lugar
cantidades conocidas de ATP. La recuperacibén fué& préxima
al 100%. También era necesario conocer los limites entre
los gque era lineal la dependencia entre el ATP y la inten
sidad de corriente que aparecia en el &nodo del fotomulti
plicador como consecuencia de la luz emitida por la mez-
cla de reaccidén al anadir 1uciferina-1uciferasé. Para ello
se repitid 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 dnodo corres
pondientes a diferentes cantidades de ATP. El coeficiente
de correlacién‘es 1.0 (Giménez-Gallego, 1977).

2.2.10. ESPECTROS DIFERENCIALES INDUCIDOS POR REACTIVOS
QUIMICOS

Se colocaron las dos cubetas del espectrofotd-
metro, referencia y muestra, a igual concentracién de
bacterioclorofila (10 mM). Se anadieron 10 pl de una so-
lucidén de ferricianuro pot&sico 1M en la cubeta muestra
(3.33 mM final), se esperd aproximadamente 1 minuto y se
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TABLA I

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

ATP (nmoles) Ade la corriente de &nodo (unA)
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 ecuacibén que relaciona el incremento (A) con el ATP
presente en la cubeta (x) es: A = 1.058x + 0,021.
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corrid el espectro entre 920-750 nm. A continuacién se
anadi6é a la misma cubeta muestra ascorbato s&dico en
polvo en exceso para reducir al ferricianuro disuelto y
toda la bacterioclorofila que habia sido anteriormente
oxidada. De nuevo se registrd el espectro y se calculd
la diferencia cada 5 nm entre el espectro oxidado y re-

ducido.

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 suspensién de cromaté6foros con 3 unidades de ab-
sorcifn a 880 nm. A una de las cubetas (muestra) se ana-
dieron 10 ml de una solucidn 0,5Mde ferricianuro/ferrocia
nuro = 50. Se esperd 5 minutos y se registrd el espectro
frente a cromat6foros sin tratar entre 850-~730 nm. A los
10 minutos se anadieron 10 ul de ascorbato s6dico 1,48M a
la cubeta muestra e igual volumen de agua destilada a la
referencia. En el minuto 15 se corri6 de nuevo el espec-
tro que se resté.del anterior mediante un pequeno ordena
dor Tracor Northern, Modelo NS-570.

2.2.12. CAMBIOS FOTOQUIMICOS

Los cambios de absorcibén 6ptica inducidos pbr
luz en cromat6foros a 1245 nm se analizaron en el espec-
trofotfmetro Cary. La luz actinica se selecciond con un
filtro azul de banda ancha refrigerado por agua para evi
tar el excesivo calentamiento al absorber los rayos in-
frarrojos. E1 fotomultiplicador se protegid con el filtro
1000,7 de Baird-Atomic que transmitia muy bien en la lon-
gitud de onda analizada. La concentracién de bacterioclo-
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rofila era de 20 unidades de absorcib6n a 880 nm en cubeta
de 1 cm. Se comprobd que estébamos saturando en luz aungque

la solucién era bastante densa.

El andlisis de los cambios fotoquimicos en la
regidén del infrarrojo cercano en cromatdforos se llevd
a cabo en el espectrofotdmetro Hitachi utilizando como
fuente de luz actinica el proyector descrito en la seccién
de aparatos, equipado con un filtro IR total para absorber
los ravos infrarrojos y ewvitar el calentamiento del filtro
utilizado para seleccionar dicha luz actinica, el filtro
K-3. Se comprobd que estdbamos saturando en luz actinica
para estos cambios. La modificacibén del sistema de ilumina
cién se debib a la alta fluorescencia que presentaban los . _
cromat6foros de F24 y F24.1,lo que provocaba fuertes inter
ferencias en las medidas de variacibén de absorcién induci-
das por la luz actinica del espectrofotémetro. Mediante el
nuevo sistema de iluminacidn las cubetas podian colocarse
en la clmara mis alejada del fotomultiplicador con lo cual
las interferencias con la luz de fluorescencia eran despre
ciables. El fotomultiplicador se protegia con diversos fil
tros interferenciales Schott dependiendo de la longitud de
onda de medida, que coincidia con el mé&ximo de transmisidén
del filtro utilizado, a saber: 912; 904; 894; 877; 869; 862;
851; 842; 831; 819; 812; 801; 788; 764; 751 nm. Los croma-
t6foros se diluyeron en Tricina 50 mM pH 8.0 hasta una con
centracién de bacterioclorofila de 5 uM.

Los espectros de los cambios inducidos por luz en
la regibn entre 440-650 nm en cromaté6foros se hicieron en el
espectrofotémetro Cary. Laluz actinica se filtrd a través de un
filtro 870 Baird-Atomic y se protegi6 el fotomultiplicador
con el filtro azul de banda ancha Schott BG 18. Se com-
prob8 que se saturaba en luz para los cambios analizados.

La mezcla de reaccibn era: Tricina 50 mM pH 8.0
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0,73 ml; succinato Na 50 mM, 0.033 ml; C12Mg 150 mM,
0.033 ml; cromat6foros, 0.2 ml. La concentracibén de bac-
terioclorofila era de 4 unidades de absorcibén medida a
880 nm en cubeta de 1 cm. El1 efecto de desacoplantes so-
bre los cambios electrocrfmicos inducidos por luz se lle
v6 a cabo en el espectrofotémetro Hitachi utilizando el
modo DUAL midiendo los cambios a 518-502 nm. Los cromatS-
foros se suspendieron en los mismos reactivos que para
los espectros aunque en este caso la concentracibén de bac
terioclorofila era de 2,0 unidades de absorcién. La luz
actinica se seleccion6 con el filtro BIR. 888 de Balzers.

2.2.13. MEDIDAS DE CONSUMO DE OXIGENO POR SUSPENSIONES
CELULARES

Se determiné la velocidad de consumo de 0, en
suspensiones celulares midiendo polarogrdficamente el con
tenido del mismo en la suspensifn, utilizando el electro-
do de oxigeno descrito en la seccién 2.1.3. apartado c).
Las células se resuspendieron en medio fresco a razén de
0,17 mg peso seco/ml y se mantenian a 30°C gracias al ter
mostato Lauda. La luz actinica procedia de un proyector
de diapositivas 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. ’

2.2.14. FOTORREDUCCION DE AZUL DE TETRAZOLIO

La velocidad de reduccién de azul de tetrazolio
en cromatéforos se determiné registrando la variacién de
absorcibén a 590 nm en el espectrofotémetro Hitachi. La luz
actinica se filtr6 a través del filtro BIR 888 llegando a
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la cubeta una intensidad de 78 W.m-z. Previamente se com-

probd que la longitud de onda medida era un punto isosbés
tico ya que no se encontr6 ningfin cambio adicional al ilu
minar la cubeta con todos los reactivos excepto el azul

de tetrazolio. La mezcla de reaccibn 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, 0.2 ml;
glucosa 375 mM, 0.1 ml; glucosa-oxidasa 10 mg/ml, 0.1 ml;
cromat6foros 0.2 ml; se cubribé la mezcla con 1 ml de vase
lina gaseada previamente con Argon para evitar la difusibn
de aire hacia la mezcla de reaccidn. La concentracifn de

-1

bacterioclorofila era de 5.6 M. Se usé un E = 28 mM “.cm

2.2.15. FOTOOXIDACION DE DCIPH2

La cinética de oxidacién del DCIPH, en cromatS-
foros se registrd en el espectrofotémetro Hitachi midien-
do el cambio inducido por la luz a 586 nm. El DCIPH2 es
incoloro y el DCIP azul. La oxidacién, provocada quimica-
mente o por luz, puede observarse registrando el cambio
de absorcibén a 586 nm que resultd ser un punto isosbé&sti-
co para dicho cambio. La luz actinica se filtr6 a través
del filtro BIR-888 llegando a la cubeta una intensidad de
78 W.m-z. La mezcla de reaccién estd compuesta de Tricina
50 mM pH 8.0, 2.57 ml; cianuro potésico 30 mM, 0.1 ml; as
corbato s6dico mM, 0.1 ml; DCIP 3 mM, 0.03 ml para 30 uaM
en la mezcla final 6 0.2 ml para 200 M en la mezcla final
cromatéforos 0.2 ml. La concentracién de bacterioclorofila

fué de 5.6 uM. Se us6 un E = 30 mML.em™L.

2.2.16. FOTOFOSFORILACION CATALIZADA POR CROMATOFOROS

La fotofosforilacibén se llevd® a cabo en tubos
de ensayo Kimax de 11 cm de di&metro interno. La ilumina-

1

.
’
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cibén actinica se suministraba con un proyector de diaposi
tivas equipado con el filtro IR-total. La luz que llegaba

a la mezcla de reaccibén era de 60 W.m—2

. La mezcla de reac
cién en 3 ml de volumen contenia: Tricina pH 8.0, 32.5 mM;
ADP, 0.5 mM; PO4HK2, 5 mM; Cleg, 5 mM; glucosa, 25 mM;
bacterioclorofila, 1 pM. Para las reacciones anaerbbicas
se anadian 14 unidades de glucosa-oxidasa (E.C.I.I.3.4.;
Sigma Chemical Co. No G-6125) y se cubria la mezcla con

2 ml de aceite de parafina. Las mezclas de reaccibén se in-
cubaron 3 min en la oscuridad a 25°C en un bano de paredes
transparentes. Los tubos se iluminaban durante 3 min y se
paraba la reaccidén anadiendo 1.5 ml de ClO4H 3M. Tras per
manecer 10 min a 0°C se tomaban 2 ml de muestra que se
anadian a 5 ml de AsO4H2Na, 0.5M neutralizado a pH 7.4 con
SO4H2. La mezcla resultante se neutralizaba a pH 7.4 t o0.02
con KOH 2M. El proceso se continuaba como se indica en la
seccibén 2.2.10.

2.2.17. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

La electroforesis se llev6é a cabo con el sistema
fosfato-urea-SDS. El proceso consta de varias partes funda
mentales: preparacidén de soluciones, preparacién de los ge
les y muestras de andlisis, montaje del aparato, desarrollo
de la electroforesis, tincibén y destenido de los geles.

La solucibén A, denominada tampén de geles y elec
trodos, estaba formada por: fosfato s6dico 100 mM pH 7.0;
Urea 1M; SDS 0,2%; HZO destilada hasta 2 1. La solucién C,
que ha de prepararse el mismo dfa de hacer la electrofore-
sis, constaba de: acrilamida 5 g; tetrametilen bis-acrila-
mida 0.17 g; H20 destilada hasta 25 ml. La concentracién
de acrilamida era por tanto de 20% y la relacién bis-acri-

lamida/acrilamida de 1/29. La solucibén denominada tampén de
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incubacién estaba formada de: fosfato s6dico 10 mM pH 7.0;
SDS 8%; ﬂ -mercaptoetanol 2%; Urea 0.5 M; sacarosa 20%. En
el momento oportuno se preparaba la mezcla polimerizante:
15 ml de la solucidén A; 15.5 ml de la solucién C; 1.5 ml
de persulfato aménico 0.5% y 35 ul de Temed, quedando

los reactivos a unas concentraciones finales de: acrilami-
da 10%; SDS 0.1%; Urea 0.5M; fosfato s6dico 50 mM; persul-
fato 0.025%; Temed 0.1%.

Los tubos (10.5 x 0.6 cm) se hervian con agua
destilada en presencia de una pequena cantidad de SDS. Se
pasaron una vez por agua destilada y se secaron en una es
tufa a 60°C. Una vez secos se dejaron enfriar a temperatu
ra ambiente y se colocaron en una plataforma met&lica con
12 huecos, especialmente disenada para tal fin. Se tapaba
el fondo de los tubos con papel de parafina, se anadian
3 gotas de sacarosa al 40% y se rellenaban con la mezcla
polimerizante hasta 0.5 cm del extremo superior que se
ocupaba con agua destilada, puesta con mucho cuidado para
nodistorsionar la superficie de la mezcla polimerizante.
Con ello se trataba de conseguir una interfase completa-
mente plana, -condicibén esencial para obtener una buena
electroforesis. La mezcla se dejaba poliherizar durante
60 min a temperatura ambiente. Los cromat6foros se dilu-
yeron en tampbén fosfato 10 mM pH 7.0 hasta 4 mg proteina/
ml y los centros de reaccién como m&ximo hasta 1 mg pro-
teina/ml; se mezclaban iguales volfimenes de muestra pro-
teica y tampbén de incubacibén y se dejaba reaccionar duran
te 15 min a 40°C para conseguir una desnaturalizacién com
pleta de las proteinas. Se dejaban enfriar a temperatura
ambiente durante 5 min y se anadia una gota de azul de
bromofenol al 0.05%.

Tras la polimerizacidn de los geles se procedia

al montaje del aparato. El tampdén de electrodos se diluia
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1/2 y se anadian 2 1 a la cubeta inferior, se montaban los
tubos sobre la cubeta superior y se rellenaba con los otros
2 1 de tampbén. Se procuraba que no quedasen burbujas de
aire en la interfase de los geles y el tampbén de la cubeta
inferior para no interrumpir el paso de corriente a través
de los tubos. Se colocaron las muestras proteicas (30 mul en
cada tubo) sobre el lecho de los geles, muy cuidadosamente
para conseguir una capa compacta y evitar la difusidn a tra
vés del liquido. Se cerraba la cubeta superior y se conecta
ban los electrodos a la fuente de alimentacibén graduada a
razén de 2 mA/gel durante 30 min para conseguir un frente
nitido y después a razbn de 4 mA/gel hasta finalizar 1la
electroforesis que se conseguia 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-
merizacidén que pueden interferir en la marcha electroforé-

tica.

Tras desconectar la fuente de alimentacidn, 1los
~geles se sacaron de los tubos mediante una aguja hipodér-
mica conectada a una jeringa con la que se introducia agua
entre las paredes del tubo y el gel consiguiendo la sepa-
racién. A continuacién se tenian y se fijaban en una solu
cibén 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-
cién por una de &acido acético al 10% (v/v) e isopropanol
al 10% (v/v) durante 60 min a temperatura ambiente. A con
tinuacién se destiheron los geles a temperatura ambiente
en una solucibén de &cido acético al 10% (v/v) que se reno
vaba temporalmente.

Una vez que el fondo de los geles se encontraba
completamente incoloro se procedia a fotografiarlos o ha-
cer el barrido en un espectrofotdémetro especialmente adap
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tado para ello.

2.2.18. DETECCION DE SEMALES EPR EN CROMATOFOROS

Los cromat&foros de las distintas estirpes, con

lcem _ . . ,
880nm 60, - se introdujeron en la cavidad rectangu-

lar, con una capacidad de 300 ml, del aparato ya descri-

una A

to. La iluminacién actinica se suministraba con un pro-
yector de diapositivas cuya luz pasaba a través de una
rejilla que poseia la c&mara de resonancia del espectro-
fotémetro. La luz que llegaba a la muestra era saturante
pues colocando un filtro IR-total que absorbe los rayos
infrarrojos, no se registrd disminucibén de la sefial. En
los experimentos con el compuesto oxidante ferricianuro
potisico se anhadia a una concentracibén 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 mis
ma eran 9,7 GHz y 40 mW respectivamente, mientras que la
corriente gque pasaba por el diodo era de 180 mA. La fre-
cuencia del campo magnético y la modulacién del campo eran
de 100 KHz y 3.2 Gpp respectivamente. El aparato funciona-

43B. Los espectros se re-

ba con una ganancia de 1.25 x 10
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 consistia en la solu
bilizacibén de los centros mediante el detergente LDAO. Una
suspensién de cromat6foros en tampbén fosfato s6dico 50 mM
pPH 8.0, a una absorcién de 75 unidades a 880 nm en cubeta de
1 cm, se dilufa con el mismo volumen de tampdn frio, al

cual se le habia anadido el detergente, quedando a una con
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centracidén final del 0.5%. Con mayores concentraciones de
detergente el rendimiento de la solubilizacidn era mayor
aunque la fraccibn estaba mds impurificada. La solucién

se dejaba en presencia del detergente durante 1 h a 4°C y
en la oscuridad. A continuacibén se diluia 2,5 veces con
tampén frio y se centrifugaba 2 h a 105.000 x g en una cen
trifuga refrigerada a 4°C. El sobrenadante, de color pardo,
se recogia cuidadosamente para no remover el sedimento. A
esta fraccidén la denominaremos S,. En ella se deben obser-
var las caracteristicas espectrales del centro de reaccidn;
en caso contrario el detergente no ha actuado correctamen-
te.

El paso siguiente consiste en dos precipitaciones
sucesivas con SO4(NH4)2. A la fraccibn So se le anadia len
tamente y con agitacidén suave la sal triturada hasta 35%
de saturacibén. 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? 242 en donde quedaba retenida la bacteriocloro-
fila de antena contaminante. El filtrado se llev6 en idén-
ticas condiciones a las de antes‘hasta el 45% de saturacidn
de sulfato ambénico 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 resultante se pasa-
ba a través de un filtro de papel Albert en donde quedaba
retenida una fraccidén de color pardo que eran los centros
de reaccibén. Dicha fraccibén se resuspendia en un volGmen
minimo de tampén Tris-ClH 10 mM pH 8.0 y se dializaba toda
la noche contra 4 1 del mismo tampén 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 constitufa la preparacién de P870 purificado.

Normalmente, con el proceso anteriormente expues-
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to no era suficiente para obtener centros de reaccién
electroforéticamente puros, siendo necesario continuar

el proceso mediante doscromatografias de afinidad sucesi-
vas sobre DEAE-Celulosa. Se equilibraba la columna (8 x
1,9 cm) con tampén Tris-ClH 10 mM pH 8.0 con Triton X~100
0.1 g/100 ml. Se pasaba la suspensibén de centros de reac-
cibén, que quedaban retenidos por la resina formando una
franja muy concentrada de color pardo-rojizo. A continua-
cibén se pasaban 100 ml de Tris-ClH 10 mM pH 8.0 con Triton
X-100 0.1g/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 tampbén Tris-ClH 10 mM pH 8.0 con Triton X-100 0.1g/100
ml y ClNa 0.125 M con lo que se eluia el P870 en una frac-
cibén coloreada. El1 volumen de elucibén aproximado era de
25 ml. La fraccién pigmentada se dializaba conta 4 1 de
tampén Tris-ClH 10 mM pH 8.0 durante toda la noche ¥ en
frio, o se dializaba en una columna Sephadex G-25. Con el
Sephadex G-25 el proceso era mis r&apido, consiguiendo una
menor feofitizacién de los centros por efecto del deter-
gente. Se puede volver a repetir la cromatografia con lo
cual se suele conseguir un 90-95% de pureza, comprobacidn
que se hacia con una electroforesis sobre geles de polia-

crilamida.

Para purificar los centros de la estirpe mutante
fototr6fica F24.1 era necesario hacer varias modificacio
nes al método descrito pues el sulfato aménico desnatura-
lizaba los centros provocando su total feofitinizacidn.
Los cromat8foros en presencia del detergente se dilufan
3 veces con tampbén fosfato s6dico 60 mM pH 7.5. Para sos-
layar el paso de las precipitaciones con SO4(HN4)2 la frac
cibn S, se mezclaba con 2-3 g de la resina DEAE-Sephadex
humedecida previamente con tampén 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 resina con un co
lor pardo.

Dicha resina se resuspendia en 100 ml de tampbn
Tris-ClH con Triton X-100 0.1 g/100 ml y ClNa 0.1 M, se
dejaba otros 10 min en reposo. La suspensién se filtraba
de nuevo a través del mismo tipo de filtro. En el filtra-
do aparecia la feofitina contaminante de color verdoso. La
resina se resuspendia en un volfimen minimo de tampén Tris-
ClH 10 mM pH 7.5 con Triton X-100 0.1g/100ml y ClNa 1 M.
La suspensibén se filtraba de nuevo en idénticas condicio-
nes y se cogifa el filtrado que era la fraccién coloreada.
El filtrado se sometia a diflisis y se seguia el mismo
proceso que para la cepa silvestre exceptuando que se uti-
lizaba tampén Tris-ClH 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

Cultivos fototr6ficos se recogieron en fase expo-
nencial y se resuspendieron en medio de cultivo fresco que

dando a A 1,2 en cubeta de 1 cm de paso de luz.

880-930 nm
La suspensién se gaseaba con N2 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 suspensién bacteriana y

1 ml de Ficoll quedando por tanto a una A880-930 - 8.0.

La mezcla se gaseaba nuevamente con N2 durante 5 min para

conseguir una buena anaerobiosis y una suspensién homogé&-
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nea. Sobre ella se colocaba 1 ml de aceite de parafina
gaseada para evitar la difusidén de aire hacia la fase
acuosa. La cubeta se dejaba en reposo 15 min antes de co
menzar las medidas de los cambios fotoquimicos. Todo el
proceso se hacia en oscuridad o luz muy tenue. En general
se midieron variaciones de transmisifn; los aparatos se
calibraron de tal forma que 100% de transmitancia corres-
pondia a 10 v. Gracias al promediador ya descrito, se po-
dia acumular una sefal todas las veces que fuesen necesa-
rias hasta obtener una buena relacién senal/ruido. Tambié&n
se podia amplificar la senal las veces que fuesen conve-
nientes. El registro aparecia en una pantalla que se foto
grafiaba con una Tektronix Camera, modelo C-12. A partir de
dichas fotografias se han obtenido las gr&ficas que se ex-
ponen en la seccidn de RESULTADOS.

2.2.21. MEDIDAS DE INDUCCION DE FLUORESCENCIA

La luz procedente de una ladmpara de Xenon se
filtraba a través de una capa de agua y de un filtro 9-54
Corning. Entre el sistema de iluminacién y la muestra a
analizar se colocaba un obturador accionado eléctricamen-
te. La sefial se detectaba mediante un fotomultiplicador
Hamamatsu R663 que se protegia con un filtro RG-8 Schott.
La sefial aparecia en la pantalla de un osciloscopio
Tektronix, modelo 543B, de donde se tomaban las fotogra-
fias mediante una Tektronix Oscilloscope Camera, modelo
Cc-12.
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3. RESULTADOS

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

Mediante mutagénesis con nitrosoguanidina y pos
terior seleccibn con penicilina (del Valle-Tasc6n, 1975)
se obtuvieron varias estirpes mutantes no fototr&6ficas a
partir de las silvestres R. rubrum S1 y R. rubrum S1-T. A di
chos mutantes les hemos denominado F24, T102, T90, T83 y

T78. Debido a la imposibilidad de crecer fototr6ficamente
fue necesario cultivarlos en condiciones semiaer&bicas que,
como ya se expuso en la INTRODUCCION, permiten la sintesis
del aparato fotosintético.

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). S6lo se
representan dos espectros ya que el S1-T y los demés mu-
tantes mostraron espectros similares a S1 y F24 respecti
vamente. El m&ximo, que en S1 estd 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 reaccibn, es fAcilmente detectable en cromatd-
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 extraidos con

acetona/metanol (7/2) mostraton espectros similares al de
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1.- Espectro de absorcién en el IR-cercano de cro-

matSforos de la estirpe silvestre Sl1.
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Fig. 2.- Espectro de absorcién en el IR-cercano de cro-

mat8foros de la estirpe no fototréfica F24.
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la estirpe silvestre en el IR cercano y visible (Fig. 3-
4) (s6lo se representa el espectro de uno de los mutantes
ya que todos los demis dieron espectros parecidos). Las
bandas centradas alrededor de 770, 600 v 390 nm se atri-
buyen a la bacterioclorofila y las tres bandas centrales
se adscriben a los carotenos. Todo parece indicar que los
pigmentos de las estirpes mutantes tienen una composicidn

guimica normal.

3.1.2. ESPECTROS DIFERENCIALES OXIDADO-REDUCIDO

Estos espectros se han llevado a cabo oxidando
los cromat6foros con un oxidante quimico, el ferricianu-
ro potdsico, y reduciendo a continuacién con un reductor
quimico, el ascorbato sb6dico. La diferencia entre ambos
espectros nos da la bacterioclorofila que es capaz de oxi
darse y reducirse reversiblemente en estas condiciones
(Fig. 5-6) (s6lo se representan los eSpectros del S1 y
F24 ya que el T di6 igual espectro al S1 y los demis mu-
tantes dieron resultados comparables al F24). Cuando se
oxidan quimicamente los cromat8foros de la estirpe sil-
vestre tiene lugar una decoloracidn centrada alrededor de
870 nm y un desplazamiento hacia el azul de la banda de
803 nm. Estos procesos reversibles se han atribuido ex-
clusivamente a la bacterioclorofila de centros de reaccidn.
Sin embargo, la bacterioclorofila de antena tambi&n puede
sufrir procesos de 6xido-reduccibn reversibles en condi-
ciones fuertemente oxidantes, como se desprende de la de
coloracibén centrada a 880 nm en cromat6foros del mutante
no fototrdfico. Experimentos en curso en nuestro laborato-
rio tratan de caracterizar los cambios reversibles adscri
tos a la bacterioclorofila de antena. No obstante,el he-
cho m&s interesante para el desarrollo de esta memoria es

la ausencia de desplazamiento en la regi6n de 800 nm, lo
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Fig. 5.- Espectro diferencial de absorcién (oxidado-reducido)

de cromat&foros de la estirpe silvestre Sl.
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Fig. 6.- Espectro diferencial de absorcién (oxidado-reducido

de cromat6foros de la estirpe no fototr6fica F24.
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cual nos hace suponer gue estos mutantes son deficientes

totales del centro de reaccidn.

3.1.3. ACTIVIDADES FOTOQUIMICAS

Para llegar a un mejor conocimiento de las pro-
piedades de estos mutantes no fototr6ficos, se midieron al-’
gunas actividades fotoquimicas compar&ndolas con las encon

tradas en la estirpe silvestre.

Fotofosforilacibén: Cuando se iluminan cromatéfg

ros de la estirpe silvestre de R. rubrum fosforilan ADP.
Esta actividad se incrementa cuando a la mezcla fosfori-
lante se le anaden donadores ex6genos de electrones como
el par DCIP + ascorbato. En la Tabla II se muestran las
actividades fosforilantes de las estirpes silvestres y mu
tantes.

Fotorreduccifn de azul de tetrazolio: El1 azul de

tetrazolio es un compuesto de bajo potencial que puede
aceptar electrones procedentes de los aceptores secunda-
rios que existen en los cromatSforos. Este compuesto com-
pite con el oxigeno (actividad fotooxidasa) por los elec-
trones, de ahi la necesidad de mantener anaerfbica la mez
cla de ensayo. La velocidad de reduccibén de azul de tetra
zolio, en condiciones saturantes de reductores ex8genos,
nos da una idea indirecta de la cantidad de electrones que

circulan por los centros de reaccibén. (Tabla III).

Fotooxidacién del DCIP: Cuando se ilumina una

suspensidén de cromatéforos en presencia del par DCIP + as
corbato tiene lugar una oxidacién del DCIPH2 catalizado
por la bacterioclorofila del centro de reaccién por efec-

to de la luz actinica. El DCIP es nuevamente reducido por
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el ascorbato, credndose un equilibrio din&mico mientras
haya donador exfgeno de electrones. Como puede observar-
se en la Tabla IV, las cepas mutantes no presentaron nin
guna actividad de fotooxidacibén de DCIPHz, o ésta fue
muy escasa.

De los datos expuestos en este apartado se pue-
de concluir que los flujos ciclico y no ciclico 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 gque las es-
tirpes no fototrb6ficas descritas carecen del centro de
reaccidn.

3.2. REVERTIENTES ESPONTANEOS FOTOTROFICOS

A partir de los mutantes no fototr&ficos se ob-
tuvieron revertientes esponténeos, por récuperar su capa-
cidad de crecer en la luz. Mediante el método descrito an
teriormente se aislaron varias estirpes fototr&6ficas de
cada uno de los mutantes. Con ello se pretendia investigar
c6mo afectaba la reversién sobre los centros de reaccibn y
en iltimo té&rmino, sobre las propiedades fisiolb6gicas de
la bacteria R. rubrum. Esto nos permitiria conocer algo
mds sobre la estructura y. funcién de los centros de reac-
cibn.

3.2.1. REVERTIENTES PROCEDENTES DE LA ESTIRPE F24

Se aislaron 5 revertientes a partir de otras
tanﬁas colonias diferentes. A dichos revertientes les de-~
nominaremos F24.1, F24.2, F24.3, F24.4 y F24.5. Se prepa-
raron cultivos fototr&6ficos y se determinaron los espec-

tros de los pigmentos en el IR-cercano. Las cuatro prime-
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ras estirpes dieron espectros préacticamente idénticos, con
un P800 muy disminuido y la banda principal desplazada
2 nm hacia \ mayores con respecto a la estirpe parental
F24. (Fig. 7) (sb6lo se representa el espectro de la F24.1).
La estirpe F24.5, por el contrario, presenta un espectro que
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 fototr&fica T102: T102.2; T102.3;
T102.4; T102.5 y T102.6. Se cultivaron en condiciones foto
tr6ficaé3zseregistraron los espectros representados en las
Fig. 9-13. Como muestran dichas figuras se obtuvieron re-
vertientes con fenotipos diferentes, observ&ndose distin-
tos niveles de P800, respecto a R. rubrum S1-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 fototr6ficos esponténeos
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 absorcidén en el IR-cercano de
cromat6foros de la estirpe revertiente F24.1

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

crecida en la 1luz.
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Fig. 9.- Espectro de absorcién en el IR-cercano de cro
mat6foros de la estirpe revertiente T102.2

crecida en condiciones fototr6ficas.
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Fig. 10.- Espectro de absorcién en el IR-cercano de
cromatb6foros de la estirpe revertiente T102.3

crecida en la luz.
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Fig. 11.- Espectro de absorcibén en el IR-cercano de
cromatb6foros de la estirpe revertiente

T102.4 crecida en la luz.
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Fig. '12,- Espectro de absorcién en el IR-cercano de
cromat6foros de la estirpe revertiente T102.5

crecida en condiciones fototr6ficas.
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Fig. 13.- Espectro de absorcidn en el IR-cercano de cro-
matSforos de la estirpe revertiente T102.6 cre

cida en condiciones fototr6ficas.
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Fig. 14.- Espectro de absorcién en el IR-cercano de
cromat6foros de la estirpe revertiente

T90.1 crecida en la luz.
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dichos revertientes, par&metro que nos indicaria la capa-
cidad fotosintética de las estirpes con distintos niveles
de P800. Sorprendentemente se comprob6 que todas las re-
vertientes crecian a una velocidad normal o préxima a la
normal con respecto a sus silvestres (datos no presentados

aqui).

Varias preguntas importantes cabe hacerse a la
vista de los resultados anteriormente expuestos. ¢Existe
un segundo centro de reaccibn que opera en R. rubrum y que
se encuentra enriquecido en las estirpes fototr&6ficas de-
ficientes en P800? ¢Es posible que el centro de reaccibn
normal se haya modificado estructuralmente dando lugar a
un espectro diferente o a una variacibén en el estado redox
de la bacterioclorofila especial del centro de reaccién?
¢Es suficiente una pequena cantidad de centro de reaccibn
normal para satisfacer las necesidades energéticas en un
crecimiento fototré6fico de R. rubrum, estando en exceso en
la cepa silvestre?. Para atacar el problema se ha elegido
F24.1 como material de estudio compardndola en todo momen
to con S1 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 present§ en la Fig. 7 el espectro
de los pigmentos de cromat6foros en la regién.del IR-cer-
cano, era interesante comprobar si existia alguna diferég
cia en otras regiones del espectro. Para ello se hicieron
los espectros de cromat6foros de las cepas S1, F24 y F24.1
en el IR-cercano y visible (Figs.15-17). Como se desprende
del andlisis de los espectros, las finicas diferencias ob-
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servadas corresponden al IR-cercano ya descritas anterior
mente (Fig. 2 y 7). Las dem&s 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 regibn visible per-
fectamente equiparables al silvestre (Fig. 18).

Por tanto, podemos afirmar que los pigmentos de
F24.1 no presentan ninguna modificacién importante, aparte
de las del centro de reaccidn, tanto en su composicién qui
mica como en su distribucién y orientacién en las membra-

nas fotosintéticas.

3.3.2. CURVAS DE CRECIMIENTO FOTOTROFICO

Cuando se transfiere un preinbSculo semiaeré6bico
de F24.1 a condiciones fototr6ficas sufre un retraso antes
de comenzar a crecer, (experimentos en curso tratan de ana
lizar los factores que pueden influir en dicho retraso).
Sin embargo, cuando se parte de un preinbculo fototr&6fico
el comienzo del crecimiento es inmediato, no apareciendo
retraso alguno. En cualquier-caso, el crecimiento exponen-
cial en condiciones fototr6ficas de F24.1 es pr6éximo al nor-
mal, como se desprende del célculo de los tiempos de gene-
reacién 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 experimentd crecimiento alguno. Asimis
mo, se encontrd el mismo rendimiento fototr6fico en ambas
estirpes, S1 y F24.1, prueba evidente de que no funcionan

procesos fermentativos en presencia de luz en F24.1.
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Fig. 19.- Crecimiento depe‘ndien'te de luz de R. rubrum.
Células crecidas previamente en la oscuridad
(A, ®) y células crecidas previamente en la
luz (A ,0), de las estirpes silvestre (®, O)
y F4.1 (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 fos
forilacién inducida por luz en cé&lulas enteras. Para ello
se media la acumulacibén de ATP en céiulas enteras, después
de un breve tiempo de iluminacién (ver MATERIALES Y METO-
DOS) . Como se muestra en la Fig. 20 los resultados concuer
dan con lo que cabria esperar:la estirpe F24.1 crecida en
la luz acumulaba cantidades de ATP similares a la estirpe
silvestre S1, cosa que no ocurria con células de F24.1 cre
cidas en la oscuridad. Dichos datos corroboran la existen-
cia de un aparato fotosintético funcional en las células
de F24.1 fototré6ficas, y la presencia en F24.1 semiaer&bi-
co de un aparato fotosintético incompleto, indicando que
durante el periodo de retraso en el crecimiento se sinteti
za algfin componente esencial para que la funcién 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 cé&lulas
de F24.1 crecidas en condicionessemiaerfbicas podria ser
debido a la inactivacién de los centros de reaccidén de es

ta estirpe por el O Esa podria ser la razbén de la ausen

cia de P800 en el ezpectro de la Fig. 7. Tal interpreta-
cibn no parece ser correcta ya que el aparato fotosintéti
co de células de F24.1 crecidas en la luz es funcional in
cluso en presencia de 02: células fototr6ficas del rever-
tiente sufrian una dr&stica inhibicién del consumo de 0,
cuando se iluminaban, de manera similar a lo que ocurria
en S1 (Fig. 21). Esta inhibicibn requiere conservacién de
energia (Ramirez et al., 1968) y no se observa en mutantes
con centros de reaccidén no funcionales (Takemoto et al.,
1974) o en células de F24.1 crecidas semiaerdbicamente

(Fig. 21).
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Con los resultados expuestos en esta seccibn se
puede concluir que las células fototr6ficas de la estirpe
revertiente F24.1 realizan fotosintesis con una eficiencia
préxima a la normal, a pesar de poseer una pequefiisima can
tidad de P800. Para intentar llegar a un conocimiento més
detallado y preciso de los mecanismos que operan en F24.1
hemos analizado detalladamente los centros de reaccibén de
dicha estirpe mutante asf como las reacciones mé&s fntima-
mente relacionadas con la separacién de cargas que tiene
lugar en los mismos. Nuestro estudio consta de tres partes
fundamentales: determinacibén del tipo o tipos de centros
de reaccibén que funcionan en F24.1 y cuantificacién de los
mismos, andlisis del potencial de membrana generado por la
luz en cromatéforos y caracterizacién detallada mediante
cinética rdpida de las reacciones de 6xido-reduccién indu-

cidas por destellos cortos en células 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 fototr&fico de un aparato fo
tosintético que funciona con una eficiencia pré6xima a la
normal en S1, se hacia necesario caracterizar y cuantifi-
car el centro o los centros de reaccibén 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 reaccibén daban actividades muy disminuidas
en F24.1. Esto nos ha obligado a utilizar técnicas muy sen-
sibles y muy variadas, para estar seguros de que los
resultados que se obtenian eran absolutamente fiables.

En esta misma linea comprobamos que ciertas inter-

ferencias, que eran despreciables en S1, se hacfian muy os-
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tensibles en F24.1, dificultando el anfdlisis de los datos.
Sin embargo, dichas dificultades se han solucionado en ca-

da momento 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 representa los espectros de los pig-
mentos de la regidn prdéxima a 800 nm, de una suspensién

lem_ 3 en el mdximo a 880 nm. Se

de cromat6foros con una A
aumentS la concentracién de pigmentos para ver de una ma-
nera mids clara las diferencias cuantitativas entre las es
tirpes silvestre S1, la mutante F24 y la revertiente F24.1.

800 nm 51V~ 2gog nm
(F24) se veia gque la se-

Cuando se hacian las diferencias A
(F24) y ABOO nm (F24.1) - A800 nm
gunda era como un 6% respecto a la primera. Ello parece
sugerir que el P800 presente en F24.1 es como un 6% res-
pecto al que existe en Sl1, si admitimos que la estirpe no
fototr6fica carece totalmente de P800.

No obstante,este cdlculo debe considerarse sblo
aproximado debido a la influencia que pueda ejercer sobre
la regién de 800 nm otras bandas cercanas. De hecho,un li-
gero desplazamiento de la banda principal puede tener una
fuerte influencia sobre la absorcién a 800 nm de F24 y
F24.1. Este problema se ha solucionado en parte restando
en cada espectro la absorcifén a longitudes de onda simé-
tricas en la banda principal; tales diferencias se repre-
sentan en la Fig. 22. Sin embargo, era necesario la cuan-
tificacién del P800 utilizando otros métodos md&s precisos.
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Fig. 22.- Espectro de absorcidn alrededor de 800 nm
de cromat6foros de las estirpes S1, F24 y

lem _
F24.1 (A880nm— 3).
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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-
matSforos de la estirpe silvestre con un oxidante quimico,
el ferricianuro poté&sico, tiene lugar un desplazamiento de
la banda centrada a 803 nm y atribuida al centro de reac-
cién (Fig. 5). Dicho desplazamiento no ocurre en cromatd-
foros de la estirpe no fototr6fica F24 (Fig. 6). Por el
contrario cuando se tratan los cromat6foros de F24.1 con
el ferricianuro poté8sico aparece un pequefio, pero claro
desplazamiento de dicha banda. Este desplazamiento es como
un 7% del registrado en S1 (Fig. 23). Esta forma de cuan-
tificar el desplazamiento de la banda de 803 nm, sirve pa
ra medir de manera precisa la cantidad de centros de reac
cibén que hay en una suspensién de cromat6foros. Sin embar
go,el utilizar reactivos quimicos en la regién de 870 nm
para cuantificar el centro de reaccibén induce a obtener
conclusiones errbneas, como las obtenidas por otros auto-
res (Barsky: and Samuilov, 1973), ya que en esta regibn
tienen lugar oxidaciones reversibles de la bacterioclorofi
la de antena que distorsionan y aumentan considerablemente
el espectro diferencial del centro de reaccibn.

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

-

Los datos obtenidos con oxidantes quimicos se
confirmaron cuando se utilizé luz actinica para provocar
los cambios. CromatSforos iluminados de la estirpe silves
tre presentaban varias caracteristicas importantes en el
IR-cercano atribuibles a procesos de Oxido-reduccién de la
bacterioclorofila de centros de reaccién: una decoloracibn
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 centros
de reaccién fotoquimicamente activos que existen en una
suspensién de cromat6foros, y la forma del espectro puede
indicar si dichos centros de reaccibén esté&n modificados

cualitativamente.

Asimismo cuando se iluminan cromat6foros aparece
un desplazamiento de la banda principal de la bacterioclo-
rofila 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 iniciacién en la separacién de cargas entre el donador
y el aceptor primarios en los centros de reaccién (efecto
electrocrfmico). Este desplazamiento nos da una idea de 1la
generacién de potencial de membrana inducido por la luz ac
tinica y que se aprovechard principalmente para sintetizar
ATP. Cuando se anadia un desacoplante del potencial de mem-
brana, como la Gramicidina D, desaparecia el desplazamiento
mostrando la forma del espectro algunas modificaciones,
principalmente en la regidén del P870. En el caso de la estir
pa F24.1, la modificacién del espectro diferencial por efec
to del desacoplante era muy pronunciada indic&ndonos que
una parte muy importante del cambio del P870 no era una
verdadera decoloracifn, sino un desplazamiento electrocrf
mico (Fig. 25). Por tanto, para cuantificar la decoloracién
atribuida al P870 en cromatSforos debemos de considerar
los cambios obtenidos en presencia de un desacoplante.

Varias conclusiones se pueden sacar del anélisis

de estos resultados:

a) La forma de los espectros inducidos por luz es indis-

tinguible en ambas estirpes fototr&6ficas.

b) La cantidad de P800 y P870 en F24.1 es aproximadamente
un 6% respecto a S1.
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c) El potencial de membrana generado por la luz actinica
es del mismo orden en ambas cepas (sobre este punto

,vVolveremos en secciones posteriores).

3.4.4. CINETICA DE LOS CAMBIOS FOTOQUIMICOS A 1245 nm

Los cromat&6foros en su estado reducido no pre-
sentan ninguna absorcién a 1245 nm. Sin embargo cuando los
cromat6foros o los centros de reaccibn purificados se oxi-
dan por efecto de la luz aparece una banda reversible en
esta regibn del espectro (Dutton et al., 1975; Fajer et al,
1974) . Bas&ndose en estos resultados y en las propiedades
de la bacterioclorofila, se ha atribuido dicha banda a la
formacién de un cation dimérico radical formado por el
P870 oxidado. Ademdis, el hecho de que en esta regién no ab
sorba la bacterioclorofila reducida ni ningGn otro compo-
nente de los cromat6foros hace que se considere a esta re-
gién muy apta para el andlisis de los cambios fotoquimicos
atribuidos a los centros de reaccidén. La fig. 26 represen-
ta la cinética de los cambios inducidos por luz en cromatd
foros de S1, F24 y F24.1. Las cinéticas son idénticas en
S1 y F24.1 aunque la magnitud del cambio es como un 6% en
F24.1 respecto al encontrado en Sl1. La estirpe no fototr6-
fica no experimenté ningfin cambio, tal como era de esperar.

3.4.5. CINETICA DE EMISION DE FLUORESCENCIA EN CROMATOFOROS

Las membranas fotosintéticas emiten luz fluores-
cente cuando son excitadas con luz actinica. La mayor par-
te de dicha emisifn se debe a la bacterioclorofila de ante
'na,siendo pricticamente despreciable la contribucién de los
pigmentos del centro de reaccién (Clayton, 1966). La presen
cia de centros de reaccidén en las membranas fotosintéticas
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disminuye el rendimiento méximo 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 reaccién purificados
(Heathcote et al., 1977). Sin embargo,el efecto amortigua
dor del rendimiento de la fluorescencia por los centros
varia dependiendo del estado redox quimico de tales cen-
tros de reaccién (Godik et.al., 1977) . Los centros en es
tado . activo o abiertos tienen un efecto mds marcado que
cuando estdn en estado inactivo o cerrados, siendo la in-

versa del rendimiento de la fluorescencia una dependencia
" lineal de la concentracién de centros de reaccién activos
(Clayton, 1966) . Como consecuencia de estas caracteristi-
cas, en la cinética de induccién de fluorescencia bajo ilu
minacidn continua aparece un incremento con el tiempo de
iluminacién dependiendo del nfimero de centros que se van
oxidando y que por lo tanto no pueden procesar la energia
canalizada por la antena. Por tanto, segfin apuntaron
Vredenberg y Duysens (1963), el anflisis detallado de las
cinéticas de induccibén de fluorescencia nos permite dis-
cernir sobre la presencia o no de centros de reaccifn en
una suspensién de cromat&foros.

Los resultados obtenidos con las estirpes objeto
de nuestro estudio no dejan ninguna duda sobre la ausencia
total de centros de reaccibén en F24 y la presencia de una
pequefiisima cantidad de los mismos en F24.1, como se des-
prende del alto rendimiento de fluorescencia y el an8lisis
comparativo de la parte curva de las cinéticas. (Fig. 27).

3.4.6. ESPECTROS EPR INDUCIDOS POR LUZ EN CROMATOFOROS

Otra té&cnica que hemos utilizado para analizar

el centro de reaccibn que opera en F24.1, es la de reso-
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nancia paramagnética electrdnica (EPR). Cuando se oxida
la bacterioclorofila de centro de reaccibén, ya sea quimi
camente o por efecto de la luz, da una sefial EPR de for-
ma gaussiana con unas constantes caracteristicas de

g = 2.0026 y una anchura de pico a pico de la derivada
primera de la curva AH~ 9,5G. (Bolton et al., 1969;

McElroy et al., 1972). la constante g = 2.0026, muy pr6-
xima al valor del electrén libre, indica que el electrbn
paramagnético estd muy deslocalizado sobre ‘la molécula de
bacterioclorofila, y la anchura AH=9,5G indica que en la
formacién de dicha senal intervienen un par de moléculas

seglin la f6rmula

AH. = AH._monémero

N N
siendo N el nimero de moléculas que forman el complejo
(Norris et al., 1971). Las senales encontradas en nuestros
experimentaos coinciden con las descritas para R. rubrum
(Fig. 28). Sin embargo la sefial de F24.1 resultd ser como
un 8% respecto a la encontrada en la estirpe silvestre.
Como era de esperar, cromat6foros de la cepa F24 no dieron
ninguna sefial EPR inducida por la luz.

3.4.7. ELECTROFORESIS DE CROMATOFOROS EN GELES DE POLIA-
CRILAMIDA

La técnica de electroforesis en geles de polia-
crilamida ha sido de mucha utilidad para estudiar las pro
teinas que forman parte de los cromatéforos. Quiz&s las
proteinas mejor estudiadas sean las que integran la tria-
da de los centros de reaccidn. Dichas proteinas pueden de
tectarse f4cilmente en este tipo de electroforesis gracias
a su situacidn caracteristica y a su mayor proporcifén cuan

titativa respecto a las otras proteinas,que pueden llegar a
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constituir hasta un 20% del total proteico (Clayton et al.,
1972). La Fig. 29 muestra los patrones electroforéticos de
cromat6foros de S1, F24 y F24.1. En la electroforesis de
S1 se aprecian claramente las tres bandas adscritas a los
centros de reaccibén, bandas a, b y ¢. En F24 aparece una
banda clara en la zona que corresponde a la proteina a en
el silvestre, mientras que las bandas b y ¢ son préctica-
mente indetectables. En F24.1, sin embargo, existe un
aumento de la proteina b, y posiblemente también de la ¢,
respecto a F24, aunque la tres bandas adscritas al centro
de reaccibén se encuentran muy disminuidas respecto a Sl.
Hasta el momento es inexplicable la mayor proporcién de
banda a en F24 respecto a F24.1, a no ser que las distin-
tas condicioneé de crecimiento influyan sobre los niveles
de dicho polipéptido. La otra diferencia importante entre
ambas estirpes estd a nivel de la banda b, la reversibn pa
ra el crecimiento fqtotr6fico parece implicar un aumento
claro de dicha banda. Posiblemente también ocurre lo mismo
para la banda ¢, aunque ésta es ms dificil de visualizar
en este tipo de electroforesis.

No hay razbn para pensar que las proteinas de
centro de reaccién de cromat6foros de F24 y F24.1 se hayan
agregado a otras proteinas variando su distribucién elec-
troforética, ya que en dicho caso hipotético otras bandas
mayoritarias tendrian que observarse en la regién de mayo
res pesos moleculares, situacién que no parece ser la rea
lidad ya que el resto del patrdén electroforé&tico es idén-
tico al de la estirpe silvestre. Por tanto, podemos concluir
que la triada de proteinas de centros de reaccibn es muy
deficiente cuantitativamente en F24 y F24.1 respecto a Sl.

3.4.8. PURIFICACION DE LOS CENTROS DE REACCION DE LAS CE-
PAS FOTOTROFAS S1 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 cromat6foros de las estirpes S1 y
F24.1 y no fototr6fica F24.
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a los centros de reaccibn en cromat6foros, el aislamiento
de dichos centros fotoquimicos constituiria un paso més
avanzado en su caracterizacién. El1 obtener los centros de
reaccidén aislados del resto de los componentes de las mem
branas fotosintéticas nos permitirfia hacer un anélisis mas
directo sobre las mismas. En las preparaciones de centros
de reaccibn purificados seria mucho mis f&cil analizar sus
propiedades espectrales y electroforéticas caracteristicas
ya que se evitarian todos los inconvenientes de la escasa
proporcidén de los mismos en cromatéforos de F24.1. Tales
andlisis apoyarian fuertemente la similitud o no de los
centros de reaccién que operan en ambas estirpes.

El problema presentaba mds dificultades en F24.1
debido a su escasa proporcibén de centros de reaccibdn. Di-
cha propiedad hizo necesario desarrollar té&cnicas distin-
tas a las empleadas para la estirpe silvestre, ya que una
pequefia contaminacién de bacterioclorofila de antena supon
drfa la imposibilidad de obtener resultados suficientemen-
te claros. Ademés, tal intento implicaba cultivar mayor can
tidad de células ya que habia que partir de un volumen ma-

yor de cromat6foros de la estirpe F24.1 (unos 500 ml de

1 cm = 75).

cromat6foros con A880 nm

3.4.8.1. ESPECTRO DE LOS CENTROS DE REACCION PURIFICADOS

El espectro de absorcién de centros de reaccibn
de F24.1 en la regifn IR-cercano presenta las mismas ca-
racteristicas que los de S1, tanto en su forma reducida
como oxidada (Fig. 30-31). En su forma reducida el espec
tro presenta tres bandas caracteristicas alrededor de
865, 802 y 755 nm, las dos primeras atribuidas a bacte-
rioclorofila y la otra a bacteriofeofitina. Cuando se
oxidan dichos centros con luz u oxidantes quimicos desapa
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Fig. 30.- Espectro de absorcién en el IR-cercano de centros

de reaccién purificados de la estirpe Sl: (—)

forma reducida; (---) forma oxidada.
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31. Espectro de absorcibn en el IR-cercano de centros de
reaccién 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 802 nm (P800) asi 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 reaccibén asi como sus in-
teracciones con el complejo no muestras diferencias detec-
tables, al menos hasta el nivel alcanzado, en ambas estir-

pes fototrb6ficas.

3.4.8.2. ELECTROFORESIS DE CENTROS DE REACCION

Fracciones muy purificadas de centros de reaccidn
de las estirpes S1 y F24.1 se analizaron en geles de SDS-
poliacrilamida, Aparte de las pequehas impurezas que se
aprecian en los patrones electroforéticos de la Fig. 33
destacan tres bandas muy mayoritarias adscritas a los cen-
tros fotoquimicos de reaccién. No se aprecian diferencias
significativas respecto a la distribucién de las tres ban-
das mayoritarias en S1 y F24.1, asf como en la mezcla de
ambas fracciones purificadas. Estos datos apoyan la simi-
litud de las proteinas de los centros fotoquimicos de reac
cién de ambas estirpes.

3.5. CAMBIOS ELECTROCROMICOS INDUCIDOS POR LUZ

Uno de los paré@metros clisicos empleados en el
estudio de energizacién de membrana consiste en el an§li-
sis de los desplazamientos de las bandas de absorcibn ads
critas a la bacterioclorofila de antena en el infrarrojo
cercano y a los carotenos en la regién visible del espec-
tro. Sobre el desplazamiento sufrido por la bacteriocloro

fila de antena ya se hablé someramente en el apartado 3.4.3.
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Fig. 32.- Espectro diferencial de absorcibén (oxidado-re-
ducido) en el IR-cercano de centros de reaccién

purificados de la estirpe F24.1.
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F24) Sl+F241 S

B

Fig. 33.- Electroforesis en SDS-poliacrilamida
de centros de reaccibn purificados de

S1 y F24.1 y una mezcla de ambos.



110

En esta seccibn nos limitaremos al andlisis de los cambios
electrocrémicos sufridos por los carotenos en cromat&foros
de las estirpes fototr&6ficas S1 y F24.1 cuando son ilumina-
dos.

Los carotenos involucrados en los cambios elec-
trocrémicos no representan sino una pequena proporcidn de
todos los carotenos que existen en los cromat&6foros (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 composicién quimica, poco proba-
ble, en su orientacidn especial en la membrana o en su po-
sible relacibén mis directa con los centros de reaccibdn. De
cualquier forma, la magnitud del desplazamiento puede con-
siderarse como un par@metro bastante fiable a la hora de
cuantificar el potencial de membrana generado por la luz
actinica en las membranas fotosinté&ticas como consecuencia
de la separacibén de cargas . en los centros de reaccibén y los
procesos de 6xido-reduccifn que tienen lugar sobre los
transportadores de dichas membranas. Por tanto seria inte
resante determinar el potencial de membrana generado por
la luz actinica en cromaté6foros de las estirpes S1 y F24.1
medido como cambios electrocrbémicos de los carotenos, lo
que nos daria una idea aproximada de sus posibilidades ener
géticas que podrian justificar en fltimo término el creci-
miento celular de F24.1 en condiciones fototréficas.

3.5.1. ESPECTRO DE LOS CAMBIOS FOTOQUIMICOS EN LA REGION
DE LOS CAROTENOS EN S1 Y F24.1

La Fig. 34 muestra el espectro, entre 440 y 600
nm de los cambios inducidos por luz en cromatSforos de 1la

cepa silvestre. En dicho espectro se observan unos cambios
méximos alrededor de 600, 550 y510nm. El1 cambio de 600 nm
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se atribuye a la decoloracidén de la bacterioclorofila de
centro de reaccibn mientras que el resto se atribuyen a
desplazamientos de las bandas de los carotenos. Cuando se
aflade a la mezcla de reaccién un desacoplante como la Gra
micidina D, que disipa el potencial de membrana, los cam-
bios electrocrfmicos desaparecen obteniéndose un espectro
completamente diferente al anterior (Fig. 34). El1 cambio
a 600 nm no se altera, corroborando asi que se trata de
una decoloracién y no de un desplazamiento de una banda
de absorcién. La diferencia entre ambos espectros, sin y
con adicibn, muestra la parte de los cambios que son sen-

sibles a desacoplantes (Fig. 35).

En la Fig. 36 se representa el espectro de los
cambios que aparecen en cromatSforos de la estirpe fototré
fica F24.1 al ser iluminados. Los cambios obtenidos a A
menores de 500 nm y mayores de 600 nm fueron muy pegquenos
en nuestras condiciones experimentales, por lo cual eran
de dudosa fiabilidad de ahi que no se representen en la
figura. Como se puede observar, existe mucho parecido en
cuanto a la forma de este espectro y el diferencial de la
Fig. 35. Cuando se anadif el desacoplante Gramicidina D
todos los cambios desaparecieron coincidiendo perfectamen
te con la linea base. Por otra parte, el m&ximo a 575 nm
en F24.1 representa 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-
bria preguntarse acerca del cambio positivo insensible a
desacoplantes que aparece mezclado con el cambio tipico de

carotenos en Sl. Para darnos alguna luz sobre el problema,
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se analizb el espectro de los cambios inducidos por luz
en cromatbforos de la cepa mutante de R. rubrum G9, que
carece de carotenos (Fig. 37). Sorprendentemente este
espectro coincidié perfectamente con el obtenido con la
cepa S1 en presencia de Gramicidina D, lo que puede insi-
nuar que junto al cambio tipico 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 coincidid perfectamente con el obtenido en esta
regidén del espectro con centros de reaccién purificados
(no mostrado aqui), lo cual permite pensar que posiblemen
te dicho cambio superpuesto en la estirpe silvestre sea
debido a la bacterioclorofila de los centros de reaccibén
presentes en los cromatbforos. Un estudio méds detallado,
en los que se incluirian experimentos de cinética ré&pida,
serian necesarios para llegar a conclusiones més comple-
tas.

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

a) los carotenos no parecen estar modificados en F24.1 res
pecto a S1, tanto en su composicifn quimica como en su
distribucién en la membrana.

b) Los cromat6foros de F24.1 son capaces de crear un poten
cial de membrana sensible a desacoplantes, préximo al
de la estirpe silvestre, que podria justificar el cre-
cimiento fototrb6fico de dicho revertiente.

c) Los cromatb6foros de F24.1 no presentan en esta regién
cambios insensibles a desacoplantes, dato que esté de
acuerdo con nuestra hip6tesis de que dichos cambios in
sensibles pueden ser debidos a decoloracién de la bacte

rioclorofila de centros de reaccién.
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3.5.3. EFECTO DE DIVERSAS CONCENTRACIONES DE DESACOPLAN-
TES SOBRE EL POTENCIAL DE MEMBRANA

Una vez demostrado que los cromatbforos de F24.1
pueden general un potencial de membrana cuantitativamente
no muy diferente a los de S1, seria interesante hacer un
estudio comparativo en ambas estirpes fototr6ficas, sobre
la sensibilidad de dicho potencial a diversas concentracio-
nes de desacoplantes. Los desacoplantes permiten el paso
libre de iones a través de la membrana, con lo cual desa-
parece el gradiente electroquimico que existe entre ambos
lados de la membrana lo que provoca gque el potencial de mem
brana se disipe. Si las membranas de los cromat6foros de S1
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
electrocrbmicos a concentraciones variables de desacoplan-
tes. Por otra parte, es 1l6gico pensar que si el flujo de
electrones a través de la membrana es proporcional a la
cantidad de centros de reaccién presentes, cabria esperar
que en F24.1 concentraciones minimas de desacoplante ten-
drian un efecto dr&stico sobre las manifestaciones del po-
tencial de membrana, Por lo tanto en F24.1 desaparecerian
los cambios electrocrfmicos a concentraciones mucho meno-
res que en S1.

La Tabla V muestra -los resultados obtenidos con
distintas concentraciones de tres tipos distintos de desa-
coplantes. Al aumentar la concentracidén de los mismos, el
cambio electrocrémico de los carotenos se fue haciendo me-
nor en ambas cepas, aunque no significativamente diferente
en alguna de ellas. Esto demuestra que las membranas foto-
sintéticas de F24.1 no esté&n marcadamente modificadas, y
que el flujo de electrones a través de las mismas no es
significativamente menos respecto a S1, en nuestras condi-

ciones experimentales.
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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 datos que se conocen ac-
tualmente sobre fotosintesis bacteriana se han obtenido
en cromatbforos y en centros de reaccibén purificados. Sin
embargo lo que se observa en cromat6foros 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 distribucién u orientacién
de algunos componentes intrinsecos de la membrana, algunos
componentes de membrana o relacionados con ella pueden per
derse durante la extraccidn de los cromat6foros, las vias
de interconexifn 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 fotosintéticos de R. rubrum. Asi,
cuando se preparan cromatdforos la mayor parte de dichos
citocromos se pierden en el sobrenadante desechable (van
Grondelle et al., 1976) de ahi que resulta imposible ha-
cer un estudio, al menos cuantitativo, de los cambios foto-
quimicos de dichos compuestos en cromat6foros. El trabajar
con cromat6foros tiene sin embargo muchas ventajas: se par
te de un sistema mis simple, se eliminan problemas de dis-
persién de luz, se pueden acoplar f&cilmente sistemas arti
ficiales como donadores y aceptores de electrones, los re-
sultados suelen ser mis ficiles de interpretar, etc. Todo
ello hace que haya muy pocos ejemplos en la literatura 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 continuacién. Para registrar
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dichas cinéticas se necesitan aparatos de respuesta muy
rdpida ya que la mayor parte de las reacciones que operan
en fotosintesis bacteriana tiene una vida media de mus y

ms. Las reacciones que constituyen un sistema ciclico fun
cionan todas a la misma velocidad bajo iluminacidn conti-
nua, ya que todas se encuentran en un equilibrio din&mico.
Medir estas reacciones en el equilibrio no nos da ninguna
informacién acerca de la secuencia de dichas reacciones.
Mediante pulsos cortos que provoquen un finico 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 aparicién 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-
cibén, ni cuantitativas en el potencial de membrana sensi-
ble a desacoplantes, se hacia imprescindible una buena ca-
racterizacién de los procesos de transduccién de energia
que tienen lugar en las estirpes de S1 y F24.1 fototr6fi-
cas. Hemos elegido las cé&lulas 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 fotosinté&ticas ocurren con mayor rapidez
en F24.1 que en S1, o si en aquélla operan reacciones que
estén incrementadas respecto a las del silvestre, especial
mente un posible segundo centro de reaccibén acoplado al
citocromo C-428, que algunos autores han descrito muy pro

visionalmente para la estirpe silvestre S1 (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 oxidacibén 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 determinar con nues
tro instrumental. Nuestro interé&s se centra en la cinética
de recuperacifn una vez que el centro de reaccidn ha sido
oxidado por el efecto de la luz de un destello corto. Es-
ta cinética consta de varias fases en S1 (Fig. 38): una
fase mis rédpida que tiene lugar en el orden de 300 us, otra
més lenta de 10 ms de vida media (t1/2) y una muy lenta y
cuantitativamente minoritaria.

Cuando se hace el mismo experimento con cé&lulas
enteras de F24.1 se observan dos fases muy diferenciadas
(Fig. 39): una lenta y cuantitativamente pequeﬁa, que se
corresponderia con la encontrada de las mismas caracteris
ticas en S1, y otra r&pida que constituye la mayor parte
del cambio, con un tl1/2 del orden de 200 ms. Dicha ciné-
tica no presentd6 cambio alguno, cuando se varié el nfimero
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 reaccién
pueden funcionar a mayor velocidad que en Sl1l. Mientras el
P870 de S1 tarda en recuperarse totalmente unos 20 ms, to
do el P870 de F24.1 estd recuperado y dispuesto a funcionar
de nuevo en el orden de 400 mus. Ello supondria un mayor
reciclaje de 6xido-reduccibn del P870 de la estirpe rever
tiente sin estar modificados los centros de reaccibén. Por

tanto, podemos sugerir que en S1 existe un paso limitante
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de la fotosintesis a nivel de los donadores de electro-

nes para el centro de reaccibn.

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 funcidn del cit
C-420 en R. rubrum es la de servir de donador directo de
electrones al P870. Muchos trabajos apoyan esta teoria
basados fundamentalmente en estudids comparativos de la
cinética de oxidacién de dicho citocromo y la de reduc-
cién del P870 subsiguicntes a un destello (Parson, 1967;
Ke et al., 1967; Dutton et al., 1972), la modificacibn de
la cinética de recuperacibén de P870 purificado cuando se
anade a la mezcla de reaccién citocromo ¢ reducido (van
der Rest et al., 1974) y medidas del rendimiento cudntico
de la fotooxidacibn del citocromo Cy (Loach et al., 1968).

Nuestros resultados est&n perfectamente de acuer
do con esta teoria. Cuando excitamos con un destello satu-
rante y registramos a 420 nm (Fig. 41) se obtiene una ci-
nética de oxidacién con un tl1/2 de 200 mus, que coincide
perfectamente con el t1/2 de recuperacién del P870. En 1la
misma Fig. 41 se representa la misma cinética a distintos
tiempos de registro, en todos los casos se observa un tiem
po medio de oxidacibén acoplado a la reduccién del P870.

Denominamos cit C-420 al compuesto que cambia de
absorcién a 420 nm, cuyas caracteristicas coinciden con las
del cit C2 purificado; de ahi que utilicemos ambas nomen-

claturas para referirnos al mismo compuesto.
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3.6.2.2. CINETICA DE REDUCCION

La reduccibén subsiguiente a la oxidacién del
C-420 por un destello corto, mostrd una cinética de pri-
mer orden con un tl1/2 de 4 ms (Fig. 42A). van Grondelle
et al., 1976, demostraron que la cinética de recuperacién
del C-420 en células enteras de R. rubrum S1 consta de dos
fases, con t1/2 de 7 ms y 15 ms respectivamente. La expli-
cacién dada por dichos autores consistia en suponer que la
fase m8s rédpida se debia a la reduccibén del cit C=-420 por
el cit b560 que se halla en menor proporcién en la célula,
basidndose en la similitud entre la cinética de oxidacién
de dicho cit b y la fase ré8pida de la cinética de reduc-
cién del cit C-420; la fase mids lenta de recuperacién del
C-420 se deberia a la reduccién del citocromo restante por
reductores no ciclicos conectados con dicho citocromo. E1
caso de F24.1 parece ser muy diferente ya que todo el C-420
oxidado por un destello finico puede ser reducido por el cit
b apareciendo una cinética monof&sica. Si suponemos que
F24.1 posee sblo un 5-10% de P870 respecto a S1, en un des
tello corto sb6lo puede aparecer esa pequeha cantidad de
centro de reaccibén oxidado, asimismo idéntica cantidad de
C-420 oxidado conectado a tales centros de reaccibén 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 laterales. En apoyo de esta suposi-
cibn tenemos el resultado de la Fig. 42B, en la cual pode
mos observar que en un segundo destello no se modifica,
tanto cuantitativa como cualitativamente, la cinética de
recuperacibén 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 fotoquimicos que ocurren en esta zo
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na del espectro. Esta regidén se presenta particularmente
dificil ya que en ella absorben varios compuestos que se
afectan por la luz, a saber, un componente del centro de
reaccifén (probablemente bacterioclorofila) o muy préximo
a 8l, un citocromo de tipo b (cit b560), un citocromo de
tipo ¢ (cit C-428) y posiblemente algfin 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 varios autores an
teriormente citados han descrito la oxidacibén del C-428
acoplada a la reduccidén de un posible segundo centro de
reaccidén minoritario en la estirpe silvestre. Dicho centro
minoritario podria estar aumentado en F24.1, pudiendo ser
la causa del crecimiento "anbmalo" de dicha estirpe rever
tiente. A pesar de la superposicién de bandas en esta re-
gién, con la ayuda de la técnica de cinética r8pida, se
han podido sacar algunas conclusiones claras aunque otros

datos permanecen afin 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 experimentos se hacen con c&lulas enteras. Por tan
to, era necesario comprobar si nuestros experimentos se
estaban haciendo con luz saturante o no. Para comprobarlo
se registraron los cambios a 428 nm variando la intensi-
dad del destello, situacién que se conseguia colocando
filtros neutros de distinta transmisifn delante de la l&m
para actinica. Los resultados de la Fig. 43 demuestran que
en los experimentos con cé&lulas enteras de F24.1 est&bamos
‘utilizando pulsos saturantes, ya que con un filtro que ab
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43.- Incremento de transmisidn a 428 nm inducido

por pulsos de intensidad variable mediante

el uso de filtros con distinta transmisidn

Sptica.
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sorbia el 50% de luz se obtuvo el mismo cambio que con el

100% que se empleaba normalmente.

Para corroborar este resultado, se comparé el
cambio a 428 nm inducido por la luz de la lampara usada nor
malmente y la emitida por un laser potente. Los cambios (no
presentados aqui) fueron idéntiéos en ambas condiciones, 1lo
que demuestra que la luz del destello utilizado normalmente
era suficiente para saturar las reacciones fotoquimicas 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-
sién de cé&lulas de F24.1 se observa un cambio de absorcibn
negativo bifi4sico (Fig. 44A). Las cinéticas a tiempos mé&s
cortos muestran las dos fases perfectamente definidas, una
rdpida con un tl1/2 de 300 us y otra m&s lenta con un tl1/2
de 4 ms (Fig. 44 B y C). El cambio mis lento podria estar
conectado con la reduccién del cit C-420 como se deduce de
la similitud de sus cinéticas. Sin embargo, no hemos encon
trado ninguna otra cinética de caracteristicas similares
al cambio r&pido 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 rédpido desaparece al aumentar el
nimero de destellos, mientras que la fase lenta permanece

inalterada a través de los mismos. E1 hecho de que el cam-
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bio lento permanezca sin alteracifén al variar el nfimero
de pulsos estid 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 428 nm estd conectado con el cambio

registrado a 420 nm.

Por otra parte, la desaparicibn del cambio répi
do a 428 nm con el nimero de pulsos indicaria que el com-
puesto causante de dicho cambio no es donador primario de
electrones para el P870, ya que como se presentd en la
Fig. 40 la cinética de éste no varid a través de 1, 2 y 4
iluminaciones. Mas bien se trataria de un compuesto muy
relacionado con la fotoquimica primaria pero cuya forma-
cibén se satura en un primer destello y cuya desapari-

cibén 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 reaccibn respecto a S1, y si suponemos
que la cantidad de donadores secundarios de electrones no
ha variado, en un primer destello no se obtendria el méxi-
mo cambio posible registrado a 428 nm. Para conocer el méa-
ximo cambio posible que se puede obtener a dicha longitud
de onda es necesario utilizar destellos mGltiples. La Fig.
46 confirma que se necesitan mds de 10 destellos consecu-
tivos para conseguir el cambio méximo a 428 nm. Este resul
tado apoya nuestra suposicién de que la relacién de donado
res secundarios a centros de reaccidn es mucho mayor en
F24.1 que en S1.
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3.6.4. EFECTO DE LA GRAMICIDINA D SOBRE LAS CINETICAS DE
OXIDO-REDUCCION DE LOS CITOCROMOS

En la seccibén dedicada a potencial de membrana
se habld del efecto de diversos desacoplantes sobre dicho
potencial. Aunque no se conoce muy bien el mecanismo de
accién de estos desacoplantes si estdn bastante bien carac
terizados sus efectos sobre algunas manifestaciones del
potencial de membrana, como cambios electrocrémicos y fos
forilacién. Actualmente se admite que uno de los sitios
(se desconoce si existen otros) de acoplamiento de energia
generada en fotosintesis de R. rubrum se localiza entre el
cit b y el cit C-420 involucrados en un proceso de trans-
porte ciclico en cromat6foros. Si este esguema fuese cier-
to también para células enteras, .la adicibén de desacoplan-
tes a una suspensién de células enteras provocari una ace-
leracidn 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

nes a través de la membrana.

Nuestros resultados demuéstran que el esquema en
contrado en cromat6foros de S1 es vélido también para célu
las enteras de F24.1. Como se observa en ia Fig. 47 A y B,
tanto la cinética de oxidacibén del cit b como la cinética
de reduccibén 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 fosforilacibn.

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

Los resultados en cé&lulas enteras de F24.1 de-
muestran que tanto el HOQNO como la Antimicina A tuvieron
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un efecto similar al encontrado en S1 (van Grondelle et
al., 1976). E1 HOQNO inhibi6 dr&sticamente la reduccién

del cit C-420 como se observa en la cinética de recupera
cién a 420 nm después de un destello finico en ausencia

y presencia del inhibidor (Fig. 48). Cuando el experimen-
to se llevdé a cabo utilizando pulsos mltiples se obtuvo

la cinética de la Fig. 49B, en la cual se observan las su
cesivas oxidaciones pero no las recuperaciones que tendrian
lugar en ausencia del inhibidor. En la misma Figura se de-
be destacar que no se llega a la saturacién del cambio si-
no después de muchas iluminaciones consecutivas, lo que in
dica que F24.1 posee mucho cit C-420 por P870, y se necesi
tan, por tanto, muchos ciclos de oxidacibn-reduccién de los
centros de reaccibn para conseguir oxidar todo el cit C-420.
Este no seria el caso de la estirpe silvestre: en un primer
destello todo el cit C-420 se oxida permaneciendo en tal es
tado oxidado ya que el HOQNO impide su reduccién (van Gron-
delle et al., 1976), y por tanto en una segunda iluminacién
no debe aparecer ningQin cambio.

En antibiftico Antimicina A tuvo efectos simila-
res a los del HOQNO sobre las cinéticas de 6xido-reduccién
de los citocromos en F24.1. La Fig. 50 representa el espec
tro entre 428 y 444 nm del cambio inducido por tres deste
llos consecutivos. El maximo 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 r&pido que coincidirfa con la reduccibén del cit b
por los reductores de bajo potencial al ser reducidos por
el aceptor primario. En presencia del inhibidor, la cinéti
ca de recuperacibén se hace muy lenta. El mecanismo de dicha
oxidacién asi como los compuestos oxidantes se desconocen
aunque lo mé&s probable es que sean oxidantes externos a la

cadena ciclica de transporte de cargas.
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La Fig. 52 muestra la cinética de recuperacién
del cambio registrado a 420 nm después de tres iluminacio
nes consecutivas eﬁ presencia de Antimicina A. El cit
C-420 sufre la consiguiente oxidacifén en cada iluminacién,
que se recupera muy lentamente ya que se ha cortado el flu
jo de electrones hacia dicho compuesto por efecto del inhi
bidor.

De los experimentos de espectroscopia de destello

podemos sacar varias conclusiones importantes:

a) El esquema bdsico de las reacciones de 6xido-reduccién
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, bas&ndose

en la similitud de las cinéticas de 6xido-reduccié6n.

c) Esta secuencia de reacciones pensamos que es parte de
una cadena ciclica, ya que en presencia de inhibidores
que cortan el flujo de electrones entre los cit b y
C-420, se observa un incremento de absorcifn con el md
ximo a 432-433 nm que corresponde a la reduccidn del
cit b.

d) Basdndose en los resultados condestellos mfltiples y adi
cibén de inhibidores, podemos afirmar que la relacibn de
donadores secundarios a P870 es mucho mayor en cé&lulas
enteras de F24.1 que en la estirpe silvestre. Esta si-
tuacidén permite que el centro de reaccibén de F24.1 pue
da tener un mayor reciclaje de procesos de Sxido-reduc
cidn por unidad de tiempo ya que su recuperacibén se com
pleta en unos 400 us, mientras que en S1 tarda unos
20 ms.
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Con los resultados presentados en esta memoria no
se ha pretendido hacer genética sobre la bacteria fotoorga-
notr6fica R. rubrum, si bien en la obtencién de los mismos
se hayan utilizado diversas estirpes mutantes. El objetivo
de la linea que con esta tesis se ha comenzado en nuestro
laboratorio consiste en estudiar las caracteristicas feno-
tipicas de mutantes con centros de reaccién alterados para
obtener un mejor conocimiento de la funcifén que desempefian
dichos complejos en la fotosintesis bacteriana. En esta me-
moria se ha descrito por primera vez en la literatura el ais
lamiento de mutantes con centros de reaccidén alterados en
R. rubrum. La deficiencia total de centros de reaccién fun-
cionales fue acompanada de la pérdida de la capacidad para
crecer a expensas de la luz, lo que demuestra la esenciali-
dad de tales complejos para un crecimiento fototr6fico. Nues
tros resultados confirman las conclusiones obtenidas por
Sistrom y Clayton (1964) con el aislamiento del mutante no
fototr6fico PM-8 de Rp. sphaeroides. Asimismo hemos notifica

do el aislamiento de revertientes fototr6ficos que recupera-
ron distintos niveles de P800, Nuestro trabajo se ha centra-
do fundamentalmente en la caracterizacibn detallada de uno

de tales 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 funcién'del centro de reaccién.

Nuestro enfoque experimental para el estudio de la
fotosintesis de R. rubrum se ve en parte limitado por la fal
ta en esta bacteria de un sistema de andlisis genético. Sin
embargo, el aislamiento de mutantes con un fenotipo bien ca-
racterizado constituye en si un primer paso para estudiar y
desarrollar en el futuro dicho andlisis genético. En este
sentido, R. rubrum seria especialmente apropiado para estu-
dios genéticos sobre los centros de reaccién ya que esta bac
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teria posee una banda unica a 800 nm adscrita al centro
de reaccibn, lo que facilitaria enormemente la seleccién
de mutantes con distintos niveles de centros de reaccién.
Dicha caracteristica no se da en otras bacterias fotosin-

téticas como Rp.sphaeroides, Rp.capsulata, Chr.vinosum,

etc., que presentan una fuerte absorci6n adscrita a la
bacterioclorofila de antena a dicha longitud de onda (Olson
et al, 1966).

Basdndonos en las caracteristicas fenotipicas de
los mutantes no fototr6ficos descritos, podemos afirmar
que la mutacién o mutaciones que operan en estos mutantes
no afectan a la sintesis de la bacterioclorofila o carote-
nos, ni a su incorporacién en la membrana. Dicha conclu-
sifn se deduce de la similitud de los espectros de los ]
pigmentos de antena de los mutantes y del silvestre. Asi-
mismo, la mutacién o mutaciones no afectan al crecimiento
respiratorio ya que las velocidades de crecimiento fueron
similares en condiciones aerfbicas. Por otra parte, la
ausencia en F24 de las actividades m&s caracteristicas
adscritas a los centros de reaccién y la escasa proporcién
de las proteinas a, b y ¢ en los geles SDS-poliacrilamida
hacen pensar que la mutacifn o mutaciones afectan a la for-
macién de los centros de reaccifn. La caracterizacién de
las proteinas del centro de reaccifn,en cuanto a sus pesos
moleculares (Clayton et al, 1972; Okamura et al, 1974),
composicifén de aminodcidos (Steiner et al, 1974; Steiner
et al, 1976) y grupos sulfuros l&biles (Steiner et al,
1974, Okamura et al, 1975) permiten concluir que se trata
de tres polipéptidos diferentes, lo que nos obliga a pen-
sar en otros tantos genes diferentes. Todos los mutantes
no fototr6ficos ensayados en nuestro laboratorio tienen
fuertemente alteradas cuantitativamente las tres protei-

nas del centro de reaccién, 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 mutédgeno utilizado, que puede tratarse de una mutacién
puntual que afecta a un gen regulador que controla la ac-
tividad de los tres genes responsables de la sintesis de
los tres polipéptidos del centro de reaccibn.

Como se vi6 en RESULTADOS, uno de los revertien-
tes fototrofos, el F24.1, presenté§ una proporcién minima
de la banda de 800 nm en cromat6foros y células enteras,

a pesar de lo cual su crecimiento a intensidades de 1luz
altas no se apart6 demasiado del encontrado en la estirpe
silvestre. La caracterizacién del centro de reaccién que
opera en dicha estirpe revertiente era un paso obligado
en el desarrollo de nuestro trabajo, pues una modificacién
del centro de reaccibén podria generar un mayor rendimien-
to en su funcién. El espectro diferencial luz-oscuridad

coincidib en F24.1 y S1 tanto en la regién IR-cercano como

en el visible (resultado. no presentado). La sefial EPR
(g= 2,0026) present8 en F24.1 las mismas caracteristicas
que en la estirpe silvestre; dicha senal inducida por luz
aparece como consecuencia de la formacién de un radical
catién dimérico (P;) (Norris et al, 1971). Una banda in-
ducida por luz a 1250 nm tambié&n se detectd§ en F24.1. To-
das las senales analizadas adscritas al centro de reac-
cién fueron similares cualitativamente en ambas estirpes,
si bien en F24.1 representaron como un 5-10% de las sehna-
les registradas en S1. Por otra parte, la aparicifén de la
banda a 1250 nm y la anchura de la senal EPR (AH = 9,5
Gauss) sugiere que en ambas estirpes operan los mismos
mecanismos en el proceso de la separacién de cargas en
los centros de reaccién. La purificacifn de los centros
de reaccibn de ambas estirpes y el estudio comparativo de
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los mismos constituyen una prueba afin m&s convincente sobre
la similitud de dichos centros de reaccibén en ambas estir-
pes fototr6ficas. Parece ser, por tanto, que el crecimien-
to "an6malo" de F24.1 en condiciones fototr6ficas no radi-
ca en modificaciones cualitativas de sus centros de reac-
cién.

Los datos discutidos anteriormente dan una infor-
macibén sobre la naturaleza de los centros de reaccién,
pero no resuelven el interrogante acerca del crecimiento
"an6malo" de F24.1 en condiciones fototr6ficas. Los datos
expuestos en RESULTADOS sobre la generacién de potenciales
de membrana inducidos por luz dan un paso importante en
la bisqueda de una justificacién posible de tal crecimien-
to, aunque ello no aclare el mecanismo seguido por F24.1
para la formacién de tal potencial.

Se acepta en general que la energia absorbida
por los pigmentos del aparato fotosintético se utiliza
para crear un potencial de membrana que tiene su punto
de partida en la misma separacién de cargas en los centros
de reaccibén. Muchos estudios se han realizado, pero poco
se sabe afin, sobre las distintas manifestaciones de dicho
. potencialﬁ cambios conformacionales, principalmente intra-
moleculares, (Jackson et al., 1971; Boyer et al, 1973;
Chance et al., 1969); gradiente de potencial electroqui-
mico a travé€s de la membrana (Slater, 1971; Mitchell,

1961 y 1968). Posiblemente todas las formas de energia
anteriormente mencionadas tengan una importancia capital
en los procesos fisiolb6gicos celulares y mis concretamen-
te en el mecanismo de acoplamiento de energia que dar§

lugar a la sintesis de ATP.

En nuestros experimentos hemos utilizado los
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cambios adscritos a los carotenos y bacterioclorofila de
antena como pardmetros indicativos del potencial de mem-
brana. E1 paso de cargas eléctricas a través de la membra-
na provoca un desplazamiento de las bandas de absorcibn

de los pigmentos mayoritarios de las bacterias fotosinté-
ticas (Fleischman et al., 1968; Barsky et al., 1973;
Jackson et al., 1971). La posibilidad de crear cambios de
los carotenos en la oscuridad mediante gradientes de di-
fusibfn ibnica a través de la membrana apoya tales conclu-
siones (Jackson et al., 1968; Jackson et al., 1969; Crofts
et al., 1970). Las mismas conclusiones se desprenden de

la titulacién potenciométrica de dichos cambios, puesto
que se obtiene el cambio m&ximo cuando todos los citocro-
mos y los centros de reaccibén de los cromat6foros se man-
tienen reducidos previamente a la excitacibfn (Jackson et
al., 1973; Dutton et al., 1975). Asimismo, el hecho de

que dichos cambios estén ligados a estados de alta ener-
gia, 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 desaparicidn
de los mismos se acelera en condiciones fosforilantes
(Jackson et al, 1975), indica que la magnitud de tales
cambios puede dar una medida de la capacidad de energizar
la membrana. Por otra parte, la proporcionalidad entre
gradientes de difusibén ibfnica y los cambios de carotenos
provocados por ellos ha sido brillantemente demostrado por
Jackson y colaboradores (Jackson et al., 1969), y mis re-
cientemente por Takamiya y colaboradores (Takamiya et al.,
1977) . Bas&ndonos, por tante en estos trabajos anteriores
creemos justificado el haber hecho un estudio comparativo
de los potenciales de membrana generados por luz en croma-
t6foros de F24.1 y S1 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 S1, 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 tipico 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 Sl1. 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 manifestacién de
un potencial de membrana més intimamente relacionado con
los procesos de acoplamiento de energfa, ya que dicho po-
tencial en F24.1 representa el 65-70% del observado en S1,
que es suficiente para mantener un crecimiento celular del
70-75%.

Los datos de la Tabla V confirman los resultados
anteriores y ademds muestran que dicho potencial de mem-
brana present6 una sensibilidad al efecto de diversas con-
centraciones de varios desacopléntes comparable en ambas
estirpes. Podemos por tanto sugerir que la integridad de
la membrana no ha cambiado a pesar de carecer de una gran
proporcifn de centros de reaccidn. Adem&s se puede sugerir
que el nfimero de cargas que se generan en la membrana por
efecto de la luz no debe ser muy distinto en ambas estir-
pes fototr6ficas o que la generacibén de potencial de mem-
brana no es directamente proporcional al flujo de cargas

a través de dichas membranas.

El hecho de que en S1 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 md&s que un 5-10% de centros de
reaccibn, se elimine totalmente, hace pensar que el cam-
bio resistente se deba a la bacterioclorofila oxidada del
centro de reaccién. 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 S1. Adem&s,el espectro luz-oscuridad
de los centros de reaccién purificados del G9 se parecid
enormemente al espectro de los cambios resistentes en Sl.
Por tanto, cabe pensar que dicho cambio resistente no se
debe a los carotenos, de ahi que para an&lisis de los cam-
bios electrocrémicos en si en esta regién del espectro sea
necesario restar el cambio correspondiente que se detecta
en el G9, o hacer las medidas en un espectrofotémetro
"DUAL", con lo cual se eliminan tales interferencias siem-
pre que las A de referencia y medida estén suficientemen-
te préximas.

Estudios cinéticos comparativos entre cromaté6fo-
ros y centros de reaccién purificados de las estirpes S1
y G9 nos aclararia si la fase rdpida 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 seria
interesante hacer un estudio cinético comparativo con di-
versos mutantes para ver cSmo se modifican cada una de las
fases de la cinética del cambio al variar los niveles de
centros de reaccidn.

Los experimentos discutidos anteriormente nos dan
una idea del tipo de centro de reaccibén que opera en F24.1
y presentan aspectos globales de la generacién de un poten-
cial de membrana. Sin embargo, un estudio detallado de las
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reacciones de 6xido-reduccibén que operan en F24.1 es nece-
sario para poder llegar a una posible explicacidén del cre-
cimiento no proporcional a los niveles de centros de reac-
cién que se observa en la estirpe revertiente F24.1. La
espectroscopia de destello ha sido utilizada con frecuen-
cia para estudiar la fotosintesis bacteriana. Mediante di-
cha técnica se han caracterizado cinéticas de 6xido-reduc-
cibén 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 cromatbforos y centros de reaccién pu-
rificados. Pocos estudios se han hecho, sin embargo, sobre
c€lulas enteras por las dificultades que entrana. No obs-
tante algunos trabajos han aparecido en la literatura so-
bre c&lulas 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 6xido-reduccifn 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 permitiré&n avanzar algunas ideas
sobre los procesos que hacen posible el crecimiento "ané-
malo"de F24.1. Las conclusiones mds importantes que se pue-
den obtener de nuestros resultados, se desprenden de un
anflisis comparativo entre los resultados obtenidos en
F24.1 y los presentados por van Grondelle y colaboradores
(1976) sobre la estirpe silvestre. Tales estudios consti-
tuyen el andlisis m&s detallado que se ha hecho hasta este
momento de las reacciones fotoquimicas que tienen lugar en
células enteras de R.rubrum S1.
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A pesar de que el esquema de los compuestos que
intervienen en el transporte ciclico de electrones es b&-
sicamente el mismo en ambas estirpes fototrofas, un ané-
lisis detallado de las cinéticas registradas en ambas es-
tirpes permite distinguir diferencias muy significativas.
La cinética de recuperacién del P870+ en el S1 consta de
dos fases mayoritarias perfectamente diferenciadas, la
m&s r&pida con un tl/2 de 200-300 u s. que constituye co-
mo un 50% del cambio y otra mis lenta de 10 m s. En F24.1
s6lo se aprecia una fase répida mayoritaria con tl1/2 de
200-300 u s. La explicacibén dada por van Grondelle a la
existencia de dos cinéticas distintas parece razonable y
se puede dar por vdlida. La causa radica en la baja rela-
cién C-420/P870 existente en R.rubrum S1, que contrasta
con otras bacterias muy afines como Rp.sphaeroides vy

Chr.vinosum (Parson, 1969; Dutton et al., 1975; Prince et
al., 1976).

Sin embargo, la situacibén en F24.1 es muy dife-
rente, la relacién 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 uM de HOQNO,
que corta la re-reduccién del C-420, se necesitan m&s de
10 pulsos consecutivos para oxidar todo el C-420 conecta-
do con el centro de reaccién. Conjuntando los datos de la
identidad de las cinéticas de recuperacién del P870+ Yy
oxidacién del C-420, y la necesidad de una serie de des-
tellos consecutivos para completar el cambio a 420 nm,
podemos concluir que la relacibn C-420/P870 en F24.1 es
mucho mayor que en S1, lo que facilitaria un reciclaje
mas r8pido de 6xido-reducciones a nivel de los centros de
reaccibn, que podria compensar, al menos en parte, la
enorme diferencia cuantitativa de los niveles de P870 en

la estirpe revertiente. Mientras que en S1 gran parte de
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los centros de reaccifn en un momento dado estarfian sin
funcionar por falta de donador directo de electrones, los
centros de F24.1 estarian reducidos mucho mis tiempo. Es-
ta situacifn se ve afin mds favorecida por el hecho de que
la recuperacién del cambio a 420 nm en F24.1 es monofési-
ca y se completa en unos 5 m s, que contrasta con los re-
sultados de van Grondelle en S1, en los cuales aparecen
dos fases de recuperacién, una de 7 ms de tl1l/2 por efecto
del cit b y otra de 15 m s debida a donadores externos al
ciclo via una citocromo c-reductasa. Es decir, el citocro-
mo C-420 oxidado por el P870+ tendria una reduccién més
répida en F24.1 que en Sl1, debido a su mayor relacibn

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 ciclico de R.rubrum S1 que podria limitar
asimismo la sintesis de ATP; postulando, por tanto, un
exceso de centros de reaccifn que provocaria la existen-
cia de muchos centros desacoplados en condiciones de luz

saturante.

Experimentos recientes (del Valle-Tascén et al.,
1978) llegaron a las mismas conclusiones midiendo la sin-
tesis de ATP inducida por destellos cortos. Los autores
encontraron una estricta proporcionalidad entre niveles
de C, ¥ cantidad de ATP sintetizada por una suspensién
de cromat6foros. Una estequiometrfa de 1:1 fue encontrada,
postulando, por tanto, un paso limitante para la fosfori-
lacibn ciclica a nivel del cit c, en cromatéforos de
R.rubrum S1. No obstante, las caracteristicas de un mutan-
te de Rp.sphaeroides, el R-22:E-1, (Clayton et al., 1966)
contrastan con nuestfas conclusiones. Dicho mutante pre-

sentS un 30% de P800 respecto a la estirpe silvestre y cre-
cib8 a una velocidad del 25%. Una posible explicacién de
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estas diferencias puede estar en la diferente relacibn

cit c2/P870 en células enteras de Rp.sphaeroides y

R.rubrum, o en una posible organizacién diferente del

aparato fotosintético.

Algunos experimentos interesantes apoyarian in-
‘ discutiblemente, en caso de confirmarse afirmativamente,
§ nuestras predicciones acerca del cit C-420 y P870. Un pri-
| mer experimento consistirfa en medir las cinéticas de
} 6xido-reduccibn de los citocromos y P870 en células 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 té&cnicas que entrana su realizacifn. Con este tipo
de experimento cabrfa esperar grandes diferencias entre
las cinéticas de ambas estirpes: en F24.1 se repetirian
las mismas cinéticas durante los primeros destellos,
mientras que en S1 un segundo destello induciria cinéti-
cas completamente diferentes a las registradas después
‘de un primer destello. Por tanto una combinacién apropia-
da de pulsos miltiples nos darfia una idea clara de la ve-
locidad de funcionamiento de los centros de reaccibén, o lo
que es lo mismo, nos permitirfa hacer una estimacidn apro-
ximada de la cantidad de separacifn de cargas por unidad
de tiempo en ambas estirpes fototr6ficas. Si fuesen simila
res podria servir para explicar la generacién del poten-
cial de membrana sensible a desacoplantes, y el crecimien-
to fototrb6fico de la estirpe F24.1, a pesar de poseer un
5-10% de centros de reaccién.

No hay que olvidar, sin embargo, que el &xito de
los experimentos propuestos con pulsos miltiples no s&lo
dependeri de la relacién C-420/P870 sino. también de la
accesibilidad de tales citocromos a los centros de reaccidn.

Seria 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,
asi como la posible aparicién de cambios conformacionales
de los centros oxidados que podrian provocar un cambio de
orientacibén del sitio activo hacia otros citocromos redu-
cidos colindantes con los oxidados inmediatamente antes.

Otra prueba que apoyaria nuestra interpretacién
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 relacién
C-420/P870. Si sometemos un cultivo de S1 a altas intensi-
dades de luz y hacemos sucesivos pases en dichas condicio-
nes de crecimiento, seria posible obtener, después de mu-
chas generaciones, un cultivo enriquecido en cé&lulas que
se hubiesen seleccionado por su capacidad de crecer mis
répidamente. Tales células podrian cumplir las caracteris-
ticas antes mencionadas. Dicha seleccién se verfa favore-
cida en presencia de arseniato, un inhibidor competitivo
del fosfato, que se une al ADP dando un compuesto cuya
hidr6lisis posterior no desprende energia y por lo tanto
es inservible para el crecimiento celular. En tales condi-
ciones se seleccionarian aquellas cé€lulas que tuviesen
mis capacidad para sintetizar ATP que podrfan coincidir

‘con las que tuviesen mayor proporcidén C-420/P870.

Otro experimento importante consistirifa en ilu--
minar con luz continua una suspensién bacteriana, apagar
y ver la velocidad de reduccién de P870+ en estado esta-
cionario. Estas condiciones experimentales coinciden m&s
con las condiciones normales de crecimiento y por tanto
proporcionarian datos desde un punto de vista m&s fisio-
16gico.

Una parte un tanto oscura en nuestros experimentos
es la relacionada con la fase r8pida 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 cicli-
co, objeto principal de nuestro estudio. Los (nicos datos
que conocemos es que se trata de un cambio muy répido,

por tanto muy relacionado con la fotoquimica primaria, y
que desaparece con los primeros pulsos. Dicho cambio se
tiene que deber a un compuesto muy préximo a la separacién
de cargas en los centros de reaccibén, no sabemos si sobre
el lado oxidante o reductor de la membrana. El1 hecho de
que tal cambio disminuya dr&sticamente en destellos conse-
Cutivos apunta a que se debe a un compuesto que interviene
en pequena cantidad en el proceso y que su recuperacién

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 repetitivo al menos duran-
te cuatro destellos consecutivos, cosa gue no ocurre con
el cambio r&pido a 428 nm que pr&cticamente se agota en

un primer destello; por otra parte el cambio a 420 nm es
absolutamente repetitivo al menos en dos destellos conse-
cutivos. 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 répida del cambio a 428 nm, no podria darse
esta situacibn, puesto que en un primer destello parte

del P870+ se recuperaria por el C-420 y otra parte por el
hipotético C-428. En una segunda iluminacién, todo el
P870+ se recuperarfia por el C-420, lo cual supondrifa un
nimero mayor de molé&culas oxidadas de C-420 que en la pri-
mera, y por tanto tendria que aparecer un cambio de absor-
cifn mayor a 420 nm en el segundo destello que en el pri-
mero. Como tal situacibn se contradice con los resultados
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obtenidos, cabe pensar que el cambio rdpido a 428 nm no
se debe a un donador directo para el P870+ sino mis bien
se trataria de un compuesto que se encuentra en la parte
del aceptor primario, que se satura r&pidamente y que no
interviene en el transporte ciclico como se desprende de

su recuperacién lenta.

Aunque las caracteristicas cinéticas del cambio
réipido 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-
daci6én del C-428 por el P870+. Nuestras conclusiones son
vdlidas solamente para la estirpe revertiente, y no des-
cartan la posibilidad de que en S1 exista un segundo cen-
tro de reaccibn conectado con el C-428. También es posi-

| ble que el cambio rédpido detectado a 428 nm en F24.1, se

de también en el S1 pero que no se pueda detectar debido
a que el resto de los cambios en dicha estirpe son mucho
mayores, los cuales enmascararfan dicho cambio minoritario.
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Con el mutdgeno nitrosoguanidina se obtuvieron cinco mu-
tantes no fototr6ficos. Todas las caracteristicas mé&s
significativas adscritas a los centros de reaccidn se

encuentran ausentes en dichos mutantes.

A vartir de esos mutantes se ha aislado una serie de re-
vertientes espont&neos por recuverar la capacidad de cre
cer en la luz. Algunos de ellos recuperaron niveles de
centros de reaccidn similares a la estirpe silvestre mien
tras que otros mostraron niveles inferiores. Un represen-
tante de estos, el F24.1, crecié con velocidades préximas

a las normales en condiciones fototré6ficas.

Se ha puesto a punto un método para cuantificar de manera
precisa la proporcién de P800 que existe en una suspensién
de cromat6foros utilizando concentraciones controladas de

tampones redox.

El revertiente fototréfico F24.1 posee un finico centro de
reaccién funcional con las mismas caracteristicas del cen
tro tipico de R. rubrum S1l. Dicho centro de reagcibn re-
presenta cuantitativamente alrededor del 7% respecto a los
niveles existentes en Sl.

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

En S1 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 molécu-

las diferentes.
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Bas&dndonos en las cinéticas obtenidas mediante espectros
copia de destellos, en ausencia y presencia de inhibido-
res, podemos concluir que en células enteras de F24.1
funciona un sistema ciclico de transporte de electrones.
Dicho transporte ciclico incluiria entre otros compues-
tos: P870, cit C2 y cit b. Este transporte de cargas ci-

clico coincide con el descrito para la estirpe silvestre.

El reciclaje de 6xido-reduccibén en los centros de reaccidén
de F24.1 puede ser mds ré&pido gue en Sl1, ya que la recupe-
racién del cambio a 792 nm se complet6 en unos 400 us,
mientras que en S1 tard6é varios ms. Es posible que este
reciclaje mids répido sea debido a la mayor relacién ci-
tocromos/P870 y a la movilidad én la membrana de dichos
transportadores. Como consecuencia, postulamos una velo-
cidad de flujo de electrones diferente a nivel de los cen

tros de reaccién en ambas estirpes fototré6ficas.

El incremento de absorcifn més ripido a 428 nm (tl/2 =
300 us) no estd acoplado a la reduccién del P870+. Este
hecho no esti8 de acuerdo con su intervencibén en un flujo
de electrones no ciclico como el postulado por otros
autores.
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