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I.- INTRODUCCION.

1.1. GENERALIDADES.

1.1.1. Faosfntosis.

La primers evid ds In fawsls en bactsrias, fad
dads por Eagelmann en 1888, cusado cbeervd que las bactsrias rojas
se acumulsban en el espectro de absarcin que coincidia exactamente
con su espectro de accifm.

Pars sque! tismpo se conocia |8 fotoefstesis tipo planta can
producciéo de ox(geno moleculsr ( O ) y fimcitn de biSxido de car-
bono ( CUg ) en preseacis de agus:

o
CU; + HO + lx—> (CHLO) + G
Los trabajos de Molisch en 907 demastrarca que no habl
produccién de O, cuando las bacterias ersn iluminadas.

Van Niel en [Y3d aclaré que Bs Dacterias tosumélias suo

capaces do fijar C(.)2 oin liberar O,. Como las bacterias fotosinté -

ticas utllizan varias A como red

diendo del grupo sl que pertenscen, se planisaban varias shiernativas
que 00 se ajustaban & la fotos(htesis de las planes superiores. Esto

condujo @ formular una ecuacidn generslizada pars h fotosfixesis:

Co, + HzA + LUZ —p (CH0) + A

., par ejemplo el HS, depea-
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donds A repressanaris al oxigemo del ague e e planmas eupsriores
6 sl azufre do lss bactarias fotosiatéticas sulfurcsss y el ( CH0 )
ejemplificarfs s uw carbohiiraio geasrslimdo.

Ests esqusms ds Vaa Nisl implics que ol oxigeno provieans
del agus y 0o dsl CO;, lo cusl fod demostredo mas tards por Rubse
y col. en 1941, quisuse con el empiso de oxfgeno LsOtOPICO para mar-
car al COp 6 al agus, demostrarca qus el axfgemo lberado em ls foto-
sfotesis de s plastas supsriores proveanfs del agm y no dsl CU,.

La fotosfazesis es un proceso ¢ ¢l qus b enmxgh de b
uuauluwpnuwumzyiwn-rmwum. La
iuz interviene en s fotosfntesls pars dar lugar, por medio de reac-
ctones fotoquimicas, s una moldculs trensportadors de epergfa, el
sdenosin trifosfato 6 ATP y ¢ un equivelsnts reductor , el nicotisamids -
adenin dinucleStido-fostato 6 NADPH, ( Arnon, 939; Armca, 1960 ).
Las diversas cwmpss de 1 fijacién del CU; a carbohiirstos se cooocen
a i Jo e ustejue de Caivin o si. de 557, Fur eme pruwcsv

8o obtiens tada la energfa disponible en I BiSefera.

1.1.2. Orgs F sticos

Bxisten dos tipos de organismos fotosintéticos:
1.~ Los que producen oxfgenc molecular dursote s foto-
sintesis como las plantas superiores, aigas verdes rojas y pardas,

clanoflceas, diatomeas, dinoflagelados y euglenss.
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2.- Loe que son capmces de reducir al CO, en preseacis de
luz sin liberer oxfgenc. Lag (nicas repressatantss de este tpo de
totosfotesls son las bacwsriss fotosintiticas.

1.2. BACTERIAS FUTUBINTETICAS.
1.2.1. Ventajss de las bactarias fotosistitioas pars iavestigar

Biosnerpitica de la fotosintesis.

Hemos escogiio s ias bactariss totosioséticas pars trabs-
jar en ls Blososrgitics ds la Fotosfstssis porque prosentan s ei-
guientes veawsjas ( Crofts, 1973 x

I.- Las Rhodospiriliscese ( ver tabls | ), pusden obtenerse
creciéadolas mnto foweiotiticamente como serdbicaments de uma forms
reproducibie.

2.- Los patrones dc transporte 3 elecirones se imducen
creciendo 8 estas bacterias en diferentes condictones de lhuz 6 axfgeno.

3.- Bristen mutantes.

4.- Los métodos para aislar cromatiforos y ceatros de
reaccién(ll.3.; [.4.)ys estdn descritos.

S.- Por la estabilidad de las preparaciones de cromstdforos
y centros de reaccitn.

6. - Por la simplicidad del sisterms de transporte de electro-

nes clclico.

7. - Porque 8 iluminacin provee mnto equivelentes oxidantss

como reductores ein la necesidad de sgragar sustratos Que tienen pro-
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de per bilidad.

8. - Parque s Luminacifn por destellos cortos provee Ox-
remédaments répido w 8dlo equivaiente oxideate o reductor.
9.- Hay fsnOmencs ligados s 1a energls, como el camblo
de carcteno, la fhwresceocis retardads, que sirves como indicadores
del estado de ska energfa.

Los puntos del 7 al 9, son particularmeate convenisniss pa-

ra experi basados en did - it sricas de cinética

ripids del flujo de electrooes.
1.2.32. Chsificacitn de as bacterias fotosistéticas.

Las bacerias fotoslatéticas ee dividen com base en su
pigmeataciso y con base en Is fusate reductora que w«tilizan. For su
pigmentacifn se han subdividido en dos grupos: las bacterias verdes
y las bacterias pirpures. Las primeras son s Chloroblaceae de
la clsificacién reciemte o las Chlorobacteriscess de ls aotigus clasifi-
caciés. Las bacterias pirpuras se dividen 8 su vex en dos grupos
dependiendo de la fuente reductors que utilizan: las Chromatiacese que
son sulfurosas y las Rhodosptriliaceae que oo lo son. ( ver tabla 1 ).

Las Chlorobiaceae son bacterias sulfurosss. Uan género
represeamativo de s bacterias verdss es Chloroblum. La coloracién
verde de alguos lagos de mantafs es debids & este género. Eswuas
bacterias viven en lagos y charcos ricos ea szufre.

Chromatium y Thiospirillum son ejemplos de las bacte-
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rias suifurosas parjura, antiguaments conocides como Thiorodacese.

Ha bk 4t

ricos en HpS y cerca de emansclones
valclaicas. Alguoas veces se desarrollan en mess y cubren grandes
freas. lLas bacerias porpurss sulfurcsas han skio eacontradas en
aguas que van desds una salinided csrcans & cero hasts sslinidades cer-
canas & ls saturacie y desde lemperstures bsjo cero, en hislos pols-
res, hasts 80°C on sguss termales.

Las bacterias que se wilizaron purs reslizsr la parte expe-
rimenta]l de este trabsjo pertencosn sl grupo de s bacterias plrpurse
00 sulfurosas o Rhodospiriliscese. Es espscial se usd Rbodopseudomonas
spheroides R-26, que e¢s une mutante carente de CArOUSDOS. Estas
bacterias son facukiativas:

Ohun'mfoz(u. ) e=mgp Crecimi

No hay fotosfatesis.

Laz -0z ( aosercbiosis ) — Crecimisato.
Fowshtests.
Bl crecimi en medios oxigensdos y sin luz es de tipo heterotréfico

y dopende de oxidaciin. Como sustratos estas bacwsries wilizan fcidos
orginicos simples y algunas especiss hidrdgeno molecular ( Gaffronm,
1933-1935; Glover y col. 1952 ). Ea i mstursleza, las Rhodospiriliacese
hablian en cuerpos de agus, pero oo e conocen formando aglomersciones
masivas, nil tampoco se he reportado su crecimiento en condiciones de

sallnidad O a tempersturas extremas.



TABLA | ( Gtomet, Elhanen, 1977 ).
Bacteriss Pdrpura,
Vi .

Microorganismo. Bacterlas Sulfurosas Verdes Sul i No Subfur
Chstficacién Aatigus. Chilorobacter iaceae. Thiorodacess. Athlorodacese.
Clasificacién Recieate. Chlarobiaceace. Chromatiacese. Rbodoepirillaceas.
Géaerve representatl- Chlorobium Chromatium Rhodospirilium
oy Chllx ogeeistomanas. = Khoopesulorpens.

“a” 0 BCN . D"

Pigmentos

Bacterioclorofila “c”, "7
Carmeooldes moaoc(clics.

Bacter loclorofils
Carotenoides Acfclicos.

Compuestos Orglaicos|
(Hy en ajgums es-
)

Fuente de poder Reductor | HpS: S: S0y 6 Hy HaS: S: §: Sz03: H, pecles ),
Muchas espociss
Anaerdbicas obligatoriss. AnaerGbicas obligatorias. aerdbices.
Facukatves.

Relscidn con el U2

Crecimiento en Ia
obscuridad.

Niaguao.

Ninguno.

S5(, aer6bico.
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1.2.3. Morfologia de R udomonss spheroides.

La forma de R

spheroides s préctica-
mente esférica, su (amafio es del Grden de 0.7 a 4 micras de dMme-
tro. La coloracifn de s cops eilvestre es pards em ansercblosis y
rojs en presencia de aire, 18 muante R-26 de Rbodopssudomonas
spheroides presenta ws coloracién azul-verde en los medioe de cultivo
Iiuido anaerébicos que ee exposen & b luz.

Rps, spheroides estd constituide por umna pared celular y
uns membrans pissmétics scparadas por el espacio peripMsmico en
donde se encuentra, cotre otras protefnas, el citocromo "¢,” Que es-
ul Iovolucrado en el ransporte de electranes bacterimno. ( fig. 1A

La membrans plasmética preseota una serie de invagima-

ciones llamadas cromatiforos que son de sspecial interés porque en
ellos estin ublcados los

[ que llevan a cabo la forofosfo-
rilacion,

Bxiaten doa tipna de preparaciones de mambranas fosfori-
lantes en bacterias fotosintéticas:

|. - Loe esteropiastos, donde ls pared celular ha sido re-
movida de la bacteria por medio de la enzims lisozima ( fig. 1B ).

2.- Los cromatSforos, que ean particulss odteniiss por
ruptura mecénica, en donde purte del citocromo “ ¢y ~ queda retenido

on el (ntsrior de las vesfculas ( fig. | C ).



Fig. 1. Bsquema Geasrel de Sacterias Pomsimsfeticas. A. Qlimls

Complewm. 0, . C. Cromsiiisrce. Néwmee
golm'c"ﬂ_h--l-h.
cromatSforcs.
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Mitchell ( 1967 ) y Scholes et al. ( 1969 ), con base en los

movimientos de pr can {l 6n, pr

que ia polarided
de ba aps de loe cr Gforos aisiados es lnverss & I polarl-

dad del eeferoplssto 8 do I8 bacteris ftegra. Eso, » sido compro-
bado par Crafts ( Prince, R.C. y col., 974 ) por medio de aati-

cuerpos contra centros de reaccifa y citocromo " cg 7.
1.3. PIGMENTUS FOTUSINTETIOOS:

También en lss planas verdes como co s bacterias
fotosintéticas, las clorofilas son los pigmentos responsables de la
conversién de energla lunica a energla quimica.

La clorofila "a ", es el pigmonto de ias plantas superio-
ree y consiste en una molicula que contiene cuatro anilios pirrélicos
sustituidos, uwno de los cumles estd reducido. Los anilios pirrdlicos
estan dispuestos de Wi mapera que forman una estyuctirs Mmacro-
ciclica en la cual los cuatro tomos de nitrogeno centrales esufn coor -
dinados can un i6a

goesio, lateral ests écul

posce una
larga cadena hidréfobs o grupo fitol. ( ver fig. 2 A ).

La bacterioclorofile "a”, es el pigmemto verde de las bac-
terlas pdrpuras y difiere de la clorofis "s” de las plantas verdes
enqmenmchlgtwovhll(CH,-CH- ) del anilio I, se encuentrs
mp'upnnmtll(CHa-q-O)qununmmmdwh ligacurs

(ver fig. 2 ). Eswms difer quimicas, ade ds las diferencias
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Fig. 3. A. Licopeno, moléculs responsable de las coloraciooes
rojas de las bacterias pirpurs. B. caroteno de ks
planms superiores.



en 18 coojugacién con la protefna, causan grandes diferencias de color
y por lo maw, los principaies picos de absorcién se encuentran em

diterentes zonas del espectro. El pico méximo de B clorofils "a”

purs, disuela en , »0 a 663 am, misatras qus en
Ja cflula intacta muestrs dos o mis picos miximos de absorcién en
el rojo, s 672 y a 683 am. Eo cusao s Is bacterioclorafila “a”,
el pico miximo esul en el infrarrojo.

Eoore los pigmentos accesorios que absorben Lz esuln
los carotenos. Estos tienen sus miximos de shsorcifn a looginxies
de anda difereates s las de las clorofiias y funcionsa como receptores
suplementarios de hz en las porciones del espectro visible que no
corresponden & lss clorofiles. En Rps. spheroudes tipo slivestre los
carxenos del centro de resccién absarben a 440, ¢4 y SO05 am.

Los caroteacs de las bacterias pirpurs sco los que coafieren
& estas sy coloracién rojs o pirpurs. Eswms coloraciomes estin rels-
cionades con el licopeno que coatiene rece dobles ligadures y carece de

anilios & diferencis de los carotencs de Iss plantas verdes. ( ver fig. 3 ).
.4, POTENCIAL DE REDUCCION ESTANDAR.

Antes de escribir sobre el transporte de electrones en bacte-
rias fotosintéticas, cr defl

Ia reaccin de Oxido
reduccién y el potencisl de reduccitn estndar,

Las reacciones de &xido reduccitn 6 redox. san agueliss
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co lae cusies hay una transferencia de clectrones desde un dooadar de

electrones 4 Jo ageme red hasta un P de clecrones
6 agente oxidsnte.
Ea sigunas reacciones rodax, b trassferencis de electrones

s¢ hace por vis de ls wransferencia de dwomoe de hidrégeno.

La dencls de up age red a perder elecrames so
expresa por el potencial de reduccién estandar, que se define como s
fuera electromotriz (emf), en volts, dads por medis celds en la cusl
las cspecies oxidanie y reductors estin ambss presentes en ume coo-
centracién | molar, @ 25°C y a un pH de 7 en equilibrio con w elec-
trodo, el cusl puede aceptar clectrones reversiblemente de s espe-
cles reductorss de acuerdo a la sigulente ocuscién:
reductor o——2  oxidamte + "n” electrones ( 6 "a” hidrogencs )
donde "a” ee refiere al sdmero de electrunes 6 de Stomos de H-
wransferidos.

El potencial de reduccitn estandar es Is maiids de la presifn
Quo el eloctrén de un par redox dado geners en el equilibrio bajo deter-
minadas coodiclones.

La ecuacidn que expresa la relaciGn entre el potencis| de re-
duccién estandar de un par redox, su possacial cbservado y I8 razfn
de la concentracién del aceptor y del donsdor de electrones es s ecus-
¢cidn do Nernst:
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[Aczwx de electrones)

Eb= Eo _ 2.303 RT log
of [dmdndsehmq
Donde: Eo = p ial de reduccifn dar ( 1 M, 25°C, pH?7)
oo volts.

Eh = potencial observado con el electrodo, en voks.

-1 -1
R

= constante de los gases ( 8.3] joules grados moles N

T : tsmpsrawura oo grados Kelvin.
o > ofmero de electrones transferidos e moles.
F x farsday = 96,406 joules/vok.

El concepto de poteacial de reducciin esmndar explica como
los electranes 6 hidrdgence van & fluir desde los componeates mis
eloctronegativos hacls los més electropositivos, con liberacie de ener-
g3 aprovechable por los seres vivos. La reaccifin contrarla, hacls wo
components con electronegatividad mayor, requisre de un
de energla.

)

1.5. COUMPONENTES DEL TRANSPORTE DB ELECTROUNES BN BACTE-

RIAS POTUSINTETICAS INDUCIDUS EN LA LUZ O EN CRECI-
MIENTO FOTOSINTETICO.

Los p del

parte de elecirones en bacwrias

fotoslatiticas estdn localizados en los cromatiMoraos de I8 membrans

de la bacteris y son, principal ., los eig



I.- El centro de reaccifn bacteriano ( RC ), que contiene
al PB?O y sl aceptor primario de electrones.

2.- El acepor secundario.

3.- Los citocramos ( cy b ).

4.- Un compiejo "z" no identificado.

En la figura 4 csuin los EBh do estos componentes junto con

A

en el cr 0o f wtico.

A continuacifn se analizardn cada wmo de ios compooentes del
ransporte de electrones loducido por 18 luz.

1.5.1. Ceatros de Reaccién ( RC )

En 932, Emerson y Aroold ( 1932 b ), expusieron células de
Chiorella ( algs verde ) a destellos de Imdnlnds aegundos, alternsdss
con perfodos de obscuridad de duracién crecienie y midieron el despren-
dimiento de oxfgeno por destello, encontrsndo un valor de sanmeciSe a
25°C can perfodos de obscuridad de 0.04 segundos de duracibn. La -
iiea de b 1a de uma

idad fowsintética oactd cuando los mismos
autores ( Emerson, Arnold, 1932 a ) oowmaron que la razén eatre el méxi-
mo almero de molMculas de oxigeno desprendides por destelio y el adme-
ro de moléculas de clorofia presentes ers de 1/2500. A parur de --
esta relacifn sugirieron que por cada 2300 molculas de clorofils hay -
mlmmdmpzaredmullnmolmhdeml. cada vez que esia

unidad os activada por I lux. La widad fotoeintécica do ias bacterias
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[N

Pig. 4. Componentes de oxido-reducciSn de Rhad udomonas

gmiies o 5. - cttocrcimas. D] = mblan.
s centro de reaccia. Fe: Q= Aceptor primario.

Fe-S » farredioximes. Los componentss ideatificados par
[ f 0 espectroscoph de rescmancis parameg-
nftica del electrda ( BPR ) emfa colocados de scusrdo con
su potencial de Sxido-reduccim & pH 7. Esquema twomado
de Dutwon y Wilsos, ( 974 ).



s més pequefia Que i de las planms. Armold ( ciado por Van Niel
en 1941 ), reports que la razén eamre ¢l méximo nGmero de moléculss

de CO, fijadss y el nGmero de bscteriockorofliss prescutes es de -~

1/400.

La wentificactén do los RC bacleriancs comenzd en 1956,
cumndo Duysens ot al. ( 1956 ) cbservaron uns pequefis disminucién,
inducids por la luz, de ls absorcién de B longitud de onda correspon-
diente s la bands de lss bacterioclorofilss. Ests disminucitn es rever-
sible ya que se recupsra oo la cbecuridad o se produce por la adicidn
de un oxidante como ferricisouro de powssio. Emsto sugiere que la pér-

dida de sbsorcién se debe & la salkds de un elecrén. ( ver fig. 5 ).

La evidencia decisiva de la existencla de centros de reac--
cifo en bacterias fotosintéticas fue el descubrimiento de e muzante -
( Sisrom, 1962 ) con casi todas las bacwericlorofilas presentss, pero
que sin embargo oo pudis crecer fotosintfticaments eo 18 LWz puss care-
cla dc la protetha det RC. Este experimento propicit ol iaterés en
aislar los centros de reaccifn.

Actaimente se han descrito varios métod

do los RC. El método para el atslami

pars la separacin

de los RC de Rps. spheroi-
des R-26 descrito por Clayton y Wang ( 1971 ), es el que se olguld en

este trabajo para la separacidn de los RC de dichms bacterias, ya que es

el mfs simple y con 81 se obtienen preparaciones puras.



0.15%

0.10

0.05

longitud de onds,nr.

Fig. 5. EBspectros de Absorcifn de los cromattaros (A ) y de los
centros de reaccifn (B ), aislados de la bacteria fotosin-

uitica Rpe. gﬁoﬂu Curvas contimms = espectros me-
didos en .

s de trazos = espectros en hz
fuerts. Obsérvese el blanqueo del P, D.O. = densidad
Optica. Bequems tomado de Clnym'( 74 b ).



Bl RC se define como la wnidad de mmafioc mfaimo que retieas
la acuvidad fotoqufmica. La actividad totoquimics se defie como o) -
dlenqueo, 6 desaparicitn reversible de la bands de absarciGn de lungiud

de onda a 870 mm. Este blanqueo es un criterio il pars detectar s
tunclionaiidad de los RC. sislados.

LS. L1 Composicién de los RC:

Los RC de las bacierias fotosinsfticas san pratefhas integraiss
de s membrans del cromstSforo. Son unidades prowsicas con grupos  --
prostéticos unidoe de forma 0o covalemte. La proteins del RC. estf in-
tegrada por tres subunidedes proteicas denominadas: LM y H de pesos
moleculares de: 21,000, 24,000 y 28,000 respectivemente ( Okamura y
cul. 1975 ). La estequiometrs de las tres subuniiades fue determinada
como una relaciéa 1:l:l. Las dos subunidades pequefas ( L.M ) has eido
aisladas do b H y el compd L-Mr |

)

s¢ encantrd foraquimicamen-
e axivo a temperatura ambiente. Esto pusde sugerir quo los pigmentos

respoasables de la reacciOn primaria estfn ubicedos en estas subunidades
proteicas (L-M). La composicién de amino-~dckios de las res subunidades
es slaments hidrofbica, apraximsadaments el 70%, de los amino-dcidos son

oo polares ( Steimer y col. 1974 ).



Los grupos prostéticos uwidos s b proefa del RC son:

.- Los pig ,» e d por:
s.- Dos baceriofecfitines, que difieren de las bacteriocioro-
filas por carecer del magoesio ceatral, en vez del cuml posesa 2 Hidroge-

nos. Estas bacteriofeofitiess, més que um c I omo ee ba

( Clayton y Wang, 1971 ) parecen ser un verdadero componenie del RC
( Reed y Poters, 1972; Straley et.al, 1973 ).

b.- Custro scteriocloroaflies, dos de elins en forme diméri-
ca ( Katz y Morris, 1973 )
2.- Uns ubiquinona.

3.- Un flerro ao bemo.

1.5.1.2. BEepectro de AbsarciSn del RC de Rps. epheroides.

El RC funciona como el iniciador de s reacciones de trans-

ferencia de clectrones peculiares de s {ctosintesis. El espectro de los

RC de R-26, que se eacuentran libres del ¢ )

( ver 1ig. 6 ) varios picos. Bstos se han adjudicado a los sig -

componentes:

- Un pico 8 290 mm que representa a las protefhas del RC,
que comienen tirosina entre sus amino-dcidos.

Un pico & 367 am determinedo, tanto por I8 bacteriofeo-
fitina como por la bacterioclorofila.
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Dos picos, & 535 y 8 759 nm, que corresponden s I
bacteriofeofiting del RC.

Un pico 8 800 am perteneciente & las bacterioclorafilas.

Dos picos: a 600 y 870 nm correspondientes a la bacte-

rioclorafile dimérics ( P870 ). Las unkiades de la bacterioclarafila

dimérica se encuentran ligadas entre si por un i6n Mg*', W grupo

SC =0 y un pusnte de agmm. ( Kaz y Morris, 1973 ).

1.5.1.3. PB7D y Aceptor Primario. -

El acto fotoquimico primario en fotosfhtesis bacteriana invo-

lucra la transferencis de electrones, inducida por la Lz, desde un dooa-

dor de electrones hesla un aceptor de los mismos. El papel de doos-

dor primario se adjudica al dfmero de bacterioclorafila PS"' donde --
"

P Indica al] pigmento y 870 se refiere a la longinxd de onds de la bands

de absorcifn, que se blanquea cusndo el complejo pierde un electrén.

Cuando ls luz incide sobre el P”O emo pigmento pasa 8 un

ostado excliado de singlete y el aceptar de electrones primario se redu-

ce. Este 0itimo debe encontrarse en la vecindad del P870
que pueda captar al electrén proveniente de éste, par lo cual debe for-

mar parte del RC.

de maners

Bl aceptor de electrones primaric se define como el primer
intermediario qus pusde ser establlizado dursnte un tiempo de milisegun-

dos eatre ol Pl70 y el sceptor eecundario.



Han sido postiilados como posiDies aceptores de clectronss
primariocs ( Parson y Cogdell, 1975 ) el fierro no hemo y la ubiquinona.

Laa evidencias a favor de uno G otrs son las sigulentes:

La px @0 « ded quiométricas de Fe en los -
RC ( Feher, 1971 ) y las cbeervaciones de una clara sefsl de rescosn-—
cls paramagnética del electrén ( Parson, 1968; Mc. Elroy y col., 1970;
Duton y col., 1973 ), lisvaron & la hipitesis de que ¢l fierro eres el
acepor primario. Esta bipGtesis fuf puesia co duds por Lasch y Hall,
( 1972 ) quienes reportarco que en preparacionss parcislmeate depletadas
de fierro se conservabs walmente I8 actividad fotogqufmica. Posterior-
mente, Feher et al., ( 1972 ) y Boltan y Cost, ( 1973 ), cbservaron uns
estrecha eefia]l de rescosancis parsmagnética del elecrén tnducida por la

luz, la cual demostraron que era debale «l radical de 1a ubiquinons.

Los sigulentes cstxiios ban demostrasdo que el fierro sélo,
ao puede sor el aceptor primario de electranes. Laos RC en g cumles
el flerro fué sustituido por magnesio exhibleron una sefial diferente de

resonancia paramagnética del electrén inducida por b huz. No obstante,

el tiempo de recombinacifn entre el dooador y el sceptor primarto per-
manecid sin camblo ( Feher et al., 1974 ). Como este Uempo de recom-
binacifn se considers un indicad bl

de & esructura electrénica
y del estado conformacional del psr donador aceptor ( Mc. Elroy vy

col., 1974 ) se concluyS que el i6n del mstal de trensicifn sommente



juega un papel secundario en el foacto primario ( Peber et. al., 1974 )

Esto fue coafirmado por otras xdios que d aron que la valencia
del fiorro era b misma ( Fe»)nnm en la forms oxideds como en la - -
forma reducids de 18 moMculs ( Feher et. al., [974; Debrunner et. sl.,
1975 ).

Cogdell y col., ( 974 ) extrajeron con solventes orginicos ,
ubiquinons s partir de crometSfaros y de centros de resccifo y observa-
ron una pérdids de Is actividad fotoquimica, la cuml ee recuperd sl agre-
gar de ousvo la ubiquinana. Okamurs y col., ( 975 ) desarrollaron wm
método para remover las ubiquinooas y afisdiriss de nuevo sin necesidad
de emplear solvenies orglnicos y demostrarcs que ee requierc una ubl-
quincos par RC para llevar & cabo la acuvidad fotoguimice.

Una manera de recoaclliar las evilenclss contrarias & favur

de fierro 0o hemo y a favor de ublig es p Br que el

i

primario es un complejo flerro

1.5.1.4. Tiempos de Reaccién de la Resccién Fotoquimica.

La luz es absorbida por los pigmentos antens en l().ls segun-
dos ( ver 1.7,) y tansferida en t de dos a las bac-

L 4

terioclarofilas del R.C. ( Borlsov y Godik, 1973 ). La energls de exci-
wcifn es conservads en el RC. en forma de separacién de cargas donde

Ia bacterioclurofils dimérica ( 9870 ) es e} cati6n y el aceptor primario



( Pe-UQ ) se reduce y es cl snién. Esta separacién ocurre a travds
de) dieMctrico de la membrans y produce un equivalente reductor de
un lado de la membrans y un equivalente oxidante del aro.

Las velockiades con s cusles e prodo estas r ci

enre I8 lmcteriocloroflls dimérica y el aceptor primsrio, & través de

un istermediario, estan descritas en el sigulente diagrama:

Y
(BChl)y . 1. (Fe) —> (BN . 1. (iFe)_< 0 pm
@chy, Tl T-(QFe) M0 - 200 pu  Bcr), *. Q3 Fe)
Doode: (BChl), = Bacterloclorofila dimérica, Pgoq

1 s Intermediario, que muy probablemente es
la bacteriofecfitina del RC.

(Q:Fe) = Complejo flerro no hemo-ubiquinona.

(BChl)* » Eswdo excitado de singlete.

(8cn)* Catién de bacteriociorofila.

1.5.2. Aceptor Secundarlo.

Las ubiquinonas (UQ) han sido encontradas en grandes
cantidadcs en bacterias fotosintéticas y parecen parucipar en el

transporte de electrones fotosintético.



Laa:nncddumUQD de los cromstStoros de Rbodos -
pirillum rubrum dismiouye grand la formacifo de ATP, W cual

ec activa de nusvo medmore ls adicitn de UQ); ( Ckamaya et al., 1968 ).

Pars que o UQ ses considerads como el aceptar secumdario
de I reaccion de transferencia de electrunes es necesario que tengs un
Em negativo o cercano 8 cero, ya que el Em del P87O oxidado es del
6rden de -50 milivokios.

Evidencias que indican que ls ubiquinona es el aceptor seam-
dario del transporte de eloctrones en bacteriss fotosinsSticas:

En los trabejos de Frenkel, ( 970 ) y posweriormente de
Evans y Crofts ( 1974 ), la UQ estd localizads en el lugar correspon-
diente al aceptor secundario del transporte de electroass ya que b ilu-
minacitn de los cromatiforos causa reduccitn de UQ endigena ( Bales
y Vernon, 1963; Takamiya y Takamiya, 1967s; Takamiys y Takamiya,
1969 ).

Halsey y Parson ( 1974 ), extrajeron con eter de pewdleo
cromatdaros leofilizados de Cromatium vinosum, de maners de deple-
arios de las ubiquinonas y observaron que dichos cromatiforos perdfan
su capacidad de llevar a cabo la fotoquimica inducida por el segundo
destello luminoso mcluso cuando entre el primero y segundo destellos
sec dejaran pasar varios milisegundos. Tambidn demostraron que la
cinética que se presents cusndo se agrega um Inhibidor de la reaccitn,

como la ortofenantrolins eatre el scepor primario y el secundario es



simlisr & ls ciaftics que ec presents cusado se depleta de UQ al sisema.
La pérdida do la fotoquimics producids por el segundo destsllo lumiscso
pusde postularse que resulta de ls eliminaciin 6 destruccién del aceptor
secundario, ys quo la extraccin 0o tisne ningn efecto e i foto-oxids -
cién del scepror del Ps7o 6 del cltocromo "c” en el primer destsllo
luminoso. Sin embargo, los efectos ds B extraccién pueden ser com-
pletamente revertidos reconstiuyendo jos cromatiforve extrsidos con et
extracto en el cusl se encuentra la UQ. Ls UQ purs pusde reempiazar
8l extracto, restaurando también la reaccifm secundaris de transferencia
de eclectrones. El andlisis del extracto de Chr. vinosum, muestrs que
la UQ es el tnico material activo que contlene el extracto en cantidad
detectable.

Batos experimenios nos lievan < s onchslin de que B UQ
cs el aceptor secundario de la transferencls de electrones en bacterias
fotosintéticas.

la aantidad de UQ que contienen los cromawforos os del
o6rden de S a 10 moles por mol de Pl?O ( Cussnovich y Kamea, 1968
Fuller y col., 1961, Takamiys y col., 1967k Halsey y Parsom, 1974 )
Nou obstante parece que co tods la UQ de los o .

s A

un mismo grupo, ys que ¢l succinato. donador de electrones externo,

es capaz de praducir la reducciSo en 8 obscuridad de una buena parte
del total de Vs ubiquinonas ( King y Drewn, 1973 Parson, 1967; Sugimure

y Okabe, 1962; Takamiya y Takamlys, 1969 ) poro no |a de todas.
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1.5.3. Citocromos.

Los citocromoe san proteinas que forman parte del cranspor -
te de clecranes. Como contienen flerro en un grupo hemo son capaces
de experimentar oxidaclones y reducciones reversibles gansndo o perdien-
do un electrén por dwomo de fierro.

Cpt (Fe™™) +e”— - » Cnt Fe''

Cada tlpo de citocromo en su estado reducido posec tres ban-
dae de absorcién caracter(aticas (-‘,P . & ) en el espectro visible,

\as cumles se conocen como tandas Saret. ( Fig. 7))
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La foto-oxidecién reversible del citocromo "c” en bacterias
fotosintéticas, fue demoetrads en 1954 par Duysens. A parur de ess
momesto se 6 que cada

P de bacarls fotosintética examina-

ds contenfs, por lo mence, un tipo de citoromo "c”.  En Bhadapseu-
domonas viridis y gelatinoss se ha eacontrado que existen dos Upos de

cltocromos "'c” pegados a I8 membrana, uno de alto potencial y otro de

bsjo potencial. Ambos citocromos parecen dar sus clectrooes sl Pm
direcamente ( Tharaber y col., 1969; Case y col., 1970 ).

Por oro lado, Rhodopseudomonas spheroides y Rps. capsulats

n e

no poseen cltocromo "c” de bs)o potencial que ceda sus electrones al

Pa7o oxidado ( Dutton y Jackson, 1972; Evans y Crafts, 1974 ).

Tanto en las bacterias plrpuras ao sulfurosas camo en las
bacterias sulfurosas y en las hacterias verdes ha sido demosuads la

presencis, ademéis del :ltocromo “c”, de otro tipo de citocromo deno-

minado cltocromo “b". ( Fowler, 1974, Koatf y Buchanan, 975 ).

Rhodopseudomonas spheroides y Rpe capsulsta [reseatan
el citocromo del tlpo "b” unido a ls membrena, el cual después de ser

fotoreducido se reoxida por el cltocromo de alio potencial.
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Bn cromsiSforos de Rsp. rubrum, las reaccimes de citocro-
mos inducidas por Lz son dificiles de seguir por su psquods magnitmd
y por la gran (nterferencls que hay en la banda alts , debids s los
carommoides y en is beads Soret por i gran absarcide taducids por
Iz en el pico 8 430 am ( Smith y Baktecheflsky, 1959 ).

De maners de poder carscterizar las bandas
del citocromo “c”

alla , wnto

como la del "b”, Dution y jackson en 972, trabsjaron
con muantes de Rps spheroides deficientes en carotenos y midieran po-
tenciométricamente un tipo de citocromo “c¢” de alto potencial, el CSSI .
Su Bm fue de +0.29V. Este citoctomo "c” es el donador de electromes

de la bacterioclorofils del RC uxidada. Ademds, midleron tres cliocro-

moe del tipo “b" que reportaron con Em de: ¢ 0.15V, +0.05V y -0.09 V.

Parece que los dos primeros soo los encargadaos de 8 reduccién del CSSX

Para diucldar is localizacién tntracelular del citrocromo “c”,

Prince y col. ( 1974 ), usarocn antisuero de cliocromo “c,” de Rhbodop-
sewlomonas spheroides, con el fin de localizar a] ant(geno en vivo.

En preparaciones dc cromatdforos, el citocromo "cz" no se encontrabs

disponible al antisuero mientras ao se afadiera I% de colato. Sin em-

bargo, cuando loe esferoplasios eran preparados a partir de ae cflulas
intactas, el cltocromo "c”, ers liberado en ¢l sobrenadante y seasi-
ble al antisuero ( nnuﬂ:i‘ ). Eastos resultados han levado s concluir que

el citocromo "cz" en vivo se encuenirs locaiizado en el espacio peri-



o - =@ o

piismico de s bacteria, el aml se encuentrs localizado eatre I mem-
brans y Is pared celular de |s misma.

En preparaciones de cromatSforos parte del citocromo “c”,
quoda retanido ea el (aterior del cromstSfaro.

Para s parte experimeaial de esta tesis se empled citocro-
mo "c” de caballo, prow(ns que ha sido ampliamente usads cn atros

trabajos pars reducir al P axidado.

870
El uso de clocromo "c” de caballo, que se pusde abteoer

comerclalmente, evita teoer que purificar el citocramo "c_l" bacter lano.

1.6. TRANSPORTE DE ELECTRONES EN BACTERIAS FUTUSINTETICAS.

El flujo de clectrones en las bacieriss futosintéticas es clclico
(fig. 8). La primera reaccién, que es inducida por I8 luz, es la oxi-
daciéa del P870 y i reducciSn del aceptor primario de electrones. --
Notese que la energla de s luz es utilizads para llevar el potencial de

reduccitn del Pam a un valor negativo.

Inmediatamente desputs de su eparicién, el Psm oxldado,
extrée un clectrén del cltrocromo "c” siwado en el espacio peripMsmi-
co. Por otro lado, el acepr primario de elactrones transfiere en se-

guida su electrén a la ubiquinona, moléculs a la cual se k¢ m adjudics-

do el pspel de aceptor darlo del tr te de elsctrones bacteris-

L

no. Los tlempos de reaccitn eatre el aceptor primario y el citocromo “cp”
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Fig. 8. Esquema que llustra el flujo de electrones ciclico de las

bacterias fotosintéticas. En lsas ordenadss ee grafican los
potencisles de reduccion de los companemss del transpor-~
te de elecirones foosinuftico. Pgyp = Bacterioclorofils dl-
mérica ( RC ), UQ.Fe = Aceptor primario, ')Q (

nona ) = acoptor secundsrio, clt. "b" = clwcremo "b
Ze« intermediario no identificado, cit. "c3” = citocromo
“cz". Las flachas dobles indican sitios de accidn de los
inhibidores esfalados.



y ontre ol sceptor primario y la ubiquinoss, se muestran & contisus-
cifa:

1-Q R —MA%me __pcny,  1-q-re “20AC gom, 1-Q-Fe
clt. "c” uQ

cit. "c~ uQ
| representa a un intermedisrio ( Bfhe ) eatre Is bacterioclo-
roflls dimérica del RC ( BChi )2 y el aceptor primario represeniado por
un complejo fierro ubiquinons (Q-Fe ). La ubiquinons ( UQ ) represeats
al aceptor secundario y clt. "c” se refiere al citocromo “¢”

La ubiquinona es unn moléculs liposoluble capaz de desplazar -
se en la membrana de manera que puede captar un protén del imterior
As |3 bacteria j ue vez recuckds, se amida de nuevo cediendo su elec-
trén al cltocromo "b" y liberando su prowén de! Interior de la bacteris
y una vez reducida, ee oxida de nuevo cediendo su electréa al citocromo
"b" y liberando su protén hacia el exterior de i membrans plasmética

de la bacteria ( fig. 9 ). El cltocromo “b”, se oxida pasando su elec-

trén a un (ntermediario "2 no identificado aGn, el cual toma a su vez
un protén del interior de la becteria para luego liberario al espscio pe-
ripifemico sl oxidarse reduciendo de auevo sl citocromo “c”, molécula

que clerra ol ciclo cuando reduce al Pgyg que se tm visto axidado por
s luz.



“Dieiecirico ™"

Fig. 9. Sistema de wansporte do slectrones de tacwrias fotsia-
uikices como Bombs de protones. C = chiocromo “cy”,
RC = cootro de resccifa ( Pgyg ), Ln(N) = ublquinosagy .
8 = cliocromo "b", 2= jo "Z" so identificado.
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L.7. COMPLEJO ANTENA.

Los pigmentos antena estio unidos & protefnas de maners

no covalente dando lugar al compiejo antens.

Para ls exraccion de los complejos protefns -pigmento de
las bacterias fotosiniéticas plrpura es necesario el empleo de solven-
tes orginicos ( Fraker y Kaplan, 1971 ) 6 el empleo de detergentes.
Clayton y Claywa, (1972 ), usaron ol dewrgente lsuril dimetil amino
Gxido ( LDAO ) en su procedimiento pars separar 2l camplejo anlens
de Rps. spheroides y demostraran que, por lo mencs, el 60 de la -
bacterioclorofila de los cromatdforos esiuf asociads a poquefms protel-
nas. Dich fraccién muesua los componentes 800 y 850 ademés de
carotenocs. La relaci6n de la bacteriociarofils con s protefos fué del
1. Con este procedimiento obtenfan grandes agregados coo pesos mo-
leculares de 100,000, los cusles bajo ebullicife con dodecil suMsto de

sodlo (SDS) al 1.5% se disoclaban en pequefms unidsdes (1.F. 10,000).

Las abeorciones méximas de las bscterioclorofilas sntena
esufn coercanas a 800, 850 y 870 nsn6motros. La tmacterioclorofila del
RC tiene su méxima absorcién a 8@ y s 867 am ( Pagp ¥ Pgxy res-

pectivamente ).

Trabajando con tres capas de Rhodopseudomonas spheroides ,
entre ellas la stlvestre, Cogdell y Crofts. ( 1977 ) concluyeron que

hims unkiad funclonal del plejo antena B00-830 consiste en na
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molécula de carotsno por (res mojSculas de bacterioclorofile domde is
banda & 800 am representa & uns de estas moléculas de bacteriociorafi-

Is y las otras dos bscteriociorofiles son responssbies do la banda &
850 am.

En resGmen, los pig antens en las Thiorodaceae y
en las Athiorodaceae parecen preseatarse eo polipépidos hidrofébicos
de pesos moleculsrce cercanos a 10,000 a los cusies estf ssociado un
pequefio nGmero de moléculss de pigmento. Dichos polipéptidos pigmen-

tados se asoclan formendo grandes agregados que proporciooan un grao
ofimero de moléculas pigmento.

1.8. MEMBRANAS MODELO.

Una forma de estudiar los fendmence fIsicos y quimicos,
como las propledades dinfmicas de ums estructura es por medio de mo-
delos. En la Investigacién de las membranas cclulares, cuva naturaieza
es lipMica, cl uso de madelos ha proporclonado velioea informacidn.
La fotos(niesis es un proceso fisloldgico asociado & I8 membrana de la
célula.

Existen dos modelos principsies de membranas bioldgicas:

1). - Las membrenas lipiicas negras ( BLM ).
2). - Los liposomas.

Bn ambos casos se busca la obtencitn de ums bicaps lipidics.
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1.8.1. Membranss lipidicas negras.

Las BLM se construyen usando un reciptente do wflén, el
cus| presenta un pequefio arificio. en el que se farmard is bicaps.
El orificlo reprosents ia Gnica coneccidn ertre dos compartimientos
scuasos. ( ver Fig. 10-1 A )

Estc modelo de BLM ( Fig. 10-1, B ) es muy (xil pare deter-
miner con precisiéo cambios co I capacitancia y la conductancia eléc-
wricas de ambos compartimentos.

1.8.2. Liposomas:

Al poner preparaciones secas de fosfollpidos sintéticos o
natursles en contacto con soluciones acucsas, los lfpidos orman una
variedad de estructurss cristalinas liquidss. Los parémetros que de-
wrminan la fase liquida-cristalios particular que asumirén los ifpidus
en solucifn son: la temperatura y Ia relacitn agwm-Upido. Los fosto-
lfpidos que se oquilibran con camidades de agus relatiwmente grendes,
de mds del 20, dc agua, presemtan una estructura que consiste en -
Uminas do bicapas de fosfolfpidos agrupsdos, donde los grupos polares
0 cabeza, de \os fosfolfpidos Interactuan con ol agus. A estas configu-
raciones ec les designa como mescfases esmécxicas 6 liposamas. Di-
chos liposomas pusden ser multilamelares o unilamelares.

La primera preparacién de vesfculas mukilamelares de ifpi-
do fue obtsaida por ple agitacidn ol

de uns muestra de fosfo-
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Uipidos secos en soluciin esline ( Benghsm et al., 1965 ). El produceo
de esta prepsracién es une mezcla de partfculas de tamafio varisdo.

Cuando una suspensifn lipidica que hs sido abtenida por agi-
wcién medinica sc sooics, ias grandes partfculas mukilamelares ss
rompen y s8¢ producen tanto partfculss multllamelares pequefas como ume
poblacién homogfnea de vesfculss unilamelarcs de 20 a SO am de disme-
tro ( Papahadjopoulos y Miller, 1967, Huang, 1969 ). Son en especisl,
estas vesfculas unllameclares e que resultan de mayaor interés para is
experimentacifo de fenémenoe bioldgicos . ( Fig. 10.2 ),

Los liposomas son un modelo que nos ofrece una serie de
ventajas. Una de las mayorcs ventajas de este méwdo e la auseacs
de hidrocarburos o de «ros matcriales qe sf se roquieren en la prepa-
racién de 1as BLM. Otra venmjs es que conocemus la compoeicién de
los fosfollpidos que comstituyen a la membrana que preparamos.

La microsc opla electrdaica ( Humng, 1969: Papmhadjopoulos
y Wakins, 1967 ) reafirma que los liposomas pequefios san vesfculas
cerradas formadas por una bicaps lUpiica Gnica.

La esubllidad de los liposomas permite que puedan ser
sometidos a pruebas biufsicas como bioquimicas, tales como flltracién
en geles, ultraceatrifugacidn, espectrafotometrfa, etc.

Estas vesfculas tienen sensibilidad ocemétca ( Bangham et al.,
1967; Rendi, 1967 ), tienden o hincharse y eventusiments s romperse en

medios hipotdnicos y se encogen frente a soluciones hiperidaicas. Bsta
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propiedad cs andloga 8l comporiamiento que P

los esferop
es declr, las bacterias desprovistas de pared celular.

Los lijposomas pueden ser reconstituidos en presencia de
protefnas memiramsies de maners de poder estudiar un feadmeno es-

pec{fico d¢ membrana.

Fronte a las ventajas que nue brindan las preparacloncs
de lposomas rxisten una serie de desventajas que se pueden presentar.
Cuando se usan fosfolfpidos con dobles ligaduras inssturadas,
éstos 800 susceptibles de autooxidacifn. Para misimizar k& oxidaciéo
sc pueden usar atmésferas de nitrégeno, o hacerios en presencia de un
antioxidaate como el DL  tocoferol.

La sonlcacién prolongsda acelera la oxidacién de los lfpidos.
( Hauser, 1971 ).

La farmacién de los liposomas 00 sc praduce con la misma

faciiidad con todos los fosfolfpidos ( Huang, 1969; Kornberg y Mc. Connel,

1971 ). Los tosfolfpidos dcidos produccn los liposomas unilamelares con

cierta diftculiad ( Papanaujopoulos et. al., 972 ), mientras que los lipo-
somaa conatituldos con lecitina requiercn de uma eonicacién més prolongada.

El conocimiento de los liposomas, ha servido psra que se rea-
llcen reconstituciones de wis(culas membramaics can actividad bioldgics
( Montal, 1976 ). Para ello existen varics métodos demro de los cusles
el procedimiento de didlisis de colato y cl de sonicacién son los dos mds

importantes ( Racker, 1975 ).



o -« @ ®

El métwdo de diflisis de colato consiste en solubllizar
componentes fosolipidicos y protelcos cn 2%, de calato seguido de uns
oliminacitn lenm del detergente por diflisie.

En el segundo métxdo se exponen suspensiones de fasfolf-
pidos y protcinas de membrasa en un medio acuoso y se soaican.

El méwdo emplcado en la recunstitucléo de las membra-
nas lfpido-proteicas do nuesuro trabsjo es una combinaciéa de ambus
métodos y esul descrito en el capftulo de metodologia.

El objetivo de cste trabsjo es conseguir la orienmcifn de
los RC de Rhodopsewiomonss spheroides R -26 en difcrentes relcluncs
Ifpido: prowefna, con el fin de cocontrar b rezén capaz de orleawar

aslméiricamente & dicha protelna en las membranes madelo.



11  METODOS.
0.1. Cukivo do les Bacteriss.

Las baceriss foweintbticas qus se USAron perwnecen & las
Athlorodaceae y su género es Rhod) omanas spherokdes. Se empled
Rps. spheroides R-26, ésa es uns mutante que carecs de carotenos.

Los medios de cultlvo que e prepararon pars la muittplics-
cifn de csuas bacterias fucron dos: ¢l medio sblidec y el medio liquido.

El primero cunsiswe en lo sig

- Extracw de levadura ( Bloxon de México ) .......... 3 gr.
- Pepiona de gelatina  ( Bloxon de México )......... 2 gr.
- Agar bacteriolfgicu ( Bioxon de México ) .......... 1 gr.

para un litro de mediv eblido.

El medio Ifquido ec prepard segln el méodo de Cohen
Bazire ct al. {( 1957 ), ¢! aml ¢s una madificacién de! método descrito
par tluter, ( 1950 ). Eawe medio se obucne como sigue:

S¢ prepara una eolucion de metales de la siguiente
forma:

2.5 gr de EDTA ( etiién dlamlno tetra-acético )

5.0 gr de sulfato ferroso hidrawdo ( FeSO, - TH0 )

11.0 gr de sulfato de zinc hidraado ( ZnSU, - 0 )

1.34 gr de sulfato de manganeso ( Mn SO‘)

0.39 gr de sulfato de cobre hidrswado ( CuSO, - SH)O)
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0.248 gr de aitrato de cobsko hidraado ( Co (NO3 ); - 6HZ0)
0.177 gx de borato do eodio hidratado (NagBg 0, - 6H30)
agus destliads hasta aforar a um liro.
La solncidn ss pono & pH de 6.8.
- Se prepars una base coocentrads que contieos:

20 gr de dcidu altrilo triscético

28.9 gr de sulfato de magneslo

6.67 gr de cloruro de calcio hidrawsdo

0.185 gr de molibdato de amonio

0.195 gr de sulfato ferroeo
100 ml de la soluclSn de metales.
Estas cantidades para 2 Liroe de solucién.

- Bl medio liquido final. que se ‘leve s pH dc ¢.8,

contiene:
25% de base concentrada
5% de una sulucién de ortofosfuto de powmeto ( 136.09 gr/it. pti 6.8 ).
25% de una solucifn de dcido succinico ( 100 gr/k. pH 6.8 )
6.25%, de una solucion de sulfato de amoalo ( 100 g/t ).
12.5% de uns solucidn de NaCl ( 50 g/ht ).

2.5% de una solucifn de cido L-Glutfmico ( 23 gr/250 mi.pH 6.8 ).

2.5% do uns solucifn de cido L-Asprtico ( S gr,250 ml. pH 6.8).
1.25% de peprons.

Ademds se lo afiaden pequefias cantidades de: tamine,
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bioties y de écido aicotfico.

Ambos medics, s6lido y ifquido se lievan s] auociave
durante medis hars.

Una vez preparado y esterilizmdo ¢l mexdio sdlido, se doja
eafrisr y se elembran co &l las bacterias con una aza de cultivo --
deatro de la campana de flujo lamioar. Lusgo se someten a ls obscu-
ridad durante 24 horas, cubriendo loe frascos de cultivo con papesl alu-
minio de manera que las biclorias consuman ¢l x{ygeao del medio. --

Dosputs sc procede a Lo exposicion luminosa hesta que el color de los

pigmentos ponga de manifiesto el desarrollo fotosiotéticu Jc las bacte-
riae. En cs¢c momeanw se procede a lener con mediov liquido los fras-
cos de cultivo que conticnen ¢l medio 36lido con las bacterlas crecidas.
De nucvo, el cultivo adtidn=-lfquido e~ *~mew 4 B Lewuridad pars el
mlamo fin. Consumido el oxfgeno del medio lfiquido, s bscerias se

expanen de nucvo 8 18 luz de maners que se puedan desarrollar ammeré-

bica v fotusintéticament:: cn el meadio lfquido.

Cuando AR butilerias han alcanzado 1o tase logarftmica tard(s
de su curva de crecimicnto, la cual ec determina graficando la densidad
Gptica de una mucsiura de cultivo cn el curso del tiempo, se pasan a un

volumen mayor Jde medio liquido. Para obtener la cantdad necesaria de

medio liquido cultivado con bacteriss fotosiméticas ( de 24 & 36 lros )

se replie la operaclén pasando varias veces & volimenes de medio liquido

progresivamente mayores.
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0.2.- Cosechs do las tacteriss:

Alcanzads la fase de crecimiento deseada en medio lfquido
éstas se cosechan en Is ceotrfiugs de flujo continuo Sharpies. Esa
oparacifn permite 4 eliminacitn del medio liquido y la obtencifn de

una "pasta” de bacterias fotosinuéticas aglomeradas.

11.3.- OUtrencibe de lo¢ cromatofuros de Rbhodopseudomaonas R-26 :

El método que ee aiguld para la obtencién wato de cromats-

foros como de RC de Rps. spherokies, fue ¢l descrito por Clayton y -
Wang, ( 1971 ).

Cosechadas Was cflulas de LB muante szul-verdosa R-26,

ésas sc lavan y se suspenden cn bufter Trie HCL pH = S, Luego

se procede o romper las oflulas pasandu i suspensidn dos vcaes

a través dc una prensa ( Sorvall Ribl Cell Fractioaator ) a 18.000 psi

de presidn, Ll extracto otxenido, se cemrifugs a 12,000 g. durame -~

30 minwos con el fin dec remover los desechisa  Fl anhrenedanre evirac

to de color azul claru, s centrifuga duraote hora y media a 100,000 g
cn la ultracentrifuga (Beckman, modcloL5-65 pare recuperar ume pelfcula

azul obscura yelatlnosa que contiene & los cTumatSforos. Lt sobrensdan-

te, lquido pardo, se elimina y la pelfcula densa se redisperss eo Tris

HCl 10mM pH 7.5. La suspensin resultante, sc iava centrifugando -

a 200,000 g durante 60 min. y se redisperss de nuevo en el mismo
buffer .
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Otrenida, la suspensiin fiss] se sjusta & uns deansidad Optics
de SO en o] espectrofotémetro Zeiss s 870 mm.

o.4. Alslamisoto do los Ceatros de reaccidn ( RC ) de Rps,

spherojdes R-26.

La suspensitn de cromstSforos sjustada ee agita com If, v/v
de LDAQ pars romper los cromatSforos con el detergente. Lusgo, se
procede 8 hacer un gradiente de sacarosa; para ello, se coloca la solu-
cifn que bs sido sometida al detergente en los tibos de centrfhgs, y --
con una jeringa, ee colocan 3 ml. de una soluciés 0.5 M de sacaroea

bejo la solucién de cromstSloros. A su vez, sc inyecs uns cantidad su-

ficicnte de sacarosa 1 M cn el fondo del tubu de forms de lenarlo. Una
vez hecho el gradiente, los tubos se centrifugan durante 90 min. s 200,000
g. De la centrifugacién se obtiene lo siguisnte:

una banda azul cerca de la vencidad 0.5 M/1 M que contene al

complejo anwkend.

una pelfcula clara de fragmentos de pared celular y de otros de-

sechog, en el fondo.

un gobrenadante pardo-szulosu profundo en la parte superior.

En esta fracclén se encuemran los centros de reaccifn con algunce

contaminantes colorcados ( bacterioclorofilas y bacteriofeafitdna ).
En scguida, la fraccidn de RC superior se trata con sulfato

de amonio pars eliminar cisrtas proteinas.
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La fracciomacién con sulfato de amanio ee hace como sigus:
Por cads ml. de ls fraccidn de RC se agregan 0.3 gr. sulfato
do amonio sdlido, ol cusl es afmde graduml a0 la i’

L]
agis. Um vez afiadido ¢l sultam de amonio sSlido se contimm sgitsado
duraste S min. mis. Se procede & cemrifugar durante 20 min. a 7,000 g.
y se obtiene uns fasc insoluble, que conticoe 8 los RC, i am] se cbva
hacia ls euperficie. Estc levitado se recupers y se disuelve en 1/3 del
volimen original con I'ris HC1 IUmM pH 7.5 con 2% de LDAQ. Se agita du-
rante 10 min. y se le agrega un volumen iguai de sulfsto de amonio sat-~
rado pH 7 para alcanzar 50% de saumacién. Se cominus agiando durante

S min. y se vuelve a centrifugar . De ouwevo s¢ recupers un levitado, el

cul sc disuelve otra vez en l/3 de volumen ariginal con Tris 10 mM pH
7.5 con 2% de LDAO. Se afisde sulfsto de amonio esturado pars abtener
un 30F, de saturaclén. Se centrifuga, pero esta vez, se hace & wn lado

el leviado tratando el ifquido submergente con mas sullato de amanio es-
turadn pars slcanzar ¢l SOR do saluiacidn. El ouevo svitado, que se ab-
tiene tras la centrifugacién, es I8 fraccifn deseada, la cus] sc pusde di~

solver cn un poco de Tris HCl 10 mM y pH 7.5 que contenga I, de colato.

Bste procedimiento se hace s womperatura ambiente.

Los RC de Rhod. udomonas spheroides ceps silvestre, 2.4.1.
tueron extraidos par una modificaciée del métado de Claywon y Wang, (971),
la cusl ha eido reporiada por Cogdel et al. (1975: 1976 )
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11.5.- Espectro de Absarcifn de los RC de Rps. spheroides R -26.

Pars sacar el espectro de absorcidn do ke Lcatrus de roac-
cidn aisledos & partr de Rpodopseuiomonms sphervidgs eo hizo uso dsl
espectrofotdmetro marca Aminco, fijando ls longiud de onda desde 400
hasta 900 am. y so corrid el especro de densidad Sptica (D.C.) wersus
Jongtnxd de coda ( A ).

Uns vez obtenido el espectxro do absmxcitn de los RC, estws
fusron sometidos & axidacln por medic de un oxidamte quimico ( ferri-
clamxo ) pars detectar su funcionalidad mediante el blenqueo de 18 ben-
da de longitud de onda (A ) a 870 mm. ( Fig. By M )

También se sacaron espectros diferencialss de las formas
oxidada menos reducida del RC. ( Fig. B ).

11.6.- OUbtenci6n de los fosfolfpidos de yema de husvo.

S0 separan yemas de huevo y e¢ mezclan con clorotormo-
metanol 2:1, en un ombudo de separacién. La mezcls se aglta y sc
doja recpoear, hasta que se separan bien las dos fases. La fase infe-
rior se extrac y se trala con uns solucién acucesa de NaCl al 9%, de
maners de eliminar las protefhas que se encuentran presentes. En
cada paso de la extraccin ee afade tocaferol como sadoxidante. E}
disolvente se elimina en un evaporadar rotativo y se otxiene L mezcla
de fosfoifpidos tot:l dr yerma de huevo.
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11.7. Purificacién de lscitine de yems de busvo.

Eo una columne se empacan 62.5 gramos de (xido de aluminio
y se lavan con 100 ml. de cloraformo. Lusgo s¢ agregan a la culumnoa
2.5 gramos de fosfolfpidos de yems de buevo disueitos en 10 ml. de clo-
roformo, una vez que han penetrsdo los fosfolfpidos se dejan casr lenta-
mentc 150 ml. de cloroformo y por Gkimo se sfeden 200 ml. de clorofor -

mo: mewnol 9:1 para arrastrar b lecitins.

1 1.8. UWentificacifn de la lecitina purificads.

Para tener la certeza de que el fosfolipido aislado era fostatidil-

colina, se procedif a realizar cromatograffa en gel de sflica del extracto

obtenido. coatra una muestra de lecitina pura

[1.9.  Obtencifn del detergente Triton X 100 lbre de peréxidos.
Para eliminar los peréxidus del detergente Triton X 100 se
utilizd el método de Glauind v Harumann ( 9SS ), que coasiste en afadir

un exceso del Sn(211 2HU  y burbujear can nitrégeno. El detergen-

te ee cxiraec varias veces con cloroformo, solvente jue despuds se elimi-

na por evaporaciSa rotativa .
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1.%0. Ottenciln de citocromo “c” reducido.

Se pesa el suficieste cUIDCTOMO “C” PAra tensr ums CONCEMLYS -
cion de 6 x 0™ M y ee disusive eo Tris-HC) 10 mM pH 7.5.
A esta solucifo so le afisden pPoco & POCO, y en consante agitacidn, cris-
tales de ascorbsto hasta que s colorscién rojs imenss del cltocromo "c¢”
se transforma en una coloracifn naranjs que nos indics que la pratefns
se ha reducido.

Pars eliminar ol d bato de 1s solucitn de ckocromo
"¢, &sta se dializa durente 24 haras aproximadamente en dos litros de
Tris-HCl 10 mM pH 7.5.

Para aseguraree que el citocromo "c” se encontraba reducido
en su totalidad se midi6, en el especuofotébmetro de dable haz entre
S40 y S51 om. en presencia de um flltro azul; uas muestrs preparsds cun

cltocromo “c” ea Tris-HCI 10 mM pH 7.5., uns musetrs preparada

111, Preparacion de liposomas y recomstitucién de s membranas

madelo.

El méuxio que se pled pars ob las branss madelo

Ifpido-protefns fue una combinaciSa de los métaxdos de sonicacién y de

dulisis de colato, ya que esta téenics ao modifica al complejo pigmento-
prows(na del centro de reaccidn.
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Bl méwdo que ee siguld fus el sigulens:

Como ee descabs conseguir liposomss en los cusies s relacife
tostoifpido-protefns ( p/p ) fusrs de Mx), 3Gl y 50:1 abia que preparar
los 3 tpos de relaciomss calculendo s csatidad de lfpido oecessria para
cada una. Pars elio se pesatan 3 wbos eo los que luego ec colocabs el
lipido que se encontrabs en un poco de cloroformo. Para evaparar el di-
solvente se ussbs stmésfers de nitrégeno y ee pesaban de ouBvo los tubos
pars conocer la cantidad de fosfolfpido pressnte y hacer ls relacifo.

A los Upikios secos y pesados se les afimdld la cantidad de --
buffer ( Sacaroea 0.2 M Tris 0 mM pH 7.5 Duroritol I ) necessria
para obtener 10egr/ml. 30sgr/ml. y SOagr/mi. de ifpido respectivamente.
Luego se afadi6 a cada uno de os tres wbos Lo camtidad de cloruro de
magnoeio euficlente para lievar s solucién & una concemtracisn 0.5 mM.
Después, se procedié a agitar mecinicamente coo el vortex de meners de
formar liposomas multtlamelares y enseguida se sonicd duranie cuatro
min. éb ol sunicador ae maoers de formar los liposomas unilamclares.
Una vez obtenidos, éstoe ee¢ rompieron coa colato ( 10 mgr.ml ) y ee
afindi6 la cantidad nocesaris de RC de R-26 pars obtener l relcifo de-
scada.

De maners de poder recoasituir las membrsoas coo los RC,
se procedfa a eliminar el detergente por modio de 3 dialisis sucesivas
can el buffer de sacarosa 0.2 M Tris 10 mM pH 7.5. DTE 1. Al --

oliminar el colato se reconstitufan las bicapss de fosfolfpikios que hablan
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istogredo s las protofass liposolubiss ( RC ) en sz estructura.
total de diflists fub sproximedaments de 48 horas.

El tsmpo

11.12. Modids del estado redox del citocromo "c”.

Ls medida de los experimentios se hizo con un especrofotdme -

o de doble rayo marcs Aminco ( mod. DW2g ). Eete aparato puede ser

usado para obtener espectros de absorcién y para espectrofotometris ciné -

tica de doble rayo. La espectrafotometrs de doble haz nos permite com -

parar, en uns misma cubeta de medids, dos absorbanciss: uwna que cambis

( miximo de shsorcién ) y uns que 0o cambis ( punto isosbéstico ).

El cltocromo "c” es una protelna de coloracién rojs intensa en

su estado oxidado y de color aarsnis en ¢l esmdn reducido. F!l espectro

de sbsorcia del citocromo “c” ( ver Fig. 7 ), muestra wo de sus puntos
iscsbéaticos a $40 am.y un méximo de cambio s 551 am. Para medtr el

estado redax del citocromo "c”, un haz del espectirofotSmetro se fijs &

540 nm. y ol otro a 55! nm. Asf, el aparato detecta solamente las dife-

rencias eatre esas longitudes de onda. las cuales son indicadoras de lae

oxidaciones o reducciones que experimenm el citocromo “¢”. Se esco-

gleron, en especial, esos dos pumtos ( 540 y 581 nm. ) del espectro de
absorcidn del ckkocromo "¢, pues no Interfleron con las absorciones del

centro de reaccléo.
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Pars medir, la orieatacifo de los RC reconstkukics e mem-

brases modelo, se adaps sl sspectrofotémetro de doble mz: un slstems

de filtros y un disp ivo para loistrar llumioacifo latersl.

Los filtros quo se adapumn al aparato son dos: un filtro que
s6lo permite ol paso de luz en el infrarrojo y owo que s6lo dejs pasar
luz en el azul. Los cspectras de estos flliros se muestran en las figu-

ras 11.2 y 11.3. Los filtros se d de b sl forma: el fikro

L b4

infrerrojo se coloca lasteraimeste de manera que i (lumissctén acxfaics
pase 8 trovés de 6lec Incida en b cubets de medida. E| filro azal. se
colocs antes del fotomulilplicador de wl forma que sobre €l incida la Lz

de medida despufs de atravesar la muesra. (on csta disposiclon se -

evita quc 1a luz roja pase al fotomultiplicador y W estimule ( ver Fig. -
1.1 )

La luz Infrarroje axida al Psm del RC y el cuocromo "¢”,

al oxidarse en favar de b reduccifn del Ps70 praduce un cambio regis-

rable por ol aparato.

11.13.  Microscopla electrénica de los lip rec
con RC de Rhadopseudomonas spheroies R-26.

Para observar al microscoplo electréaico las membranas made -
lo reconstituidas en las relaciones RC: fosfollpidos 1:10, 1:30 y 1:50 ee

usd ol métado de tincidn negativa. Esto métado consiste en colocar sobre

una rejills con cublerta de carbdn ( 400 mesh ) uns gots de suspensifo de
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\tposomse, 18 cusl se dejs repossr a lemperanws smbiente daxsate 1 minu-
to, eneoguids ¢l exceso se elimina con papel filro, de tal forms qus que-
da una caps 8 s que, antss de secarse al alre, se e culwe con una gota
de 4cido fostfoufingstico al 20%, en solucifn acuoss pH 6.8.

1im b "
[

El exceso do -

ag~r

s orills de la rejila coo papel fikro. La caps
delgada de materisl se dejs eecar sl aire.

Una vez tratada la muestra con dicho método e obesrvo al mi-

croscopio electréaico JEOL 100 operado & 60 K.V. Taaw el métado do -

tincidn negativa como las fotograflhs en el microscopio elpcoréalco de las --

muestras, fueron reslizadas por el Dr. Cérubez Trejo. del Centro de laves-
tigaciones en Flsiologfa Celular de la U.N.A.M.

11.14. Méwdo do Andligls de Resultados.

Los datos correspandientes a las wblas I y IV se obtuvieron
calculando el § de oxidacidn que cxperimenmaba uns coocentracila 2 M de
citocromo “c” previamenie reducido cusndo se ponfa en presencis de los
proteoliposomas de centrus do reacclén, con respecto s la oxidacién de

la misma protetha reducida ( cit. "¢” ) por los proteoliposomas de RC

on presencia del detergente Tritén x 100 por eacima de eu concemtracién

miocelar crftica ( c.m.c. ).

Estos porcenajes se calcularon pars cada relacién RC: fosfo-
ipidos .



A los datos de 6 repeticiones del expsTimesto con proteold-
posomas do lecitine purificads y RC de Rpe spberoides R-26 en las
razones 1:10, 1:30 y 1:30 RC: lfpidos, se lee aplicd un andlisls estadfs-
uco de varianza eeguido de la aplicacifn del critario de » mihima dife-
reacia significativa, ajustado por el métado pars “varianzas de error de-

siguales debido a rammiemos”™ ( Soedecor y Cochran, 1979 ).

Pars 108 datos obtonidos a partir de las repeticiones del ex-
perimento con proteoliposomas de fosfolfpidos de yema de buevo y RC
de R-26, mmbién en las relaciones meacionadss. se siguid el mismo
tatamiento. En este caso 00 se requiryd i aplicaciSn del crfterio de
b minima diferencis eignificativa.



111 RESULTADOS.

I11.1. - Espectro de Absorcién de los Centros de Resccidn de
Rbodopseudomonas  spheroides R -26

Uns vez aislados los centros de reaccifa ( RC ) de Rhodop-
seudomonas spheroides R-26, se sacd su espsctro de absarcidn. Eo

figurs 12 se muestra el espectro oltenido eotre 708 y 900 am de longitad
do onds. Eno esta zona del esp o se puade

pr el blanqueo de
banda de sbeorciSa s 870 nin que corresponde 8  bacterioclorofil dimé-

rica del P870' Egte blanqueo demusstra la fmcionslidad de los centros

de reaccifo que fueron aisisdos.

En la figurs 13 aparece el espectro diferencial & lus estadus

meaos r

do de los RC de Rps. spheroidss R-26 . En ests
figurs podemos aprecisr con mds claridad el blasqueo del Pgyp-

Bl espectro de abeorcifa entre 400 y 656 am de Rps. spheroides

R-26 se v6 en Ia figura 14 A. En esta porcidn del especiro podemas apre-

ciar b carencia de car de la

Pars llustrar mejor este he-
cho, en el razo B do la figurs 14 se ha colocado la misma porcién del es-
pecto ( entre 400 y 656 nm ) correspondiente a centros de reacciSe de
Rps. spheroides tipo slivestre ( Cogdell et. al. B73: B76 )

Tanto en la mutante R-26 como on la variedad slivestre el

espectro ds abeorcifn entre 700 y 900 nm es el mismo. Sin embargo,
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entre 400 y S30 am los espgsctros de absorciSn san diferemtes. Bo

el trazo B de Is figura 14 se pueden apreciar los picos & 400, 474
y 505, los cumles corr den a los car

qus forman parte del
RC de Rps. spheroides tipo slivestre. La bscteriofeafitios ( BPhe )
de los RC es la responsable de 108 picos s 534 537 nm que aparecen en

Ia (igurs y los picos 8 600 y602 am, pertenecen s las bacterioclarofilas
diméricas del PB?D de los centras de roaccidn.

La loogitud de anda & la que fueran tomados los dos espec-
ros de la figura 14 e la misma en el razo A y en el B, pero Ia den-
sidad Optica ( D.O. ) es diferente, de macers que pucdsn apreciarse -
ambos espectros con claridad.
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Fig. B. Eepecoo difevencial de 1os estados oxidado meous rodu ido
de los cemtroe Je reaccidn de Rpe. ephorolica R-2t eatre
708 y 900 nandmetros ( am ).
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[1L2. Los fosfolfpidos oxidados, axidan al citocramo “c” reducido.

Los resuliados de la figura 1S fusron obeenidos a partir de
Ia medida especrofotomdtrica del estado redox del dl.a:x‘tn;o "c®. Al
medir una musstra de RC on presencia de citoctomo “¢” reducido se
observa que, antes de *)

s ¢ {luminscin, 0o se pr
deriva exponifnes en el trazo. Al suministrar la luz lstersl mtrarrojm
se pusde apreciar la respussta correspondieste s la oxidacifn del cito-
cromo “c” ( cit. “c” ) reducido, par el Pm el cuml 8 su vez ha sido

oxidado por la incideacis de L luz latersl. Ubsérvese que cuando se

suprime 1a tluminacin, se corta s respuesta ( Pig. 15 A ).

El oazo que se observa al medir una muetrs que, ademds
de RC y citoctomo "c” reducido, contiens fostolfpidos de szolectis soal-
cados, prosents deriva exponuines antes de Lumimacida ( Fig. IS B ).
Aunque 1a cantidad de RC ( u.,n) disponibies es la misma en las
muestras que corresponden & los trazos A y B, I deriva expoaifnes,
bajo lluminacién, es menor en el trazo B que en el A ya que el fosfo-
Ifpdo oxidado de la muestrs B, ha consumido parte del cltocromo “¢”
reducido.

Bl oazo correspondiente & una mussire con fosfolfpidos de
szolaciina sonicados sin RC en presencis de cktocromo “c” reducido,

presenta deriva expontfnes. Al afiadir ferriciasuro de potmsio se puede
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observar que el citocromo "c” r se ba oxidado casi X

razfn por la cusl ia deriva (nicial se ha atenuedo en el razo ( Fig. 18C ).



a 540-5S5Inm
b

4 D.0.=0.01

FERRICIANURO

Fig. 15. Trazos especuofotométricos del estado redox del citocromo “c*
que demuestran qus los fosfolfpidos oxidedos, oxidan al ckocromo
c” reducido. A.- RC de R-26 12.3 4M; citocromo “c” SAM,
e I mlde Tria-HCl 0 mM pH 7.4. B8.- Lo mismo on
A, mis 0.2 ml de fosfollpidos de azolectina eomicedca, C.-
Como en B, psro sin RC do R-26., —p = Suministrs de lkumi-
nacidn latorsl. —e = lluminacién iatersi infrarrojs susents.
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111.3. Los fosfolfpiios en los Que se la evimado la oxidacifn oo

axiden al citocromo "c” reducido.

Tanto los fosfolfpidos de azolectina, como los fostolfpidos
obtanidos & partir de yems de huevo, producen deriva expontines en -

el wazo sl ser pussios en contacto con el citocraomo “c” reducido.
Esta oxidacién do ls protefna reducida por los lfpidos se presenta cuan-

do se empiean fosfolfpidos quo hao sido guardados por algin tiempo -—

( Pig. 16 A ). Si en el momenw de medir dichos ifpikios, en presencia

de cltocromo “¢” reducido, se sfisde a la muestra un antioxidante como

el D.L. tocoferol s respucsta no se ve maodificada y sigue spareciendo

Is deriva expondines en el razo. ( Fig. 16B ). Sin embargo, cumndo

sc extraen los fosfolfpidos de azolectina o de yems de huevo, en presen-

e de tnwferol o Lajo cstrictas condicionss de atmésfcra de attrSgeno sc
elimina la deriva expootines en presencis de citocromo "¢” reducido
( Fig. 16C ).

En rcsumen podemos decir que ioe fosfolfpidos recién preps -
rados, 0 squellos donde se ha evitado la oxidacifn, 0o reacclonen con

el citocromo “¢” reducido.



0.0. 0.0i

FERRICIANURO

2 min

Pig. 16. Loe fosfolfpiios en los que ee he evitado b oxidacida no

oaxidan al citocromo “c” reducido. A.- 0.2

yema deo huevo extrafios en atmésfers de nltrdgeno (
pressacia de D.L. tocolerol M
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111.4. El detergente Trista X 100 peraxidado, oxids sl citocromo "c”

reducido.

El trazo quo resulta de medir el estado redox del citocro-

mo "c” de um 8 QuB ¢ Upr

s de locitna purificada
en presencla de tocoferol reconstituidos con RC de Rps. spheroides

R-26, citocromo "c” reducido y detsrgene Tridoe X 100, preseata de-

riva expootines antes de lluminacidn ( Fig. 17 A ). Como se pusde

observar s presencia del detergente oxidado nos Lmpide saber que por-
centaje de la respussta se debe a los RC cuamio éswe san Uuminados,
ya que tanto el detergente como los RC estin contribuyendo & la oxide -
cién del cltocromo "c” reducido.

En una muestra preparads de igual forma, pero empiesando
Tritdn X 100 tratado por el método de Glauind y Hartmann ( 1955 )

se evita |a deriva sxpontfinea Jecl Uazo antes de W (uminacibe ( Fig.

178 ). Est, nos permite adjudicar al P!?O toda B oxidaclén que

experimenta la proieha en presencis de luz.



A D' o\

0.0086
—
100 sec
'

/ AD.O.

0.002
e

50 sec

Fig. 17. Trazos espectrofotométricos del estado redox del citocramo

"c" en los qus se obsarva que el detergents Tritén X 100
peroxidado, oxida s} citocromo "c” reducido. A.- 0.1 ml

. M de RC en 3 ml de
amortigusdor Sacaroes 0.3 M, Tfis-H Cl 10 mM pH 2.8,

cltocromo "c” 2 4M, Trida X 100 psroxidedo 400AM.

B.- Como en A con el Tritda X 100 tratado por el mé-
todo do Glaulnd y Hartumaaon, ( 1938 ) ( iibre de perdzidos ).
——s = Suministro de Liuminacita latsrsl infrarroje ¢
musstrs, ———=p = (luminacién latsrs] infrarroja ausente.
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111.S. Powgraf@as do prowoliposomas de RC de Rps. spheroides
R-26 r en |

En s figura 18 se muestran las fotografhe que se obxuvie-
ron en el microscopio elecirénico de las musstras de liposomas de
lecitina purificada reconstituidos con centros de reaccidn de Rps. ---
spheroides R-26 en las tres relaciones fosfolfpido: protefna.

La figura 18 A corresponde a l» fotografis tomads o s
rezn 10:1; 8 18B, fue tomada a la relsciSn lfpido: centroe de reac-
cibn 30:1 y Ia 18 C a la razbn SO:1.

Es Impormants apreciar, =3 35 3 fiugaiine, que las
membranas madelo de las difereates relacionss son unllamelsres y

presentan una gran variabilidad de tamafios en los 3 casos.



tig. 0. Fotegrafi dee a) micr pto clectrinico de los
liposumas de iecitina purificads recunatitunios con K¢

de lq. l%u#l R-26, A - Rolacids R¢: fosfolf
[HILN .= Relacin 1330 .- Reladidn 150 10 ., = 7



rig. 18.8.
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111.6. Reduccién del cizocromo “c” por los RC de Rps. spheroidss

R-26 recoastituidos en liposomas.

En s figurs 19 se musstra un experimenio Lustrativo de la
oxidecio del ckocromo “c¢” reducido, par los cemtros de resccifo de
Rbodopgeadomonss spherojdes R-26 en membranss modelo de leciting
purificada do yema de husvo extraids en presencis de tecaferol. Las
lmras A, By C sefalan las relnciones RC: fosfolfpido 110, 1:30 y
1:50 respectivamente.

En los ezos sefialados con el nOmero | se midid  reduc-
cidn del citocromo “c” por los RC de cada relacidn y en los trazas ee-
fialados con el nimero 2 s¢ midi6 lo mismo pero en presencia del detergen-
w Tritén X 100 en uns concentracifn superior s su coocentrscido mi-
celar crftta ( c.m.c. ).

Fa el experimento tlustrado en la fig. 19 se obxuvieron los

oy resubad

en b relacidn 1:10 el 7.1% de los RC oxidaron
sl citocromo "¢” previamente reducido, en la reMcido 1:30, el 3S5%
y on la relacin 1:50 ol 36%.

Los datos obxsnidos a partir de 6 experimenios se expresan
oo la mbla Il. La wbls IV musstra i0s datas correspoadiemtes
a otros 6 experimentcs en dande se emplesron fosfol(pidos de yerma de
husvo extraidos en presencis de D.L. tocoferol en vez de leciune purs.

El andlisis de varianza sl que fueron sometidos los datoe
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de s wmbis 1] nos dice que: ls diferencis entre grupos es significacive
s m 99% de confianza ( ver tabls M ).

Como s variacién dentro de cada uno de los grupos es muy
grande, se aplicd el criterio de s miims difsrencis aignificative co-
rregido por ¢l método pars varianzas de error desi@miss debido s tra-
mmientos, el cusl resulld eignificativo al 99.97% pars las relacionss
L10y 1:30 y al 99% pare Iss relaciones 1:30 y 1:50.

Por oo lado el sndlisis de varisnza ( ver mbia V ) aplicado
a los datos de s mbls [V coafirma la variablikiad eatre y dentro de los
grupos siendo absolumments oo significativo.

La figurs 20, en donde se comparan ios dstos correspondientes
a los liposomss constituidos con: RC de Rps. spheroides tipo siiveswe
(A) y con RC de Rps. spheroides R-26 (B), nos sugiere que co el segun-

do caso ( B ) existe una dencia en las r

P do las preparsciones
sin Tritén X 100 (Fig. 19 wazos Iy fig. 20 B ) a axidar une cantided

suceslvaments mayor 46 cltououm "7 e jxia que )

de Upido con respecto a la cantidad de protefns ( RC ), sunque M dis-

perein entre los datos de cads una de las relaciones entre s! sea muy
grande.



2
A 0.0 1
0,002 2 C
—
100 eec
Fg. M.

frazos espoctroftomdricos del esiado redox del citocro-
mo "c” en donde se sprecia la oricntact@n de s RC de
Rps. o oides R-20 recvostituidos en liposomas we-
parsdos con e pura de hucvo extraids en
de wcaferol. A.- Relacida RC. ectitos 1:10. B, - lell:lb
1:30. C.- Relacitn 1:50. 1.- Olmldt umqu
contenian 0.127 AM dc RC, citcromo “c” reducido 2
amortiguador sacaross 0.3 M Tris- 14 Cl 10 mM pit
pars sforar a 3 mi. Z-Mcmqunlrnn‘l'rnhxlw
mcu trawmio por el métodd de .lauind y lartmaon, ( 9SS ).

- suministro dec tluminecién lalorel lafrarrojs a s

muostrs. ——e * (luminacin sterel nfrarroj susents.



TABLA

Reduccifo de citocromo ¢ par RC do Rindopamiomonss

schexcidas R -26 reconsituidos e lUposomes ds lecitine

purificada de yema de husvo.

Namero de

Relacitn Relacitn Relacifn

Experimentos | RC:ifpido RC: Upido RC: ifpido
1:10 1:30 1:30
l 10 68 "
2 2 38 I
3 20 1 «a
4 Y 38 86
s 27 30 66
6 8

17

a2




TABLA

it

Datos Mbhmbl-ﬂnnam—.hmhb
perimentos cos prowoliposomas

do lockim purificads y RC de Bpe. &l-:.

Fusate de Grados Suma de
variaciéo de cusdrados Varianms
\ibertad |
Debida & f
razén 2 | 4442.3 ©2221.18
RC: fosfolfpidos | |
|
s
' Debida al " i
. error 15 3284.2 | 218. 94
experimental i ‘
e v + \
| i
Total \ 17 i 7720.5 ‘
! | |
A N B 1
F (3.68) 0.4> 3.68

** « Difsrencla aignificativa sl 9% de confisnzs.

=]

variamas

TH—
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TABLA V.

Reduccifa de citocromo “c¢” por AC do Rhodop-
gyiomonss spheroides R-26 recomstituidos el
liposomas de fostolipidios de yema de bmevo.

Nimero de Relacidn | Relacide Relacite
Bxperimento. RC: Mpido |RC: ifpudo | RC: lipido
1:10 1: 30 1: S0
1 [ ] L] [ ]
2 50 87 75
3 0 [ <] 7
4 13 18 30
S 15 4 100
[ 48 88 $6




TABLA ¥V

Datos obtenidos de Is aplicaciée de] anflisls de varimam & ks rosulisdos de los experi-

meatos con s ds fos da de umvo y RC g9 R
Fusate de Geados Sums de Razda de
de Varisazs
cariaclin libertad cusdredos varisame
Dubida s la
rasfo 2 1614 07 1:19
RC: fosfolf- |
pidos
]
t
Debida al l
error 13 0857 o
expar iments|
1

e

Total 17 um |

| i

F (3,68) 1.19 ¢ .68
Andlisia ao sigaificativo.
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fil.7. Resultados de! Andlisis de Varisnzs.

Resultados del anflisis de s mbima difereacis significativa

sjustado por el método pars “varisnzas de error desiguaiss debido
a tratamisatos”.

.- Comparacién entre l0s datos de iss relacionss 1:10

g.1. (grados de libsrwmd)=7.
t ("t de Studeat”) = 3.30
Bl andlisis resulta significativo al 99.97%, de coafianza.

2. - Comparacito entre los datos de las relaciones 1:30

g.l. =9
t=1.67

El anflisis entre esas dos rolaciones es significativo al
98%, de contianza.
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Iv. DESCUSION.

Quando la Lz de longitd de onds apropiads tncide sobre el
P‘mdnlmwu.ollﬂm. e praduce uns ssparacifn de cargss de
manera qus una parte del RC es oxidenwe misniras qQue ls cootraria es
reductora. Como el citocromo “c” es una protefns hidrofflica con peso
molecular de 12,000, éstas carastarfsticas b impiden atravesar la mem-
brans del proteoliposoma, de tal forms que sdlo resccionard cam aquellcs
RC que expongan el lsdo ocxidante hacls el lado extermo del Uposome (Prince

y ocol., 1974 ). Por medio de los camblos praducidos en el esaado redox
del citocromo “c” nos fue posible d o

6o de los RC en

los proteoliposomas de las diferentes relciones ( 1:10, 1:30 y 1:50 ).
Afadlendo ¢l detargente Tritda X 100 el prateciiposoms =< imue permes-

bie sl citocromo “c” de maners que éste pusde reacclonar coo is towali-

dad de RC presenies en la muostrs. A partir de esos datos, se calculd

el porcontaje de RC orlentadw oo la parte oxidante hacis el exterior del
{fposoms on cada relacién. No obstante psrs poder medir la orismtacién
de los RC en las mombranas modelo en la forma descrita ers proeciso:
1. - Garantizar que los proteoliposomas estuviersn oerrados
y fusran unilamelares.
2.- Garantizar que de todas s moléculas presestes en el
momento de medir la respussta, solamems el RC resccionars con el

clitocromo "c¢” reducido, qQue jugabs el papsl de moléculs detsctors de



la orientacifno do los centras de reaccifm.

Las fotograffas obtenidss en 6l microscopio electrénico de las
muestrss de protoliposomas de lecitina purifiosds y RC de Bps. spheroi-
des R-26, que fuerco trawmdas coo Uncifn oegetiva, parmiien spreciar

que wnto en la rezéo RC: fostscidi! colins 1:10 (fig. I8 A ) como en la

1:30(ng. 18B)y ls 1:50 (fig. 18C), comamos con poblaciones de pro-
tsoliposomas formados por uns eols lsmols o bicapa. Es impartante 0o-
tar que no hay liposomas mukilamelares pr en las

as.
Bl prerrequisito 2, que significabs lograr que los RC de Rps.
spheroides, fueran las (nicas molécules responsables de la oxidacifa dsl

cliocromo “c” previamente reducido, planted varias dificultades ys que -
observamos que los trszos oittenidos a partir del cswdo redox del citocro-
mo "c” en el espectrofotdmetro de doble haz, con las musstras de pro-
teoliposomas de RC, mosuaban derivs expanuinea smtes de ser expuestos

& lluminacitn ( fig. 15 ). Eeta obserwacifn nos Uevd s peasar que probm-
hlamente los foafolfpidos que céldbemos empicando pars hacer s membxa-
nas modelo, se hallabsn on su estado oxidado. Notamos Que cuando uséba-
mos fosfolfpidos que habfan permanecikio guardsdos durante algn uempo

( "viejos”™ ) estos eran capaces de oxider & la protefns ( citocromo "¢” )
reducida. Con objeto de eliminar este artetacto se pensd en obtener fos-
folfpidos recientemente proparados para evimar su oxikdacifn, extrayéndolos

en presencia de un anticxidante ( D.L. wcoferol ). Los fosfolfpidos fue-

ron slslados a partir de yema de huevo ya que la obtencidn de la materia
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prima no representabs ninguns dificultad, sdemds de que el remdimisato
es buseo y ol método de exxraccin es conocido.

Los trazos del estado redax del cicromo “c” qus obtuvimos
en el espoctrofotémetro de dable haz s parur de las muestras de pro-
weoliposomas de RC y fosfolfpiios en los que se habfa evitado b axids -
cifn par medio de I8 extraccifn con tocaferol carecian de derive expon-
tinos antes de suministrer la tluminacién infrarroja. ( Pig. 16 ).

Por oro iado el detargents Tritdn X 100 ambién producis uns
derivs expontinos en presencls de citocromo "¢ reducido ( fig. 17 A )

por o que pensamos que osta léculn bin sc abs oxidads.

Bl oammiento de dicho dewargents por el método de Gluind y Hartmann,
( 1955 ) elimind ta} deriva expontfnes. (fig. 17 B ).
Una vez eliminados s arwefacios en la medicitn de la res-

pucsta scgulmos buscando i forma de ob une brans modelo daon-

de los centros de rosccio se orientarsn asiméer y decidi

hacer los lipopsomas coo fosfatidil colins, ya que las orientaciones de las
diferentes razonos RC: fosfolfpidos de yems de huevo, presentaban mucha
variacin. ( fig. 20 A ).

La lscitina es un fosfolfpido neutro muy sbundante en is matu-
raleza que en la bacteris Rps. spheroides ee encuentrs constituyendo el
23%, de los fosfollfpidos que integran al cromatéforo ( Gorchein, 1968 ).

Un experimento ilustrativo de los resultados obtenidos con los

proteoliposomas de RC de Rps. spheroides R-26 y lecliins purificada es



o] quo aparece en la figurs 19 (experimento 4 de ls wsbis [I ). Comparaado
los trazos que aparecen en dicha figura se puede apreciar como

ns res-
p s das, bsjo il (6o, en I8 condicifn I: de pro-
lip en pr ta do cliocromo “c” y en I8 2: muemras s s

quo ademfs se hs afadido Tritéo X 100, se slejan mis entrec of 8 medida
que la concentracifn do fosfatidil coline de I8 muestra disminuye. Esto

nos suglere que tondo s mi [~

scién de RC a medida que
ia cantidad de fosfolfpido usado para s reconstitucidn del liposoms es me-
nor, los centros de reaccifn orienmn preferencisimente ¢u extremo axidan-

te hacia el interior del liposoma. Aumus 8 orientacitn asimétrica de

los RC co estas membranas modelo, no ha sido del todo exitoes, €6 ovi-
dentc que los proteoliposomas de lecitina ya presentman una tendeacia --
crecionte a la arlentacién de la carga positiva hacia el medio exterior s

los liposomas a medida que la cantidad de Upido aumenta, 4 bien una ten-

dencle a la orientacién de la carga oegatlva hacia el interlor del liposoma

o medida quo la cantidad de lecltina dismlouye. ( fig. 20 B ).

El andlisis eamd(stico de varisazs aplicado a los dstos obxenl-
doe en la wabla Il nos dice que existe una difercncia significative del ---

99.975% para las relaciones 1110 y 1:30. Entre las relaciones centros de
rcaccion: fostatidil colina

9%,

1:30 y 1:50, la diferencis es significattiva al
Esto quiere decir que ¢l comporamiento de los proteoliposomas de
cade una do las relaciones, ol cual se manificsts en el porcenmje de orien-

wcién asimétrica de los RC hacls uno u otro lado de 8 membrana modelo,
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es diferente pars cads razfn protofna: locizina empleads ( Tebla MM )
Bl criterio de la minima diferencis significativa nrvo que ser ajustado
por el mé&odo pars "varlanzas de error debido 8 ratamjentos”, ya que
los porosotajes de arientacifo dentro de una misma relactin ersa muy

diferentes de un experimento al otro. Esta probk , atm oo R

pusde ser debido a algn factor que no e ha estado conuolando. Las
fotograffas de los proteoiiposomas de RC y lociting, Muestran que en las
3 relaciones ( L1Q 1:30 y 1:50 ), existea poblaciones de proteoliposomas
de distintos mmafos. Una posible alternativa de wabajo podr(a consistir
on pasar los liposomas de cada relacifn @ ravés de una columns diferen-

cial con el fin de separar ias poblact do L 8 di oaal

L

igusles y ver ol existe una muestra dc Lamufio homogéneo que orlente &
los RC ssinétricamente en su totalidad.

Oxro factor que coatribuye @ la orientaci6o de protcfas re-
constituidas en membranas modelo, es la tempsratrs, ( Wickner, 1977 ).
Aunque con el método de preparacitn de los protecliposomas de cmtros
de reaccidn sonicando Gnicamente al I(pido ec evita cxponer a los centros
de reaccifn 4 la temperatura del sanicado , durante los cambios de buffer
y mienras se manipulan las muestras duranite el experimentwo, ee diffcil

que la temperaturs scs estrictamentc controlsds. Probablemeate, los
bios de

atura hayan contribuido a la variacién abservada en
las musstras de una misme relacidn de un cxperimentu al otro.

Bl pHi es otro factor que determios la forma en la cusl se



orientan las protofass en los liposomas ( Happe y col., 1977 ). No obs-
wants, los proteoliposomas de RC fueron manteniios constanwcmente &

pH de 7.5 de maners que éste pardmetro ffsico probablemente no con-
tribuy6 & la variscida observads dentro de I8 misma relscifn ea cads
caso.

Por otro lado las membranss bioldgicas cumticnen del 20 a!
80% de prowefna, por peso.los valores mas altos generaimente se han
encontrado en membranas biolSgicamente activas. Nuestras relsciones
RC: Fosfolfpido ( 1:10, 1:30 y 1:50 ) en los liposomas reconstituidos con-
ticnen 10%, 3.3% y 2% dc protefna respectivamente. Loe resultados es-
wsdfsticos de este trabsjo demuestran qQue entrc los prateoliposomas von
10% y 3.3% de protefna la dlferencin es del 99.975 de conflanza, micn-
tras que cuando se comparan los proteoliposomas cun 3.3 y 2§ de pro-
tefna ln diferencla es menor ( 98% ).

A medids que aumenta la cantidad de Ifpido en relacién con
la protelna, nus vamos alejando cada vez mde de las proporciones fun-
cionales do una membrana biologica. Por el cuntrario, las coacentra-
clones mayorcs al IOF , sin sobrepasar al 70%, aproximadamente de fro-
tofha con respecto al Ifpido, se acercan mde a las condiclooes reales
de las mombranas naturales. Hacer experimentioa (o0 concentraciones
de protetha méda elevadas cs uno de aupsros futuros proyecws. FPara
oste trabajo fuoron eacugidas las relaciones 1:K), 1:30 y 1:50, pues a
pesar do qus on las membranas biolégicas membdiicamente activas, por

ejemplo cromatStoros de las bacterias fotosiméticas, contiensn c.~tids -



des cercanss al 80% de pratsfns, el centro de reaccifo sdio representa
un porcentaje pequetio ( del 2 al 5 % ) de la prowefms mombransl total,
ys que los acarresdores del ransporte de elecarones, los piptidos en

donde esuin nsertos los pigmeatos del compiejo antsua, otc., ambisn
son protefss.

Bn la mbis [V se recoplian los datos obsenglos a partir de
protsoliposomas preparsdos con fosfolfpidos de yema de huevo y recons-
tituidos con RC de Rps. spheroides R-26 en s 3 relaciones también
ussdss pars los liposomas de lecitina purificads. A diferencis de ls
tendencia 8 la orienuacién preferencial del extremo oxidante del RC ha-
cia o) exterior de loe liposomas, & medids que I8 canudad de leckine
era mayor, estas poblaciones de liposomas de fosfolfpiios de yema de
huevo, muestran una gran variabilided, entre y dentro de cada grupo
(fig. 20 A ). El andlisis estadfstico de varianza aplicado a estos datos,
0oe dice que no existe diferencila siguificative eatre las 3 pablaciones de
proteoliposomas ( coo 108, 3.3% y 2% de protetha ), razén por la cusl
resultd innecesario aplicar la prushe de ls minima diferencis significati-
ve & los datos de la bl IV,

Nosotros hemos pensado que I varlaciée wn proounciads que
presentaron los experimentos realizados con fosfolfpidos de yema de --

huevo pudo haberse debido s los motivos que tndicamos a continuscién.

l.- La materia prima, husvos de galline deyla cuml eran
extraidos los fosfolfpidos provenfs de varias fusmtes como supermsercados,
granjes, etc.
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2.- Los fosfolfpidos sisiados de yema de huevo, Lban ccompa-
fiados de us coloracifa narapja, en ocasionss més intsnss que en Ootras.
Bl espectrode esios fosfolfpidos con “color” demostré que ese se debfa
a la presencis de carotencs,

Drachev y col., (1976 ), encontraron que tsto los proteold -
posamas como los cromatStoros de Rhodospirilium rubrum genersn uns
diferencia de potencisl elfctrica transmembraas] dependiente de I8 Lz,

Ia cusl mideo entre dos celdas de electrodos de Ag/Ag CL. Elios dicen
qQue la direccita del aampo eldctrico en los proteoliposomss pusde regu-

laree afadlendo comple) a a8 mezcls reconstituida. Los proweo-

liposomas con RC generan un campo eléctrico de ume direccida opuests

s la que se genera en el cromatSforo, mientres que los protecliposomas
de RC que contienen una cantidad suficlentc de compicjo antena producen
una diferenclia de potencial como en el cromatdforo.

Loe complejos antena son protelnas integrales de las membra -
oas de las bacterias fotosintdticas y se encueatran constituidos por clo-
rofilas y carowenos unkios & protefnas. El hecho de que
los centros de reaccifn de los proteoliposomas reconstitukios con fosfolf-
pidos de yema de husvo que coatenfAn CArot=noe experimentaran uns Orien-
acién diferente a la quo observamos en ¢l caso de liposomas de RC re-
constituidos con lecitina pura, 0o nos permite decir de ninguna maners

que de los P del compiejo antens,el pigmento responsable de

influenciar la orientacidn de los RC

en los proteoliposomas ses el caro-

tano. Pare ello,eer® nscesario otro tipo do experimemnto, por e‘emplo
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preparando:

A. - Pobl dp lip con fosfolfpidos carentes de
g yr dos con centros de reaccldn y con complsjos
antons, B.- Liposomas de foefolfpidos r dos can car

y centroe de reaccién . (.- pobjaciones de liposomas de fosfolfpidos
sl carowsmos y con RC (coatrol). 4 comparaciée de las orientacio-
nces de RC, obtenidas con los tres tipos de poblaciones de proteolipo-
somas noe podr(a llevar a aclarar esta hipltesis.

No obstante, uma posible explicacién & ia variaciin que sc
aprecia en 18 fig. 20 A, pudr(a resldir cn la presencia de cantidades

variables de carotenoé en cstos liposomas. Algunos trazos de esw fi-

gura muestran que en la relacién 1:50 hay un purcenma)e de oreatacttn
del extremo oxikisnte de RC hacls el medio exterior sl liposoma. menor

Que en las otras dos relaciones. Es decir, que sl comparamos k

tendencia que manifiestan los proteoliposomas de lecitine puru que carece
de pigmentos, con algunas rcspucstas obtenidas o partir de ks proteoli-

posomas do fosfollpidos de yema de huevo, podrlamoe decir que la pola-

ridad he sido invertida. Es ambifn inleresante notar que la concentrs -

cldn de fosfolfpidos en la relacién 1:50 es mayor ( SO mgr/ml ), Gue en

las otras 2 relaciones ( 30 y 10 mgr/ml ) y que por lo wnto, en la rela-
cién 1:50 la cantidad de caroteno también o os. de manera que ol eme
pigmento influenciara la ortentacidn, podriamos suponer que ls relaciSa
1:50 serfa la mis afectada.
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Al comparar lss respuestas obtsnides s partir de los prowo-
ltposomas de lecities con s de los proteoliposomas de fosfoifpidas de
yoms de lusvo, podrfamos preguniarncs dos cosss: de que tipo de Ifpidos
esul comstituido el cromatitoro de Is bactsris futosintétics de s qus esm -
mos extraysndo los centros de reaccidn y of existe siguns influsncis del
tipo do Lipido en la orieatacifn do I protefns. Fars respondsr & la pri-
mers prefunta: la composicifn lipidica de cromsuifaros purificados a
partir de Rps. spheroides cousiste en 237, de fosfaudil colins, 35% de
fosfatidil etanolamine y 34% de fosfatidil glicerol ( Gorchein, 1968 ).

Pare responder el segundo punto, pod citar a Happe y col. ( 1977 ),

Quienes pars la preparacifo de proteolipc de rod

W B oa

varios tipoe de fostolfpidoe acidicos y observaron que en todos, el campor -

mmisnto de s bacteriorodopeine al mismo pH es semejaree Rl factor

determinante en la orientaci6n de la rodopeina es el gredo de disoclacitn
de los grupos fosfato del fosfolfpido, el cual va ligado al pH empieado y

0o al tipo de i(pido. Estos mismos autores encontraron que en proteol-

posomas do cardiolipina y bacteriorodopeina & pH inferiores a 2.75 ia
salida de protones ers favarecida, mieatras que s entrsda de protones

se favarecfs a pH superiores a 2.73.

Por otro lado, Wickner ( 1977 ), recapetituyd la prowefha de b
cdpsuls del virus M-13 en lposomas de leckine y & la temperatura de

fusién del écido graso encontrd que las prowfhes se disponfan asimétrics-

ments en el liposoma.
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Casey y col. ( 1979 ), rabajsndo con
truida, il

oxidass re-

ayon que hay ums depondsncia do la wans-
locacién de protones relacionads coo i razfe enzims lfpido ussds en
la reconstitucidn .

En resGmen podemos decir que en la arienmcitn asimécrics
de las protefnas on membranss modelo influyen los siguicotes factores:

1.- el pH.

2.- ls wmperswra.

3.- la razém Mpido : prowetos.

Los dos primeros requieren de la splicacin de condick

Y

drésticas como pH cercance & 2.75 y tempersturs de fusiSa, para la

consecucifn de la asimetrfa. Bl RC de las bacterias fotosinuiticas es

une protefna que se desnaturaliza bsjo estas condiciones. El domislio

del tercer método representar(a une forma accesible pars Ir s

aslmetrla de un mayor nimero de protefnas sin desmauuralizarias.

Aunque
consideramos a la varlacién de b razdn Ifpido. prowfns como un método

prometador para orientar prote(nee ya que no se alejs de las condiciones
naturales de tempersturs y pH de e membranss bloldgicas, es impartan-
tc subrayar que este trabajo no persigue repraducir las coondiciones fisio-
logicas de las membranas bioldgicas, el objtivo es orientar asimétrica-
mento, & la prowole de] centro de reacciSn en las membranss madelo,
Independ lentemente de que tanto 008 &CErqUEMOs O nos slejemos de las

condicionss de as membranas natursles. Sin embargo es probabls que
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s relacién que nos oriamta a s prowefs del centro de reaccifn se 8cer-

que s squslls que la naturaleza bs escogido pare ol arreglo de las -
membranas biolSgicas.

Los resultados obtenidos en este baj

musstran que exis-
te una lendencla a la orientacién del lado oxidante de los RC baclks el

exwerior del lip [} dida que

s cantidad de fosfolfpido
en relaclén con la protefna.

El hocho do encontrar uns forma de orienmar protefass de la
imporwancis metabSiica dei RC en membranas madelo nos permitird cono-
cer mas a fondo las interacciones de las protefbas con el lfpido en doade
se encuentran y conocer mis a fondo procesos tan importaniss como la

{otosfntesis, en 108 cuales, estas protefDes juogan un papel decisivo.

Ya que los métodos de formar estas brs ode

6 ip son
al azar, el propbeito de generar memiwanas experimentalss asimétricas

puede tener Importancis en dos aspectos:

I.- Su wilided pira esaxdiar fendmonos de membrans en el
laborstorio en forma controlada y en forma ecmejante & como 8e encusn-

tran en la natureleza.

2. - Poder inferir por medio de estos experimentos los posi-
bles factores ffsicos Que influencian en ls orisntscién de protefnms on

las membranas naturales.
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