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Reconstitucidén en liposomas del corrimiento electrocrémico
de Rhodobacter sphaeroides.
RESUMEN

En el presente trabajo mediante: la solubilizacidén con el
detergente anidnico LiDS y gradientes discontinuos de sacarosa,
se obtuvieron complejos antena B800-850 de la bacteria
Rhodobacter sphaeroides. Los complejos B800-850 se reconstituyeron
en liposomas mediante didlisis. Los complejos solubilizados o
reconstituidos no presentaron alteraciones en sus propiedades
espectrofotométricas.

En los proteoliposomas B800-850 el establecimiento de
potenciales de membrana (mediante valinomicina & CCCP .y gradien-tes
idénicos) provoco la aparicién del corrimiento electrocrémico de los
carotenoides.

El corrimiento de los carotenoides detectado en los
proteoliposomas, fué igual al reportado en cromatéforos. Tanto en
lo que se refiere a: la magnitud de los cambios de absorbancia;
como en lo referente a: los valores maximos y minimos del espectro
diferencial del corrimiento.

El corrimiento detectado en los proteoliposomas fué
directamente proporcional al potencial establecido, También se
demostré su reversibilidad al anular el potencial de membrana
mediante el intercambiador nigericina.

La aportacidn del trabajo fué la obtencidén de un sistenma;
en donde, sin la presencia de otros conplejos pigmento-proteina y

bajo condiciones de equilibrio podemos caracterizar la fase IIT del



-_corrimienﬁo‘electrocrémico de los carotenoides.
Pensamos que el sistema'obtenido permitirad en un futuro
el estudio del efecto de 1la carga de superficie sobre este
fenémeno. 0 bien la deteccidn del potencial generado por diferentes

sistemas moleculares incorporados al proteoliposoma.



Reconstitution of ligh vesting antenna pigments and the

associated = electischromic ' carotenoid band shift into

liposomes. S < e

SUMMARY : S

The 1light harvésting ~antenné complexes (B800~-850) were
obtained by solubilizatién} with Lithium dodecyl sulfate from
chromatophores of Rhodobacter sphaeroides, and purified by sucrose
discontinuous density gradient. The complexes obtained showed no
differences in their spectrophotometric properties in respect to
thoze obtained by other methods and the native membrane.

“The light harvesting complexes (B800-850) were reconstituted
into liposones by the dialysis method and analyzed

spectrophotometrically, their properties remain unchanged.

In order to detect the carotencid band shift a membrane
potential was generated in two ways: By the pair valinomycin plus
potassium or by uncouplers plus acid or base. The proteoliposomes
carotenold band shift detected was similar in magnitude and in
spectral characteristics to those reported in chromatophores.

The electrochemical band shift found in proteoliposomes was
proportional to the membrane potential generated by differents
concentrations of potassium in the presence of valinomycin. In this
way a straight line was obtained in the calibration curve.

The proteoliposomes system could be used for detect the

potential generated by others proteins and to study the general

characteristics of the phenomena.

21
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. ABREVIATURAS

Trlfosfato
.Adenoslna -
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transmitancia.
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CAPITULO 1 INTRODUCCION

1.1 La ecuacién general de la fotosintesis 1650-1930

Uno de los procesos fundamentales para la existencia de los
seres vivos, es sin duda alguna, la fotosintesis. Gracias a ella la
energia luminosa proveniente del sol es convertida a energia
quimica, por los diversos organismos fotosintéticos, siendo
almacenada en forma de compuestos bioldgicos reducidos (Clayton,
1980a). Estos compuestos se trasmiten de los organismos autétrofos,

denominados productores, a los heterétrofos, denominados
consumidores primarios; permitiendo asi el comienzo de las diversas

cadenas alimenticias en nuestro planeta (Odum, 1980).

El conocimiento que tenemos de la fo?osintesis es un
ejemplo de que la ciencia es uno de los productos mads elaborados de
la actividad humana y como el desarrollo de la misma mis alla de la
vida o esfuerzo de un solo hombre, ya que es el resultado de los
estudios de numerosos investigadores, llevados a cabo a través de
siglos de actividad cientifica. La formulacién de la ecuacién
general de la fotosintesis oxigénica (ecuacidén 1.1) es el resultado

de casi tres siglos de investigacién cientifica.

. luz PR
o, + 2 1,0 —=FZ—> (CH,0) + 1,0 + O,

Ecuacidén 1.1



“Entre ‘los numerosos investigadores que se - abocaron al
estudio de la fotosintesis y cuyo esfuerzo se resume en la ecuacién

general podemos mencionar a :

Jean Baptiste van Helmont, médico flamenco, quien en el afio
de 1650 realizdé un experimento sembrando un retofio de sauce en una
céntidad de tierra, previamente pesada. Al cabo de cinco afios y luego
de confirmar que el aumento de masa del &rbol (100 veces la original)
no correspondia a la pérdida en el peso de la tierra (uno de los
primeros experimentos bioldgicos de naturaleza cuantitativa), propuso
gue las plantas de alguna manera convertian el agua que absorbkian en
materia orgdnica (Clayton, 1980a; Goémez Lojero, 1984). Cabe destacar
gue si bien sélo seiflald una de las substancias que intervienen en la
fotosintesis, su importancia fue la de demostrar gque las plantas no
se alimentaban del suelo como era ampliamente aceptado por aguella
época. Otro aspecto que debe sefialarse es que el experimento lo
realizé antes de que Lavoisier enunciara el pfincipio de 1la
conservacién de la materia en el siglo XVIII, es decir, que tuvo una
visidén muy acertada para interpretar que el aumento de masa de las
plantas solo podia provenir de la captacidédn de materia de su medio

(Clayton, 1980a).

Joseph Priestley, pastor inglés nacido en 1733, realizé
experimentos en los que encontrd que las plantas, en presencia de
tuz, producian oxigeno; por decirlo en los términos de esa época,
producian aire deflogisticado. El experimento consistid® en colocar
una candela prendida en un recipiente hermético. Después de gquemar
la candela se permitid por algiln tiempo el crecimiento de una planta

de menta, observando que una nueva vela ardia con una llama viva o

6



-,unrratén no ‘sélo-no moria sino se comportaba muy v1vaz“Sena1ando,
asi, de manera precisa al oxigenoc como uno de los productos de la

fotosintesis en plantas (Gomez Lojero, 1984).

Jan Ingen-Housz, médico holandés, que después de conocer
los experimentos de Priesley se dedicé al estudio de la fotosintesis
en plantas, demostrd gue éstas necesitan sus partes verdes para
refrescar el aire y que en la noche lo corrompen igual que lo hacen
los animales; es decir, adem&s de sefialar los organos vegetales en
que se lleva a cabo este proceso, destacd la imposibilidad de que se
lleve a cabo en ausencia de luz (Clayton, 1980a; Goémez Lojero,

1984) .

Jean Senebier sehald, en 1782, que las plantas redquieren
de aire fijo ' (Gémez Lojero, 1984), como se denominaba al €O, para
producir el aire deflogisticado. A pesar de. que interpretd
correctamente que el aire fijo constituia el alimento de las
plantas, se equivocdé al sefalarlo como la fuente del aire
deflogisticado gue producian éstas (Goémez Lojero, 1984). Esta idea
fué ampliamente aceptada y persistié incluso hasta principios de

nuestro siglo.

Ingen-Housz, en el afic de 1796, y utilizando 1la
nomenclatura dada por Lavoisier, sugiere que la fuente de la materia
viva en las plantas era el CO, y que el proceso de la fotosintesis

podria representarse por la ecuacién 1.2 (Gémez Lojero, 1984):

! pescrito por J. Black en 1754

-7



3 R S R RIS ) ¥ Plantas < - R e
Biéxido: de carbono + - 5P Materiatorg@nica’+ -Oxigena

““Ecuacién 1.2

Nicolas Théodore de Saussure, quimico suizo, en 1804, con
base en el principio de la conservacién de la materia, replantea las
conclusiones de Van Helmont diciendo que la mayor parte del peso
ganado por el sauce corresponde al CO, absorbido por la planta y que
s6lo una parte corresponde al agua (Clayton, 1980a; Gémez Lojero,
1984) por lo que a partir de él podriamos reescribir la ecuacién 1.2

de la siguiente manera:

Plantas :
Substancia + .0

ioxi + a + .
Bibéxido de carbono agu luz organica - 0,

Ecuacidén 1.3

Julius Robert von Mayer, cirujano aleman, quien en 1840
desarrolld en forma paralela a Joule el principio de la conservacidn
de la energia, sefialdé en 1845: "la energia tomada por las plantas en
forma de luz solar es almacenada, en parte, en forma de energia
quimica como el azicar que producen" (Clayton, 1980a; Gémez Lojero,
1984) . Después de sus trabajos y del aislamiento de la clorofila por
P.J. Pelletier y J.B. Bienaimé en 1817 (Gdémez Lojero, 1984), 1la
ecuacidén de la fotosintesis pudo escribirse en términos de materia

Y energila como:

Plantas con
clorofila > Materia + O+ Energia

CO, + H,O0 + Lu s 7
2 2 Luz orgénica 2 quimica

Ecuacidn 1.4



Jeén,kBébtiste Boﬁssingau}t; quimico agricola francés,
redetermind en 1864 el intercambio gaseoso (de O, y CO ,)} de las
plantas durante el proceso de fotosintesis. Al obtener un valor
cercanc a la unidad para el cociente fotosintético (inverso del
respiratorio C0,/0,), concluyd que la materia orgdnica sintetizada en
fofma primaria deberia ser un carbohidrato, sefialando asi que la
fotosintesis era el proceso inverso de la respiracién (Gémez Lojero,

1984).

Sachs, boténico aleman, en 1864 demostrd gue durante la
fotosintesis existe una acumulacidén de alwiddén. Pfetter en 1873
demuestra que dicha acumulacién no se presenta si se priva a la

plaﬁta .de . CO, (Gomez Lojero, 1984).

: o Los quimicos R. Willstdtter y A. Stoll en 1913 'y 1918
trataron de explicar el mecanismo de accién de la clorofila con sélo
las bases de guimica organica de la época. sugirie}on que el agua y
el bidéxido de carbono reaccionaban para formar &cido carbdénico, el
cual, ail interaccionar con la clorofila y en presencia de luz,
formaba un organoperféxido capaz de 1liberar oxigeno. De haber
resultado esto cierto, el primer producto de la fotosintesis seriaz
formaldehido, el cual nunca pudo detectarse en plantas a pesar de
haberse buscado ampliamente (Clayton, 1980a).

En el presente siglo, en la década de los 30's, van Niel
demostrd que en algunas bacterias sulfurosas la cantidad de co,
captado es proporcional a la cantidad de azufre depositada por las
mismas en el medio. Foster, alumno de van Niel, encontrd en una
especie de rodospirilacea que la cantidad de CO , captado era

proporcional a la cantidad de isopropanel oxidado hasta acetona. A

9



< partir-de’estos estudios, van'Niel gener
bacterias = fotosintéticas :como s

(Clayton, 1980a; Gémez 'I'_.oij‘e‘ .

C02 + 2 HZA T> C(’}‘Izo)i + ’H20 +k2>A ol

Ecuacién 1.5

En la ecuacién 1.5 se observa como el CO, es reducido hasta
una unidad de carbohidrato, al mismo tiempo que un substrato reducido
H,A es oxidado hasta 2A y H,0. A partir de ésto, van Niel sugirié que
la fotosintesis oxigénica podia replantearse de acuerdo con la

ecuacién 1.6 (Clayton, 1980a; Gomez Lojero, 1984).

Co, + 2 H.0 luz

2 50 —=g1—> C(H,0) + H,0 + 0

2 2

Ecuacién- 1.6

En esta ecuacidén la substancia que se oxida es el agua y el
producto reducido es el C(H,0). Esta ecuacibn es la ecuacién general

de la fotosintesis oxigénica.

La formulacién de la ecuacién anterior, a partir del
estudio de la biologia comparada de bacterias que llevan a cabo
fotosintesis anoxigénica, es un ejemplo de como este tipo de
microorganismos, al poseer una fotosintesis mas simple que la de
organismos con fotosintesis oxigénica, son un modelo de gran utilidad

para la investigacidén en fotosintesis.

10
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1.2 Bacterias fotosintéticas

Las bacterias fotosintéticas empezaron a estudiarse desde

el Siglo pasado. Corresponde a Endelmann, en el afio de 1888,

~-identificar a "la luz" como un factor determinante para el

desarrollo de este tipo de microorganismos (Van Niel, 1971). En el
mismo aho, Winogradsky, en forma independiente a Endelmann, descubre
y da a conocer gque las bacterias fotosintéticas (sulfurosas)
requieren, para su establecimiento, de una fuente de H,S y desarrolla

un método para cultivarlas en el laboratorio (Van Niel, 1971).

1.2.1 Clasificacidén de las bacterias fotosintéticas

De acuerdo a la taxonomia tradicional 1las bacterias
fotosintéticas pertenecen al orden Rhodospirillales. Orden en el que
se incluye a los microrganismos que contienen bagterioclorofila y
llevan a cabo fotosintesis en forma anoxigénica (Pfennig y Triiper,

1974; Triper, 1976).

Las Rhodospirillales se subdividen en dos subordenes: a)

Chlorobiineae y b) Rhodospirillineae.

Los microorganismos del suborden Chlorobiineae reciben
cominmente el nombre de bacterias verdes, poseen los siguientes
pigmentos: a) Bacterioclorofilas ¢, d o e, Y en mucho menor

proporcién la a. Y b) carotenos monociclicos. Los pigmentos

11



-, mencionados se encuentran en estructuras membranales, que reciben
él nombre de clorosomas (antes llamadas vesiculas clorobium) . Estas
estructuras son vesiculas oblongas que se encuentran en la periferia
de la bacteria (Staehelin y col. 1978; Staehelin y co0l.1980) Yy
kenlazadas por una estructura lipidica 2 & 3 nm mds delgada que una
verdadera picapa y se ligan a la membrana plasmidtica via un plato
basal. Sin embargo hasta el momento, la ontogenia tanto de los
clorosomas como de sus estructuras de unién, no se ha esclarecido
(Staehelin y col. 1980). Este suborden se divide en dos familias: la

Chlorobiaceae y la Chloroflexaceae.

Suborden Rhodospirillineae. Los integrantes de este
suborden reciben el nombre comGn de - bacterias plrpuras. Sus
pigmentos son: A) Bacterioclorofilas a o b y B) Carotenos de tipo
aciclico. Estos pigmentos se encuentran Vcolocados en sistemas
membranales intracitoplasmaticos,‘ que - 'son continuacién de 1la

membrana plasmitica.

El suborden se subdivide en tres familias: a) la
Chromatiaceae (bacterias puUrpuras sulfurosas) antes Thiorhodaceae.
b) La Rhodospirillaceae ‘(bacterias pldrpuras no sulfurosas) antes
Athiorhodaceae y c¢) la Ectothiorhodospiraceae que se clasificaba
anteriormente como el género Ectothiorhodospira (Imhoff, 1984).

Las bacterias de la familia Chromatiaceae son capaces de
oxidar A&cido sulfhidrico, azu're y tiosulfatos. Son anaerobios
obligados y no presentan crecimiento en la obscuridad. Su crecimiento
es masivo, abarcando numerosos y variados habitats.

12



A diferencia de los microorganismos de la familia anterior,
las bacterias de la familia Rhodospirillaceae oxidan compuestos
orgénicos.y en algunas especies hidrdégenoc molecular. Son aerobios
facultativos y en condiciones de aerobiosis son capaces de crecer en
la obscuridad. Su crecimiento no es masivo y sus habitats se
restringen a charcas de agua dulce; es decir, medios organicos
simples en donde no se alcanzan condiciones extremas de salinidad o
temperatura.

La divisién taxondémica del orden Rhodospirillales se resume

en el cuadro de.la figura«l,1.:

V 6RDEN:
o Rhodosplrillales
SUBO$DEN:
Rhodospifillineae. Chlorogiineae.
Fam%lias: Famllias:
Chromaéiaceae Chlorobiaceae

Rhodospirillaceae Chloroflexaceae
Ectothiorhodospiraceae ’

Figura 1.1 Taxonomia del orden Rhodospirillales.

Las bacterias que se utilizaron en el presente trabajo
pertenecen a la familia Rhodospirillaceae su clasificacién a partir

de orden se muestra en el cuadro de la figura 1.2.

13



. Ordén:A oo 7. . Rhodospirillales
Subordern: f "7'  : Rhodospirillineae
FamiliaE il e Rhodospirillaceae
Génefos}‘ A Rhodobacter (Imhoff y

: : - col. 1984)
. : Rhodospirillum
Especies: sphaeroides
rubrum

Figura 1.2 Clasificacién taxondmica de las bacterias
fotosintéticas Rhodobacter sphaeroides y Rodospirillum rubrum.

Otra forma de clasificacidén es la propuesta por Woese
(Woese, 1987). Esta se hace con base en la secuencia de nucledtidos
en el RNA ribosomal de los diferentes microorganismos. En la figura
1. 3 se presenta el arbol filogénetico propuesto por Woese.

EUBACTERIAS 0 EUCARIOTES ] -

. Terasfilas ertresas |
Aelandpenas

8 matehalay edtrends

4, leraptogs

5, Flavobirterias
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1, hntagtes
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Figura 1.3 Arbol filogénetico determinado por comparacidn de
secuencias de RNA ribosomales. Tomado de Woese 1987.
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"Woese‘"é’;(pll;.cba kque el concepto de’ grupo debe 'subordinarse
a la similiﬁud ‘en las secuencia de los nucleotidos sin importar que
el fenotipo, tomado hasta ahora como criterio de clasificacion,
resulte incongruente. Esto se hace aparente al observar bacterias
fotosintéticas en el mismo grupo que bacterias fijadoras de

ni;crégeno o aln bacterias patégenas (ver la figura 1.4).

Figura 1.4 Arbol filogenético de las bacterias pirpuras. Con

base 'en una distancia matricial evolutiva. Las secuencias
utilizadas fueron para la Divisién ot 1) Rhodospirilium
rubrum. 2) Agrobacterium tumefaciens. 3) Rhodopseudomonas
palustris. 4) Rhodopseudomonas acidophila. 5) Rhodobacter
capsulatum. Para la subdivisién A : 1) Neisseria gonorrhoeae. 2)
Spirillum volutans. 3) Nitrosolobus multiformis. 4) Rhodocyclus
gelatinosa. 5) Rhodocyclus pupureus. Para la subdivisién ¥ : 1)
Chromatium vinosum. 2) Legionella pneumophila. 3) Pseudomonas
aeruginosa. 4) Acinetobacter calcoaceticus. 5) Escherichia coli.
Para la subdivisién § : 1) Myxococcus xanthus. 2} Desulfovibrio
desulfuricans. 3) Bdellovibrio stolpii. 4) Desulfotobacter

postgatei. 5) Desulforomonas acetoxidans. Tomado de Woese 1987.
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. ELl anéiisisfdé.la'Sécuénc{érae'nucleétidos, ademas de
servir como criterio de clasificaéién, aporta datos respecto a las
relaciones evolutivas entre los organismos. De tal manera que al
analizar, por ejemplo, el grupo de las bacterias plrpuras podemos
esperar: gue el ancestro comin fuese una bacteria plrpura
fofosintética. Ya gque la capacidad fotosintética es una
caracteristica tan compleja, gue su amplia distribucidén solo puede

explicarse suponiendola el caracter original. Carécter gque se

perdid en muchos miembros del grupo bajo diferentes condiciones y

épocas.

De acuerdo a la propuesta de Woese Rhodospirillum rubrum
pertenece al subgrupo K - 1 de las bacterias parpuras -y
Rhodobacter sphaeroides pertenece  al subgrupo K~ "3 de las -
bacterias « -~ parpuras.

1.2.2 Cultivo de bacterias fotosintéticas.

El primer método para cultivar bacterias fotosintéticas
fue el ideado por Winogradsky (van Niel, 1971), quien establecid
cultivos mixtos; es decir, en compafia de otros microorganismos,
utilizando columnas de vidrio gue llevan su nombre. Estas columnas
se llenaban de agua. Y en la superficie se colocaba material
bioldgico de descomposicién lenta, como podrian ser raices o
celulosa, mezclado con lodo proveniente del habitat natural de las
bacterias a cultivar. De esta manera, la mezcla no sélo se
convertia en un soporte para el desarrollo de los microorganismos,
sino contenia el inéculo de los mismos. Cuando se colocaban las

columnas en la obscuridad, en la parte cercana al lodo se
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- .desarrollaban bacterias férmentativas provocando la descomposicién
del material biolégico y enriqueciendo el medio con H,S8 Yy
substancias organicas simples. Al mismo tiempo hacia el fondo de la

columna se establecia un gradiente de concentracién de oxigeno.

Bajo estas condiciones, al colocar las columnas en la luz,
empezaba el desarrollo de las bacterias fotosintéticas
anoxigénicas. Se establecia asi el ciclo de materia gque se

esquematiza en la figura 1.5.

co
/ 5 \f"‘_ Luz

Fermentacién 'y .- Fotosintesis
reduccion de sulfatos R e bacterlana
bacterianas S :

R\\\\-Materla organlca y fffgi

Figura 1.5 Ciclo primitivéfdé‘matefiaﬂ(van Niel, ‘1971).

El ciclo de materia, esquematizado en la figura 1}5,
corresponde al que se establece en los lagos donde se desarrollan
en la actualidad bacterias fotosintéticas (Takahashi e Ichimura,
1968; cCulver y Brunskill, 1969). En &stos el gradiente de
concentracién de oxigeno y la transmisién de luz de diferentes
longitudes de onda, a diferentes profundidades, provecan una
estratificacidén bien definida en cuanto a las clases de organismos

gque se distribuyen de acuerdo a la profundidad.

Cabe sefnalar, por otra parte, que de acuerdo a la idea

ue tenemos de la evolucién en nuestro laneta el esquena
q P ' q
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‘,corfeépbhdefia’abiaszcondicionés de hace 2.5 o3 mil millénes de
aﬁos;: es decir, a ﬁna atmésféra libre de oxigeno (Mayr, 1978),
antes de " la aparicién de 1a§ cianobacterias productoras de
oxigeno, que fueron las gue cambiaron, a través de millones de

afios las condiciones de la atmdsfera primitiva (Schopf, 1978).

Las columnas de Winogradsky o las de Molisch (en las gue
el material biolégico era un pédazo de tejido animal) presentan el
inconveniente de que su éxito depende del establecimiento temprano
de microorganismos fermentativos que modifican, en forma no
controlada, el medio de cultivo original. Dicha modificacién se
refleja en el desarrollo posterior de las bacterias fototrépicas.
Por esta razén se consideran adecuadas s6lo para la obtencidn de
indculos enriquecidos en organismos fototrodpicos, tal y como las

utilizdé Larsen en 1952 (van Niel, 1971).

El disefio y desarrollo de medios, en los que la
composicidn fuese plenamente controlable, significé un gran
avance. Pfennig disefd un medio mineral para el cultive de la
mayoria de las bacterias fotosintéticas sulfurosas y
posteriormente lo modificé con Lippert (Pfennig y Lippert, 1966).
Este medio no permite el desarrollo de aquellas bacterias gque
requieren de vitamina B 12+ Por lo que esta vitamina debe
adicionarse a .fin de asegurar un medio adecuado para el desarrollc

de estos organismos.

En el caso de las bacterias fotosintéticas no sulfurosas
al medio debe contener ademds de la base mineral;- sﬁbstratos;
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-,okidables tales como: alcoholes primarios*é'éecundarios, dcidos
grasos o aromiticos, o &cido succinico. Debe evitarse (en la etapa
de aislamiento del organismo qué nos interese) la presencia de
sulfatos o nitratos, a fin de eliminar el posible desarrollo de
bacterias reductoras de estos compuestos. La adicién de vitaminas
es.necesaria, pues como lo demostrd Hutner (Hutner, 1946 y 1950},
las diversas especies muestran requerimientos muy especificos de

este tipo de compuestos.

1.2.3 Descripcién de Rhodobacter sphaeroides y

Rhodospirillum rubrum

Estas bacterias pertenecen al grupo de las bacterias
fotosintéticas purpuras no sulfurosas (Pfennig, 1967 y 1978;
Pfennig y Triiper 1983), su divisién es por fisién binaria y

presentan la siguiente estructura:

Rhodobacter sphaeroides es una bacteria ovoidea que mide
de 2 a 2.5 um de largo por 0.7 pm de ancho.
Rhodospirillum rubrum presenta la forma de.espirilo, mide 0.8 um de
ancho por 7 a 10 pum de largo. Ambas poseen flagelos polares.
Presentan pared celular separada de la membrana plasmatica por el
espacio periplasmatico (Remsen, 1980). Su sistema de transporte de
electrones se encuentra en la membrana plasmatica (Crofts, 1974),
lo mismo gue el aparato fotosintético. Cuando se crecen en
condiciones fotosintéticas forman un sistema de invaginaciones de
la membrana plasmatica (Holt y Marr, 1965) hacia el citoplasma.

Esta se denominan cromatéforos. En el espacio periplasmico se
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.encuentran . proteinas. que participan ehkel transporte de.electrones

como el citocromo c,.

Ambas bacterias son fotoheterotréficas; es decir, que en
condiciones de anaerobiosis y luz son capaces de llevar a cabo el
proceso de fotosintesis, y que en condiciones de aerobiosis y
obscuridad obtienen su energia de la oxidacidén de compuestos
orgdnicos (bajo estas (dltimas condiciones el sistema de
cromatoéforos no se desarrolla). En condiciones de obscuridad y
anaerobiosis obtienen su energia mediante fermentacidén (Kohlmiller

Jr. y Gest, 1951; Uffen y Wolfe, 1970).

El cultivo fotosintético de Rb. sphaeroides es de un
color café rojizo, mientras que el de R. rubrum es rojo. Ambas
bacterias requieren como factor de crecimiento biotina, pero
Rb. sphaeroides también requiere niacina y tiamina (Hutner, 1946 y

1950; Triiper y Pfennig, 1978).

Como otras caracteristicas gque podemos sehalar
estan: Rb. sphaeroides posee sélo ubiquinona,; y los carotenos
esferoidenona y el esferoideno, mientras que R. rubrum contiene

ubigquinona ,, , rodoquinona y como caroteno predominante la

espiriloxantina.

Rb. sphaercides posee los complejos pigmento-proteina
B800-850 y B875, en cambio R. rubrum s6lo presenta el B890 (Broglie
y col., 1980).
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1.3 Cromatéforos bacterianos

Cuando Rb. spaheroides o R.  rubrum se cultivan en
condiciones fotosintéticas desarrollan un sistema de membranas due
se ektiende hacia el citoplasma bacteriano (Tuttle y Gest, 19539;
Fr;nkel y Hickman, 1959; Holt y Marr, 1965b ), el cual se origina
a partir de la membrana citoplasmatica vy nunca pierde su
continuidad con la misma. Es en este sistema en donde se encuentra

el  aparato fotosintético de estas bacterias y recibe el nombre de

cromatéforos.
Las vesiculas obtenidas = “de'-bacterias fotosintéticas,
crecidas en condiciones de - iluminacién  y anaerobiosis, que

contienen los pigmentos fotosintéticos de las células originales,
y por lo tanto derivadas del sistema de membranas (cromatéforos)
descritos en el parrafo anterior, fueron designadas, al principio,
también como cromatdéforos, gue significa portadores de color
(Schachman y col. 1952; Frenkel y Nelson, 1971). Debido a que estas
vesiculas no son unidades independientes en la arquitectura
bacteriana ( Tuttle y Gest, 1959; Frenkel y Hickman, 1559; Holt y
Marr, 1965b) Kamen propuso la utilizacidén del término fragmentos
cromatoféricos para designarlas; sin embargo, este término no ha
sido usado en forma tan amplia como el original. Ademas de lo
anterior, el +término cromatéforo se aplica en forma inespecifica a
estructuras coloreadas de plantas y animales, por lo cual Frenkel y
Nelson proponen el uso del término cromatdéforos bacterianos o
cromatéforos derivados de bacterias fotosintéticas (Frenkel vy
Nelson, 1971). En el presente trabajo se utilizaréan cualguiera de

estos dos términos.
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1.3.1 Obtencién de cromatdforos de bacterias fotosintéticas no

sulfurosas

La obtencién de cromatéforos bacterianos involucra la
eliminacién de la capsula bacteriana y el rompimiento de la red de
membranas fotosintéticas en el interior de las bacterias, lo que

puede lograrse por cualguiera de los siguientes métodos:

1.3.2.1 Ruptura mecanica
El rompimiento de las células y la dispersién de su

contenido se logra por:

- Sonicacién: en el gque las bacterias se someten a

“ultrasonido (Karunairatnam, 1858; Frenkel y Nelson, 1971) .

~ Mediante el uso de la prensa de French: en la que por
cambios de presién se logra el rompimiento (Newton y Newton, 1957;

Frenkel y Nelson, 1971}).

- Molido con alGmina: que fue el primer método reportado -

(Schachman y col. 1952; Frenkel y Nelson, 1971}.

1.3.1.2 Rompimiento de protoplastos bacterianos

Este método * implica, en primer lugar, la obtencidn de
protoplastos; es decir, la eliminacién de la pared celular de las
bacterias mediante la adicién de lisozima, y en segundo, el

rompimiento propiamente dicho, lo gQue puede lograrse por chogue
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,osmético o por homogenizacidn:suave-de :los protoplasto

(Karunairatnam y col. 1958; Frenkel y Nelson, 197

Cualquiera que sea el método con éi éﬁéfééiha§a”logrado
el rompimiento del sistema de membranas, es'hecésarié éliminar la
presencia del DNA bacteriano, debido a dque provoca una gran
viscosidad, lo que dificulta el manejo de la suspensidn. Esta
eliminacién se logra mediante la adicién de la enzima DNAasa
(Frenkel y Nelson, 1971), después de lo cual la eliminacién de
otras estructuras como cdpsulas, mnembranas iIntegras y ribosomas se
logra mediante el wuso de wuno de 1los siguientes métodos:
centrifugacién diferencial o centrifugacién en gradientes (Frenkel
y Hickman, 1959; Oelze y col. 1969; Holt y Marr, 1965b; Gorchein y

col. 1968).

—1;Uﬁéfiigafacteristica importante de los cromatéforos
badteriahbéﬁscbﬁsiste en que la polaridad de .su membrana es
contrariéraiié' qﬁe se presenta en la bacteria integra. Esto se
dcmosﬁré»én’ experimentos donde se observd el movimiento de H'
(Mitchell, .1967;. Scholes y col. 1969) bajo condiciones de
iluﬁinacién,iy' por estudios con anticuerpos anti-citocromo c, Y

anticentros de reaccién (Oelze y col. 1969).

La integridad de la membrana en los cromatéforos
bacterianos, preparados por cualguiera de los métodos descritos,

puede confirmarse al ver que son capaces de llevar a cabo las
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'siguiehtes reacciones fotogquimicas (Mitchell,:1967; Scholes y col.
1969) 1
~“’camblos de pH en el medio.

- Movimiento de iones a través de la membrana. -

1.4 Unidad fotosintetica

Emerson y Arnold en 1932, al someter a destellos corfos
de 1luz el alga verde Chlorella pyrenoidosa, descubrieron gue era
necesario gque entre dichos destellos hubiese un periodo de
obscuridad (mayor de 0.04 segundos) para lograr un mdximo de
eficiencia en cuanto a la produccién de O, (Emerson y Arnold,
1932). Esto lo interpretaron como el hecho de gque la maguinaria
guimica involucrada en la produccién del oxigeno requeria de ese
tiempo para alcanzar las condiciones iniciales en las cuales se
habia logrado la captacidn de luz; es decir, gque se completara un
ciclo. Utilizando diferentes intensidades de 1luz determinaron,
ademds, que se producia una molécula de oxigenoc por cada 8 cuantos
de luz absorbidos (Emerson y Arnold, 1932b), y que el maximo de
eficiencia se alcanzaba cuando participaban 2,400 moléculas de
clorofila (1 0 ,/2,400 Clorofilas) lo cual indicaba que el proceso
de fotosintesis es altamente cooperativo. Emerson y Arnold

designaron a estas clorofilas, junto con la maquinaria quimica

necesaria para la produccién de oxigeno, como unidad
fotosintétrica, Actualmente se puede aislar a la unidad
lotosintética, que ez el conjunto de complejos antena (o

cosechadores de luz) y centros de reaccidén (Loach y col. 1963;

Kuntz y col. 1964).
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Los complejos antena son los encargados de captar la luz
y transmitir la energia hacia el centro de reaccidn. Los centros de
“reacciédn son los gue llevan a cabo la fotoquimica primaria; es
deéir, la tranferencia de un electrdn a un aceptor primario (Feher
y Okamura, 1978). Con lo que se inicia el flujo de electrones a

través de la cadena fotosintética de la bacteria.

Glazer ha senalado en plantas (Glazer, 1987) que los
complejos antena se encuentran formando: 1) un nucleo (regidn
central invariable) alrededor del centré derreaccién. 2) Una regidn
periférica rodeando el nuclec antes mencionado. En la regién
periférica se pueden distinguir dos tipos de complejos antena. Los
complejos antena cercanos y los periféricos o moviles. Estos
tltimos deben su nombre a gue pueden ser removidos.de la unidad por‘
fosforilacidn. La cantidad presente de los complejos antena moviles
(LHCII moviles) depende de las condiciones de iluminacién en las
que se desarrolle la planta. En bacterias fotosintéticas que poseen
mds de un tipo de complejos antena ésta puede ser la estructura
existente. Varga y Staehelin, en 1983, propusicron‘un modelo para
la unidad fotosintética de Rhodopseudomonas palustris. En este
modelo se presenta un nucleo de complejos B875 (LHC I) rodeando al
centro de reaccién y alrededor de este los complejos B800-850 (LHC
11). Estos 0Gltimos (al igqual gque los moviles en plantas) son
variables, conforme a las condiciones de iluminacién a las gue se

exponga el cultivo.
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1.4.1 El‘centro de reaccién

La purificacién‘ de los centros: de. reaccién se  logré,
medianté dos metodologias diferentes: la. primera la destruccidn
selectiva de complejos antena; se llevo a cabo en la mutante R-26
de‘ Rhodopseudomonas sphaeroides por feofitinizacién in vivo y en

cromatéforos de la misma bacteria por iluminacién en presencia del

detergente Triton X-100 (Clayton, 1963). Lo anterior tambien
se demostrd en cromat6foros de cepas silvestres de
Rhodopseudomonas sphaeroides, Rhodospirillum rubrum y

Cromatium vinosum se logrd mediante la utilizacidn de K,IrCl,
(Loach y col. 1963; Kuntz y col. 1964). La segunda fue el
aislamiento de una mutante carente del complejo Pgro- Mutante que
posee complejos antena normales pero se comporta como heterdtrofo
obligado (Sistrom y Clayton, 1964). Este término ha sido utilizado
para designar diferentes tipos de preparaciones enriquecidas en
estos complejos pigmento-proteina pero gue contﬁenen diferentes
elementos de la membrana de los cromatdforos como contaminantes
(Reed y Clayton, 1968; Gringas y Jolchine, 1969).

La purificucidén de los centros de reaccidén, en diversas
bacterias fotosintéticas involucra la solubilizacién con
detergentes tales como: el SDS (dodecil sulfato de sodio) (Segen y
Gibson, 1971; Sloten, 1972), el CTAB (Bromuro de cetil trimetil
amonio) (Reiss-Husson y Jolchine, 1972) y el LDAO (6xido de dodecil
dimetil amino) Clayton y Wang, 1971; Feher, 1971; No&l y col.
1972) .

Ampliando la definicién dada en parrafos anteriores,
podemos decir que el centro de reaccién es la entidad quimica
minima capaz de llevar a cabo la fotoguimica primaria (Okamura y
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.,col. 1974; Feher y Okamura, 1978);  es decir, gue al’ recibir la
energia luminosa, ya sea en forma directa o transmitida desde los
complejos antena, son capaces de separar una carga, gdgenerando un
reductor fuerte que se oxida al reducir al aceptoi* primario (gue
en las bacterias fotosintéticas es el complejo ferro-guinona
(Célis, 1985)) y que vuelve a su estado reducido al captar un
electrén desde el citocromo ¢,. La actividad fotoguimica descrita
provoca cambios en los espectros de absorcidn de los centros de
reaccién. De dichos cambios el mds notable es el blangueo
reversible a 865 nnm (Duysens, 1952) que presenta un tiempo de
decaimiento de 30 ms y se presenta a bajas temperaturas (80 ° K)
(McElroy y col. 1974). Por lo anterior puede asegurarse gue no
estd influenciada por el resultado de reacciones secundarias o
terciarias respecto a 1la separacién de carga en el centro de
reaccién y por lo tanto puede ser utilizado como monitor de 1la

actividad fotoquimica en una preparacidn (Feher y Okamura, 1978).

La composicién de los centros de reaccién se encuentra
plenamente caracterizada a partir de numerosas investigaciones.
Sabemos que en la cepa R-26 de Rhodopseudomonas spheroides poseen
tres subunidades proteicas (Feher, 1971; Feher y col. 1971; Feher y
Okamura, 1978) denominadas: L, M y H (del inglés 1ligth, medium y
heavy) Yy gque corresponden a 21, 24 y 28 % 1 kdaltons de peso
molecular aparente determinado por electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS (Okamura y col. 1974). Esta composicidén es
vemejante  en variag cspecies  (Feher y col. 1971; Clayton y
Heselkorn, 1972; No&l y col. 1972; McElroy y col. 1974; Okamura y
col. 1974; Nieth y col. 1975).
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Los Cdfaééores en el centro-de reaccién dé.lq_mutante
R-26 de thdopseudomonas sphaeroides son: ~cuatro bacterioclo-
rofilas (Steiner y col. 1974; Sauer, 1974) con maximos an el
espectro de absorcién a 865 y 800 nm (Sauer, 1974). Dos feofitinas
con un maximo de absorcidén a 760 nm (Sauer, 1974). Un fierro no
hémico que fue determinado mediante espectroscopia de absorcidn
atémica (McElroy y col. 1970). Y finalmente dos ubiquinonas

(Slooten, 1972; Parson y Cogdell, 1975; Feher y col. 1972).

En 1los centros de reaccidn  de cepas silvestres (e
Rhodobacter sphaeroides y Rhodospirillum rubrum encontramos también
carotenos. En el caso de Rb. sphaeroides el caroteno es esferoideno
(Beugeling y col. 1972; Jolchine y Réiss—Husson, 1975; Cogdell.y

~col. 1976) mientras que en el de -R. rubrum es espiriloxantina

‘(Smith y col. 1972; van der Rest y Gringas, 1974).

A partir de la cristalizacidén del centro de reaccidén de
Rhodopseudomonas viridis (Michel, 1982), aunado a la secuenciacidn
de: las - subunidades proteicas (Michel y col. 1985; Michel y col.
1986; Weyer y col. 1987) y al andlisis por difraccidén de rayos X
(Deisenhofer y col. 1984; Deisenhofer y col. 1985; Michel y
Deisenhofer, 1986), se establecid un modelo estructural
(Deisenhofer y Michel, 1988). En este modelo se observa gque las
subunidades L y M cruzan la membrana varias veces, uniéndose en la
parte periplasmica con el 4-hemo citocrome y por la =itoplasmética
con una g¢ran porcién globular de la subunidad H cuya parte amino
terminal se introduce en la membrana. Las subunidades Ly M
alojan de manera simétrica a los cofactores en dos ramas, A y B. De

tal manera que cerca del lado periplédsmico encontramos al dimero de
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- bacterioclorofila seguido en cada rama por ‘el ‘'mondmero de
bacterioclorofila encontréndose después la feofitina para terminar
en las dos posiciones que fijaﬁ una menaguinona y la otra una
ubiquinona del lado citopléasmico . Esta ultima quinona
presumiblemente se pierde en el proceso de purificacién
(Déisenhofer y c¢ol. 1984; Deisenhofer y col. 1985; Michel y

Deisenhofer, 1986; Deisenhofer y Michel, 1988).

La estructura de los centros de reaccidén de algunas
bacterias fotosintéticas es semejante. Allen ha reportado
diferencias minimas entre los centros de reaccidén de
Rhodopseudomonas viridis y los de Rhodobacter sphaeroides cepas
R-26 y 2.4.1 (Allen y col. 1988). La cepa R=-26 presenta como
caracteristica Gnica la de carecer de carotenos. En la cepa 2.4.1
el caroteno se acomoda siguiendo una curvatura que ocupa el centro
hidrofébico de la subunidad M cerca del monémero de
bacterioclorofila de la rama B. Y se encuentra rodeado de gran

cantidad de residuos de amino&cidos aromaticos.

En el caso del centro de reaccién de Rb. sphaeroides
cepa Y, se ha reportado que la mayor parte del idén metalico
presente en los centros de reaccidn es Mn?* en lugar del Fe?* como
se ha mencionado para otros centros de reaccidén (Ducruix y col.

1988) .
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1.4.2 Complejos antena

Como se menciond anteriormente, la mayor parte de la
bacterioclorofila presente en la mnembrana de los cromatoforos

bacterianos se encuentra formando parte de los complejos pigmento-

"proteina llamados complejos antena o cosechadores de luz (Clayton,

1980c; Cogdell y Thornber, 1980). La funcién de estos complejos es

la de captar la energia luminosa y encauzarla hasta los centros de
4

‘reaccién (Clayton, 1980c; Cogdell y Thornber,1980). La relacién que

existe entre los complejos antena y los centros de reaccidn es
variable, dependiendo de 1la especie y de las condiciones de
cultivo. Su valor puede ir desde 50 hasta 100 complejos antena por

cada centro de reaccidén (Clayton, 1980b y 1980c¢).

Este tipo de complejos ha sido ampliamente caracterizado

en . diferentes especies de bacterias fotosintéticas (Amesz y Knaff, =

1988). La extraccidén de estos complejos de la membrana del k

cromatéforo se ha logrado mediante la utilizacién de detergentes
como el Triton X-100 (Sauer y Austin, 1978), el SDS (Sauer &
Austin, 1978) y el LiDS (Broglie y col. 1980). Dependiendo’ delj
detergente utilizado es posible obtener unidades monoméricas 6
grandes agregados (Sauer Yy Austin,1978). Dado que =1 tratamiento
con detergentes puede provocar alteraciones tanto en la éstructufa
como en la composicidén de los complejos pigmento-proteina, se han
utilizado sus cualidades espectrofotométricas y sus espectros de
dicroismo c¢ircular para monitorear 1la conservacién de sus

propiedades durante su purificacién (Broglie y col. 1980; Sauer y
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. Austin, 1978; Hayashi y Morita, 1980; Clayton

'19é4; Cogdell 'y col. '1982; brews,

. i Los complejos antena se denominan por una ietra B . (del
inglés bulk) segﬁida por el nomerc o numeros gue indiguen sus
maximos de absorcién en el infrarrojo cercano (Broglie y col.
1980; Glazer, 1983; Thornber y col. 1978; Cogdell y Crofts, 1978),
Yy tanto su composicién como sus caracteristicas
espectrofotométricas dependen no solo de la especie en particular
de la gue se trate, sino de la cepa o mutante en estudio. Por
ejemplo en el caso de la mutante R-26 de Rhodobacter sphaeroides
no sevencuentran carotenos (Sistrom y col. 1956; Amesz y Knaff,
1988), mientras gque en la cepa silvestre crecida en condiciones
fotosintéticas, el caroteno predominante es el esferoideno (Triiper
y Pfenning, 1978) y en Rhodospirillum rubrum es la espiriloxantina
(Triiper y Pfenning,1978). Mientras que R. rubrum solamente posee un
complejo antena (Cogdell y col. 1982; Cogdell y Thornber, 1980),
Rhodobacter sphaeroides posee dos (Broglie y col. 1980 ; Cogdell
y Thornber , 1980) y otras, como Rhodopseudomonas acidophila
y Chromatium vinosum, parecen poseer cuatro (Amesz erﬁaff; 1988;

Hayashi y Morita, 1980).

De acuerdo al tipo de complejos antena gue presentan, las
bacterias  fotosintéticas se clasifican en tres grupos (4uber,

1988) . Cada grupo se identifica por los miximos de absorcién gue
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..presentan en el infrarrojo: cercano. ‘Estos 'grupos 'y bacterias .

representativas se 'presentan’en’la

. Grupo LS S yTos III

Bacterias R. rubrum Rb.VSPbaeroides Rps. acidophila
Rp. viridis| -Rb. capsulatus |[Chromatiun vinosum

Rs. gelatinosus

Maximos de 870 nm 800 - 850 nm 800 nm, 820 nmn,

absorcidn §) Yy 850 nm y
1015 nm 875 nm 880 nm

Nimero de C.A. .
presentes 1 2 : 4

Tabla 1.1 Grupos de bacterias fotosintéticas de acuerdo a los
tipos de complejos antena gue poseen y bacterias representativas
de cada uno de ellos (Zuber, 1988).

El complejo B870 se encuentra presente en las bacterias
de todos los grupos, excepto en las gue poseen el B1015, rodeando
Y en contacto directo con los centros de reacciébn (Cogdell y
Thornber, 1980; Zuber, 1988). Los otros tipos de complejo se
encuentran rodeando al conjunto de centros de reaccién~-B870. En
general la transferencia energética se 1l1lleva a cabo de 1la

siguiente manera (Cogdell y Scheer, 1985; Zuber, 1988):

Bioo-120 © BROO-B5%0 - BBT70/R800 —.-—> Contro deo reaccién

En el complejo B800-850 de Rhodobacter sphaeroides se ha

determinado la presencia de tres moléculas de Bcl a unidas a dos
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.,polipéptidos (Broglie y col. 1980, Sauer 'y Austin, 1978; Clayton:y .“
Clayton, 1981; Cogdell y Thornber 1980). Estos polipéptidos reciben
el nombre de a y B-apoproteinas (bogdell y col. 1982). Dos de las
moléculas de bacterioclorofila se encuentran muy cercanas (Sauer y
Austin, 1978; Clayton y Clayton, 1981; Kramer y col. 1984) y son
laé responsables del méximo de absorcién a 850 nm. La otra lo es
del maximo a 800 nm (Clayton y Clayton, 1981; Kramer y col. 1984).
El complejo B890 obtenide de Rhodospirillum rubrum posee la misma
estegquiometria (Cogdell y col. 1982); pero el complejo antena
obtenido de la mutante R-26 de Rhodobacter sphaeroides posee
dos moléculas de Bcl a asociadas a los dos polipéptidos (Sauver y

Austin, 1978).

Se ha determinado la secuencia de aminoacidos de la & y
B~ _apoproteinas de diferentes bacterias fotosintéticas (Brunisholz
y. col. 1981 y 1985; Gogel y éol. 1983; Tadros y col. 1983 y 1984;
Nozawa y col. 1985; Theiler y col. 1984, 1984b y 1985), y la
similitud entre ambas subunidades es s6lo de entre un siete y un
trece por ciento (Nozawa y col. 1985; Cogdell y Scheer, 1985). Por
el contrario, la similitud entre subunidades a o B de diferentes
especies se halla entre un trece y un veintiocho por ciento
(Nozawa y ¢01.1985; Zuber, 1988}, encontrandose una porcidn
hidrofdbica conservada de veinte aminodcidos que probablemente es
la que se encuentra insertada en la membrana (Amesz y Knaff, 1988;
Byunidedan)e ool Il oy 1aih; Goysl oy ol 1903; ‘I'adros vy col.,
1981 y 1984; Nozawa y col. 1985; Theiler y col, 1984, 1984b y 1985)

en forma de c-hélice. Una caracteristica importante de la regién
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- hidrofdbica es la presencia de un residuo de His gque parece ser el
A sitio mas apropiado para la unién} de la Bel (Amesz y Knaff, 1938;
Brunisholz y col. 1981 y 1985; Gogel y col. 1983; Tadros y c<ol.
1983 y 1984; Nozawa y col. 1985; Theiler y col. 1984, 1984b vy
1985) . En algunos casos se encuentra un segundo residuo de His
situado entre los dominios hidrofébico e hidrofilico al = gue puede

unirse una segunda Bcl (Amesz y Knaff, 1988).

otra caracteristica importante es la presencia de cimulos
de residuos de Ser y Thr entre los dominios del carboxilo terminal
y el hidrofébico. Y 1la presencia de aminodcidos é&cidos en el
dominio amino terminal de la B-apoproteina (Zuber, 1988), o de

Arginina en el mismo dominio de la ®-apoproteina (Zuber, 1988).

Una diferencia fundamental entre el B890 y el BB00-850 es
gue en el primero, existen clmulos de residuos de aminoAcidons
aromaticos, principalmente Trp, en el doninio hidrofébico
(Brunisholz y col. 1981 y 1985; Gogel y col. 1983; Tadros y col.
1983 y 1984; Nozawa y col. 1985; Theiler y col. 1984, 1984b y 1985;

Zuber, 1988) mientras que no existen en el B800-850.

El heterodimero formado por las subunidades &y 8, queda
estabilizado por interacciones especificas entre 1las cadenas

laterales de los residuos de aminodcidos que los . constituyen
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ff(Zubef, 1988). En la membrana de los cromatéforos, varios complejos
antena se unen por el mismo tipo de interacciones. Dependiendo del
rcémplejo antena y del detergente con gque se solubilice de la
membrana, se logra la separacién de estas uniones (Clayton y
Clayton, 1981; Cogdell y Thornber, 1980; Cogdell y Crofts, 1978;
Zuber, 1988), provocando gque la composicién de 1las unidades
minimas difiera de una preparacién a otra = (Zuber, 1988; van
Grondelle y col. 1982) y por lo tanto tambien sus caracteristicas

espectroscépicas.

Los agregados de complejos pigmento-proteina,
solubilizados con detergentes, que conservan mejor las
caracteristicas funcionales que poseen en la membrana (Cogdell vy
Crofts, 1978; Zuber, 1988; van Grondelle y col, 1982), son: 1los
hexdmeros del B800-850 que contienen; 6 heterodineros o~3, 12 Bel
850, 6 Bcl 800 y 9 carotenos (Kramer y col. 1984) y los
dodecameros del B870 o del B1015 (Zuber, 1988; Kramer y col.
1984) .

Se ha logrado la cristalizacién del complejo antena
B800-850 de la bacteria Rhodopseudomonas capsulata (Welte y col.
1985); sin embargo, no se han reportado resultados de la estructura
por analisis de la difraccién de rayos X de ninguno de estos tipos
de complejos pilgmento-proteina. Por 1lo que esta estructura se ha
estudiado por otros métodos (Hayashi y Morita, 1980; Clayton vy
Clayton, 1981; Kramer y col. 1984; Cogdell y col. 1982; Drews,

1985; Cogdell y Thornber, 1980; Broglie y col. 1980; Glazer, 1983;
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Thégﬁbéf ¥ 5§1.,1978; Cogdell 'y Crofts, 1978; Erunisholz y col.
Tiéaiiiﬂ 983;f¢bgel y col. 1983; Tadros y col. 1983 'y 1984; Nozawa Yy
’iési;ilégéf Tﬁeiler y col. 1984, 1984b y 1985). Con base en los
résuitados de dichos estudios se ha propuesto el modelo gue se

présenta en la figura 1.6.

Figura 1.6 Representacidén esquematica del modelo para el
complejo antena B800-850. La unidad béasica consta de: cuatro Bel
850 (cuadrados superiores). Dos Bcl 800 (cuadrados inferiores).
Tres carotenos (lineas en 2Zig-Zag) y cuatro polipéptidos, dos a vy
dos B~apoproteinas. Las espirales representan la regidn de a-hélice

transmembranal. Reproducida de Kramer y col. 1984.
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1.5 Los carotenoides y sug - caracteristicas

espectrofotométricas

Se da el nombre de carotenoides a un. conjunto da
h@drocarburos ihsaturados conjugados de 40 carbones (carotenos) y
sus derivados oxigenados (xantofilas) (IUPAC e IUB, 1975). Todos
ellos pueden derivarse de la molécula de licopeno, que forma su
parte central (la cual se sefiala en la figura 1.7a), y se agrupan
en: aldehidos, cetonas y ésteres, metil é&steres, alcoholes ¥y
glicidos e hidrocarburos (IUPAC e IUB, 1975), conforme al tipo de
substituciones gque presente la molécula de licopeno. En los
extremos de dicha molécula se unen diferentes grupos
substituyentes, que en el caso de los carotenocides de bacterias
fotosintéticas son en su mayoria de tipo alifé8tico. Sin embargo

existen algunos de tipo ciclico y B (Liaaen-Jensen, 1976 y 1978).

De los 350 diferentes carotenoides reportados en la naturaleza
(Liaaen-Jensen, 1976) s6lo unos 75 son sintetizados por las
bacterias fotosintéticas. Se encuentran formando parte de los
complejos pigmento-proteina, mencionade en los dos apartados
anteriores, los complejos antena y los centros de reaccidén. Su
presepcia no resulta esencial para gque estas bacterias lleven a
cabo el procesc de fotosintesis (Dutton, 1971); pero, participan en
la trasferencia energética a la bacterioclorofila (Ke, 1971) y en
la proteccién de la Bcl de la fotooxidacién (Griffith y col. 19585).
Su sistema de  dobles enlaces conjugados les confiere la
caracteristica de cromdéforos y presentan un espectro de abéorcién
en el intervalo de luz visible (Liaaen-Jensen, 1978; Ke, 1971),
espectro con tres maximos de absorcidén en la zona de 450 a 600 nm.
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. La extraccidn de los complejos pigmento-proteina provoca
que su espectro de absorcién sufra un corrimiento hacia el rojo
(corrimiento batocrémico) o hacié el azul (corrimiento hipsocrd-
mico) dependiende del solvente utilizado para la extraccién

(Liaaen-Jensen, 1978).

a) Espiriloxantina (1,1'-dimetoxi 3,4,3',4'-tetrohidro 1,2,1',2'-tetrahidro ‘]’,\f caroteno)

\éu ¢ g

H‘l 3}

' '
' I
1 t
D)
+
[ B i
S ] \
: 1
[}
Y ! !
Licopeno

b) Esferoideno (1-metoxi 3,4-didehidro 1,2,7'8'-tetrahidro ‘4’,‘}’ caroteno)
FRIeY ) )
;%\/Q\/k§/§v)\yﬁ\/L§/&\/\ﬁ/§§/\ﬁ/\vﬁ\T/\vA\Ki

b) Esferoidenona ¢1-metoxi 3,4-didehidro *,2,7',8'-tetrahidro W, ¥ caroteno-2-ona)

ll'sl o \

€) Neurosporeno (7,8-dihidro ‘f',‘}’ caroteno)

Flgura 1.7 Formulas oentructural oo y nombros somlolotemiticos
(seqiin las reglas de la TUPAC y la IUB, 1975) de los carotenoides
presentes en: a) R.rubrum cepa silvestre, b) Rb. sphaeroides cepa

silvestre y c) Rb. sphaercides cepa GlC.
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1.5.1 cambios en el espectro de absorcidén de los'carotenoides

Una de las caracteristicas mds notables de los
carotenoides integrados a los complejos pigmento-proteina de
membranas fotosintéticas, es la de experimentar un corrimiento al
rojo en su espectro de absorcién al someterse a iluminacién o a
oxigenacién en la obscuridad (Chance y Smith, 1955; Chance 1958;
Smith y Ramirez 1960). Este corrimiento es m&s evidente si se
utilizan: espectros diferenciales o bien los incrementos de
transmitancia o absorbancia entre dos longitudes de onda
determinadas. En la figura 1.8 se muestra un espectro diferencial
inducido por luz en Rhodobacter sphaeroides, y en la figura 1.9 se
muestran incrementos de absorbancia en Rhodobacter sphaeroides bajo

diferentes condiciones.

T 523 nm

£ D.0. maximo

509 nm

Figura 1.8 Espectro diferencial inducido por luz en cromatd-
foros de Rb. sphaercides cepa silvestre. Reproducido de Wraight y

col. 1978.
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Figura 1.9 Grdficas de los incrementos de densidad &ptica en
Rhodobacter  sphaeroides bajo iluminacién en anaerobiosis vy
oxigenacién en la obscuridad, los trazos se obtuvieron en un
espectrofotémetro de doble rayo de bacterias tomadas directamente

de las botellas de cultivo. Reproducida de Smith y Ramirez, 1960.

La relacién entre el estado de alta energia de 1la
fosforilacidn y el corrimientc de los carotenoides fue inferido de
experimentos en los gque se observd el efecto de varios inhibidores
y desacoplantes sobre este fendmeno (Fleischman y Clayton, 1968).
Se ha postulado que el corrimiento de los carotenoides es una
respucstsa a fendémenos fisicos y no guimicos (Wraight y col. 1978).
L.as caracteristicas de aparicion del corrimiento indican que guarda
una relacidén estrecha con el potencial de membrana ya sea inducido

por luz o generado a partir de la actividad respiratoria de las
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. bacterias (cChance, '1958;,'Smi§hlky, Rar .Balﬁ$¢h§ff$kY,7f

1969; Holmes y Crofts, 1977; Wraigh ischman. y coli-

1978).

El corrimiento de los carotenoides presenta
cafacteristicas tinicas gque dependen de ‘la bacteria y del complejo .
pigmento-proteina de que se trate, asi como de las condiciones en
las que se estudie. Por ejemple, en cromatdbforos disecados de
Rhodobacter sphaeroides es posible observar la respuesta inducida
por luz a bajas temperaturas (Arnold y Clayton, 1960); pero, en
Rhodopseudomonas gelatinosa se encuentra una complicada dependencia
de la temperatura a 77°K (Dutton, 1971). El corrimiento de los
carotenoides inducido por gradientes idénicos en cromatdforos de
Rhodobacter sphaeroides es directamente proporcional al potencial
generado a través de la membrana (Jackson y Crofts, 1969); pero, en
el caso del corrimiento de Rhodospirillum rubrum este no es

directamente proporcional al potencial.

La relacién entre el corrimiento de los carotenoides en
cromatoforos de Rhodobacter sphaeroides y la generacién de un campo
eléctrico a través de la membrana fue estudiada por Jackson vy
Crofts (Jackson y Crofts, 1970), utilizando diferentes tipos y
tiempos de 1iluminacién, lo que les permitidé distinguir cuatro
diferentes fases en el desarrollo del corrimiento. La fase I, que
rs la mas rapida y de wmenor amplitud, inducida por un pulso del
laser, se desarrolla en menos de 1 pseg.. La fase II, gue tiene una
amplitud del 10 al 20% mayor que la I, es inducida por un destello
de luz de xendn de 200 useg. y es bifasica. Presenta un componente

rapide que se desarrolla durante el tiempo de iluminacién y uno
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- ,lento gque alcanza su desarrolloc completo en un tiempo ‘de 300 useg.
La fase III, que resulta ser similar en magnitud a la inducida por
el destello de xendn, es inducida por iluminacién continua. En esta
fase se encuentra una respuesta bifdsica con un componente répide y
uno lento. La fase IV que se presenta bajo iluminacién continua una
veé que la fase III se ha desarrollado por completo y consiste en
un decaimiento del corrimiento. Esta Ultima fase alcanza un valor
de aproximadamente el 50% del valor alcanzado en la fase III. Y se

desarrolla en un tiempo medio de 30 segundos.

Las cuatro fases fueron interpretadas por Jackson y
Crofts (Jackson y Crofts, 1970) de la siguiente manera: la fase I
corresponde al campo eléctrico generado por la separacidén de carga
entre el donador y el aceptor primarios en el centro de reaccién
(evento fotoquimico primario). Lo anterior fue comprobado mAs tarde
en centros de reaccidn aislados (Cogdell y col., 1977). La fase II
en su primera parte, corresponde .al mismo eQénto; pero, el
desarrcllo posterior corresponde a méds de un ciclo del proceso de
separacidén de carga, la transmisidn de la carga hacia los elementos
de la cadena de transporte de electrones y el paso de electrones
por un segqgundo sitio electrogénico, el cual es inhibido por
antimicina a. La fase III, con su gran extensidén, corresponde a
ciclos continuos del evento fotoquimico primario y al flujo
continuo de electrones a través de la cadena transportadora,
incluido el segundo sitio electrogénico. La fase IV refleja el
establecimiento de un estado estacionario, en el que las cargas
difunden hacia el exterior del cromatéfore por escurrimiento de

iones.
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: El cofrimiéntél électrocrémico también ‘se “presenta al
establecerse - una diferencia de potencial por movimiento de K'
mediante valinomicina y gradienﬁes de concentracidn (Jackson y
Ccrofts,1969). La adicidén de valinomicina a cromatéforos con K' en
su interior, en un medio libre de K', induce un espectro
diferencial que es una imagen especular del obtenido bajo
condiciones de iluminacién (Jackson y Crofts, 1969). La adicidén de
la valinomicina cuando en el medio existe una concentracién de KCl
24 mM induce un espectro diferencial que es igual al obtenido por
luz. Dado que la valinomicina transporta al K' a través de la
membrana a favor de un gradiente de concentracién (Mc. Laughlin y
Eisenberg, 1975; Gémez-Pouycu Yy Gémez-Lojero, 1977), podemos
concluir que al ser positivo el exterior de la vesicula el
corrimiento de los carotenoides es hacia el azul y que es hacia el
rojo en caso contrario. Lo mismo ocurre si el potencial se provoca
mediante el desacoplante FCCP y gradientes de pH (Jackson y Crofts,
1969) . ’

Como se menciond anteriormente, en cromatéforos de
Rhodobacter sphaeroides, el corrimiento del espectro de absorcidn
de los carotenoides es directamente proporcional al potencial
generado a través de la membrana. Esto fué demostrado por Jackson y
Crofts al inducir el corrimiento mediante valinomicina y diferentes
concentraciones de potasio en el medio (Jackson y Crofts, 1969). Al
calcular los potenciales generados a cada concentracidén mediante la
ecuacidén de Nenrst se puede calibrar el corrimiento de los
carotenoides en funcidén del potencial establecido a través de 1la

membrana, lo que permite obtener un valor del potencial generado,
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-,en..cromatéforos, al someterlos  a iluminacidn . (Holmes 'y.:Crofts,

1977; Jackson y Crofts, 1969; Jackson y C:ofts,,1970).

, 1.5.2 Naturaleza electrocrémica del cambio de los carotenoides

A partir del reporte de los cambios en el espectro de
absorcién de los carotenoides inducidos por luz se han propuesto
diversos mecanismos por los cuales se desarrollan diches cambios
(Smith y Ramirez, 1960; Fleischman y Clayton, 1968; Baltscheffsky,
1969). A partir de las caracteristicas mencionadas en parrafos
anteriores, se ha propuesto que se trata de wuna respuesta
electrocrémica de estos compuestos (Jackson y Crofts, 1969 y 1970;

De Grooth y Amesz, 1977; Symons y co0l.1978).

La forma en gque un campo eléctrico puede modificar el
espectro  de absorcién de wuna molécula puede ser directa o
indirectamente (Wraight y col. 1978). En forma directa si existiese
una interrelacién entre el campo y el cardcter dipolar de la
molécula, en forma tal que el estado energético de la molécula se
ve alterado, lo gue consecuentemente provocaria un cambio en los

espectros de absorcién y emisién de la molécula.
Un modelo simple de electrocromismo es el presentado por

Wraight y.-col. 1978, en el cual el incremento de la longitud de

onda esta dado por la siguiente ecuacidn:
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Sln embargo,‘ £y ’ “anteri no ' contempla la

dependencia 11neal del uorrlmlento lespecto a-la magnitud del campo

eléctrico, 1lo que e 1mp rtan01a dado que una dependencia

directa indicaria que la forma en que interactua la molécula con el
campo eléctrico es a través de dlpolos permanentes, mientras que
una dependencia cuadratica indicaria gue es a través de dipolos
inducidos. Como puede vefse en la figura 1.7, no puede justificarse
la presencia de dipolos permanentes en las moléculas de los
carctenocides, por lo gue la respuesta directamente proporcional al
potencial generado ( Jackson y Crofts, 1969) sdélo puede explicarse
por la existencia de un campo permanente en el dieléctrico de la
memkrana (Jackson y Crofts, 1969 y 1970) que provogque una respuesta

pseudolinear al inducir potenciales de cuando menos un orden de
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-’maghitud menéreé que el perménente (Jackson 'y Crofts; 1969; Schmidt.
y col. 1971). La respuesta lineal se ve poco modificada  en
cromat&foros con carga neta cerov (Wraight y col. 1978), lo que
apoya esta proposicidén. Se ha reportado la presencia de clmulos de
residuos de aminodcidos cargados en la zona de o«hélice de las
apbproteinas del complejo (ARmesz y Knaff, 1988; Brunisholz y col.
1981 y 1985; Gogel y col. 1983; Tadros y col. 1983 y 1984; Nozawa y
col. 1985; Theiler y col. 1984, 1984b y 1985; Zuber, 1988). La
presencia de estos aminodcidos podrian originar la diferencia de
cargas necesarias para provocar la aparicién del campo permanente

en la matriz de la bicapa.

La pequefia magnitud del corrimiento puede interpretarse
‘como el hecho de gque todos los carotenoides sufren un pequefo
cambio o bien de que solo una fraccién de ellos es la que responde
electrocrémicamente al potencial inducido a través de la membrana.
Para responder a esta interrogante se han realizado estudios en la
mutante G1C de Rhodobacter sphaeroides y se ha conluido que 1la
segunda proposicién es la valida (Holmes y Crofts, 1977 y 1977b; De
Grooth y Amesz, 1977; Holmes y col. 1980). Dado que esta bacteria
solamente posee un carotenoiae, ésto refleja gque no todos los
carotenoides presentes tienen la misma orientacién en la membrana
ni las mismas interaccibnes con otros componentes de la misma (De
Grooth y Amesz, 1977; Holmes y Crofts, 1977). Una prueba més
concluyente la constituye el trabajo de Holmes y col. 1980, en
donde se demuestra que la relacidén entre los complejos B800-850 y
el B875, modificada por cultivo de 1la bacteria a diferentes
intensidades de luz, es directamente proporcional a la magnitud del

corrimiento en la cepa NCIB 8253 de Rhodobacter sphaeroides.
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-, la poza de carotenoides gue responde electrocrdmicamente
a la diferencia de potencial se caracteriza por presentar un
espectro de absorcidén con un‘ desplazamiento batocrémico de
aproximadamente 7 nm respecto al de la poza gque no responde
(Holmes y Crofts, 1977; De Grooth y Amesz, 1977; Symons y col.
19%8). Esta caracteristica que puede ser el origen del corrimiento
hipsocrémico de los carotenoides al establecer un potencial
positivo en el exterior de la membrana de cromatdforos de

Rhodobacter sphaeroides (Jackson y Crofts, 1969) y que origina un

espectro diferencial que es imagen especular del inducido por luz.

Debemos destacar la posible coexistencia de otros
fenémenos que provoecan que no se valore adecuadamente la respuesta
electrocrémica. Entre estos fendmenos tenemos: hipocrdmismo de los
carotenoides; cuya existencia podria explicar las discrepancias
entre las observaciones experimentales y el modelo matematico
(Conjeaudm y Michel-vVillaz, 1976). Dispersién de 1luz (Duniet y
Thorne, 1981); que se ha propuesto como la causa de los peguefios
cambios de la posicién de los isosbésticos bajo destellos maltiples
(Crofts y col. 1974). Quiz& el mé&s importante de todos es el
corrimiento de la bacterioclorofila; el cual no sélo depende del
potencial existente a través de la membrana, sino también del
gradiente de protones gue se establezca a ambos lados de la nisna

(Wraight y col. 1978).
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CAPITULO 2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
Reconstituir el corrimientokelectrbcfémico‘delfqarbteno
del complejo antena B800-850, de la bacteria fotosintética

Rhodobacter sphaeroides, en liposomas.

2.2 Objetivos intermedios

2.2.1 Obtener una preparacidn de compléjos anﬁena B800-850
1libre de otros complejos pigmento-proteina, en la que los complejos
antena conserven las caracteristicas espectrofotométricas que
poseen en el cromatdforo y se encuentren en una concentracidén lo
suficientemente alta como para pernitir la recdnstitucién en

liposomas.

2.2.2 Llevar a cabo la reconstitucién de los complejos:-

antena B800-850 en liposomas.

. 2.2.3 Determinar la respuesta electrogquimica deé los complejos
antena B800-850 reconstituidos, a 1la generacidén de potenciales
¢lectroguimicos, a través de la membrana, mediante el uso de

iunotoro;'y gyradientes de concentracién.
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CAPITULO 3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Bacterias

Las bacterias utilizadas en el presente trabajo fueron
donadas por el Dr. A. Crofts y fueron: o '
Rhodobacter sphaeroides. Cepa silvestre.

Rhodospirillum rubrum. Cepa silvestre.

3.2 Medios de cultivo

Se utilizaron dos tipos de medios de cultivo diferentes:
medio liquido para los cultivos masivos y medio sdélido para la

verificacién de la pureza de las cepas y para la conservacién de las

mismas.
3.2.1 Medio sélido

Contiene lo siguiente para un litro..
Extracto de levadura —“—-—-_“——“*—-_;_;"f ——————————— 3 g.
Peptona de gelatina ' k

Agar bacterioldgico

Los componentes se disolvieron en agua a punto de
ebullicién, colocéndose aproximadamente 10 ml de medio en frascos con
tapdn de rosca de 20 ml de capacidad. Los frascos conteniendo el

medio se esterilizaron en un autoclave, a 15 libras de presién,
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durante 15 minutos, con las tapas sobfepuestas. Estas se cerraron
perfectamente al terminar la esterilizacidn, para mantenerlos en
prueba de esterilidad por una semana a temperatura ambiente. En el
caso de las cajas de Petri, se colocaron aproximadamente 30 ml en
cada caja, para proceder a la esterilizacidén y la prueba de

esterilidad por los mismos tiempos gque en el caso de los frascos.
3.2.2 Medio Liquido

El medio ligquido utilizado se prepard de ‘qcuéx"délél- §

formulado por Cohen-Bazire y colaboradores 1957, Velkquua’a'l" =N na!,

modificacién del propuesto por Hutner 1946.

Para la preparacién de este medio se partid ‘déi las

sigulentes soluciocnes:

Solucién I. Base Concentrada, que contiene lo siguiente por
litro:

N(CH,COOH) 5 =—=m==mmmmmmm—meCe g.

MgS0,7TH,0 = ==—==—=- e ool g
CacCl6H,0  ~—=—====m : g.
(NH,) M0,0,,4H,0 :

FeSO,7H,0 ——=—-- = -~ 0.0975 g.

EDTA —=—==mmmee SR e 2.5

- - g.
FeS0,7TH,0 ===mm—imemomdmon il 5.0 g.



ZnSOH0  —=

" Mnso,
MNC1,4H,0 ==

CuSO,5H,0 ===

CO (NO;) ,6H,0  =======

Na,B,0,6H,0 . ~==

H,S0, =—=~===m==

El pH se ajusta a 6.8 antes del aforado.

Solucién II. Contiene 136.09 g. de KH,PO, en un litro de = =
agua destilada, ajustandose el pH a 6.8. i . T

Solucién III. Contiene 100 g. de Acido succinicéo en

litro de agua destilada, ajustdndose el pH a 6.8.

Solucidn IV. Contiene 100 g. .de (NH ) SO
agua deqtllada

‘Soluclon v COntlene So;g de: ‘litro de agua

destllada.

Soluc1on VI. Contlene 100 g. de Acldo L-glutémlco para  un

"lltro de agua destllada, ajusténdose el pH a 6. 8.

Solucidén VII) Que contiene 20 g. de Acido L-aspértico para

un litro de agua destilada, ajusténdose el pH a 6.8.

51



., El médid.liqﬁidékf;n

giguientes cantidadeé;déllaS'soluci

anteriores:

Sol. I) r'Ease concentrada

Sol. II) KHPO, —==-=

Sol. III) Acido succinico 250 ml.

Sol. IV) (NH,) ,50, ==~~===w==== 62,5 ml.

Sol. V)  NaCl ===-- ol 125 ml.

Sol. VI) Acido L-glut&mico —==:

Sol. VII) Acido L-aspirtico™ = 25 ml.
Ademéé de:

Peptona de gelatina 6 ----- 12.5 g.

Extracto de carne -- - -~ 12.5 g

Acido nicotinico ~-=- 12.5 mg.

Tiamina --- el -=i 6.25 mg.

Biotina : : ..0.125 mg

Antes de llevarioxéi:vo wnen final dé 12.5 litros se ajusta
el pH a 6.8. B 3 o '

El medio se esterilizé en el autoclave a 15 libras de
presidn, por 45 mjnﬁtcs, en frascos del volumen reguerido (1 o 9 1.
dependiendo del paso del cultive de que se trate). En el medio
caliente, se forma un precipitado blanco gue se disuelve cuando el
medio alcanza la temperatura ambiente, por 1lo que. durante el
enfriamiento el medio se agita una o dos veces. [l medio es
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- . transparente y de color semejante al del extracto -de tarne o de la

peptona de gelatina, segin se haya utilizado uno u otro..

3.3 SBiembra y cultivo de bacterias

3.3.1 Obtencidén de indculos

Para verificar la pureza de los cultivos o para obtener el
inéculo para los cultivos masivos, se sembraron las bacterias en
placa por el método de dilucién, hasta obtener colonias aisladas. En
el primerc de estos casos, la homogeneidad de las colonias, en
cuanto a textura, forma y color, fueron los criterios para
calificarlas de puras. Para la conservacidn de las cepas, de las
colonias aisladas se tomd® una de ellas y se sembraron por puncién
los frascos con medio sdlido., Después de la siembra, los frascos se
colocaron en la obscuridad a fin de que las bacterias consumieran
parcialmente el oxigeno de los frascos. Después de lo cual, los
frascos se sometieron a iluminacidén mediante focos con filamento de
tungsteno de 40 watts. La distancia entre los focos y los frascos
fue de 30 cm. Una vez que se observé el crecimiento bacteriano en el
interior del agar a lo largo de los sitios de puncidn, los frascos
se almacenaron manteniéndose el cultivo en buenas condiciones entre
ny 12 meses. En el caso de la obtencién del indculo para los
cultivos mas{vos, se usaron los frascos obtenidos en este paso

directamente o después de ser almacenados por un tiempo determinado.
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3.3.2 cultivos masivos

Para obtener grandes canﬁidades de bacterias se cultivaron
en medio liquido, mediante la siguiente metodologia: a los frascos
que contenian las bacterias en medio sélido, se les agregé
ap}oximadamente 10 ml del medio liquido y se agitaron. Se colocaron
en la obscuridad durante 12 horas y se expusieron a la luz de focos
de filamento de tungsteno de 40 Watts a 30 cm. Después de 5 6 6
dias, se observdé crecimiento bacteriano en el medio liguido. Este
cultivo se transfirié a frascos de 100 ml de capacidad a los gue se
les agregd medio liguido fresco hasta colmar su capacidad. Se
repitidé el proceso obscuridad-luz y se dejé crecer a las bacterias
hasta la fase logaritmica tardia, la cual se alcanza a los 3 dias.
El inéculo bacteriano, obtenido asi, se transladé siguiendo los
pasos descritos con anterioridad a frascos de uno y nueve litros
sucesivamente, En cada caso, los frascos se cerraron herméticamente
con tapones de hule, dejando la minima cantidad de éire posible, ya
que el crecimiento fotosintético de estos microorganismos se lleva
a cabo en anaerobiosis. Por esta razén, es necesario en cada paso
del cultivo, una etapa de obscuridad en la que las bacterias,
mediante sus procesos metabélicos oxidativos, eliminan el oxigeno del

medio. Los cultivos se mantuvieron a 30°C.
3.3.3 Cosecha de Bacterias

Las bacterias crecidas en los frascos de nueve litros de
capacidad se cosechan en cualquiera de las siguientes formas: en una

centrifuga de flujo continuo Sharples & en una centrifuga Sorvall
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RC2~ ,B, con cualqulera de;los 51gu1entcs rotores.rel GSA o el Gs=-3,

a8, 000" “x g en laifése logaritmlca tardia (a los cinco dias). El
crecimiento se determlno haciendo curvas de creclmlento, graficando

la absorbancma en Unldades Klett contra el tlempo del cultivo.

Las bacterias cosechadas de esta manera forman una pastilla
libre del medio liquido. A fin de eliminar residuos del medio Ade
cultivo, la pastilla se resuspende en MOPS 50 mM, KC1 10 mM (pH 7.5},
centrifugidndose nuevamente a 8,000 x g durante 15 minutos para
obtener la pastilla bacteriana. Las pastillas se pesaron y ésto se
considerd como peso himedo. Las bacterias obtenidas de esta manera
se almacenaron a —-70°C en el congelador REVCO hasta ser utilizadas,
o bien se procesaron inmgdiatamente para la obtencidén de

cromatoéforos.,
3.4 Obtencidén de Cromatéforos

Se siguid el método descrito por}Scholés y ébls.‘1969; para
la obtencién de cromatéforos. : Lo e -

~ Las bacterias se resuspendieron en amortiguador de Tris
10 mM HCl pH 8.5, en una proporcién de 1:10. ARadiendo 1 mg de
DNAasa por 100 g. de peso himedo de bacterias y MgS0, 1 mM.

- Para romper las bacterias, la suspensidn obtenida en el
paso anterior se sonicé en lotes de 25 ml durante 4 minutos, en un
sonicador M.S.E. a la méxima, manteniendo la temperatura a 4°C con un
bafio de agua y hielo (Scholes y col. 1969).

- Las bacterias sonicadas se centrifugaron a 20,000 ¥ g, en
la centrifiga Sorval RC2-B, con el rotor S$S8-34, durante 20 minutos,

para remover bacterias sin romper y cépsulas, las cuales forman una
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-.pastilla qﬁe se aescarta.
v ‘ .= El sobrenadante del paso anterior se centrifugéd a 120,000
X g pdr 60 minutos, en la centrifuéa Beckman L5-75B, con el rotor 60
Ti, obteniéndose as{ un pastilla de cromatdforos. Los cromatdforos
obtenidos de esta manera se resuspendieron en el mismo amortiguador
Y " se centrifugaron a la misma velocidad. Los cromatdforos obtenidos
en este {ltimo paso se resuspendieron en el mismo amortiguador
ajustando la densidad 6ptica de la suspensidén a 50 x cm™' a una
longitud de onda de 870 nm. Esta suspensidon de cromatdforos se puede
almacenar a -70°C en el congelador REVCO o utilizarse inmediatamente
para la obtencién de los complejos antena B800-850 o B860 segin el

caso.
3.5 Obtencidn de los complejos antena

Para la obtencién de los complejos antena B800-850 de
Rhodobacter sphaeroides y B890 de Rhodospirillum rubrum se combinaron
las técnicas descritas por Sauer y Austin, 1978 y las descritas por
Broglie y col. 1980.

- Los cromatéforos se sometieron a agitacién suave,
manteniendo la temperatura a 4°C y bajo filtro de seguridad color
verde (Schiff, 1972). Se les agregd, gota a gota, una solucién de
Dodecilsulfato de Litio (LiDS) al de 9.95 %, hasta obtener una
concentracién final del 0.9%.

He aolocaron 3.5 ml de los cromatéforos solubilizados
sobre un gradiente discontinuo de sacarosa 1.2 : 0.5 M, 14 ml de la
solucion de sacatosa 1.2 My 3 al de la solucelén do gacuarosa 0.5 M,

centrifugdndose en la centrifuga Beckman L5-75B, con el rotor 60 Ti,



.

«.a 4°C, a 110,000 g, durante 135 minutos. Antes de tomar como
Vdefiniﬁivo, el uso del rotor 60 Ti, se utilizaron los rotores SW 40
Ti y SW 28 para correr el gradienfe de sacarosa. Los resultados en
los tres casos fueron semejantes en lo gque respecta a las bhandas
obtenidas (una mayor descripcién se hace en la seccidn de
résultados), s0lo que en el caso del 60 Ti la cantidad de complejos
obtenidos fué mayor. Las condiciones para reélizar el gradiente y las
caracteristicas de cada rotor se muestran en la Figura 3.1 y en el

cuadro 3.1.

cromatétoros
solubilizados

Y e .

777777 277777 c

saca

‘sacarosa. 1.2 M

Figura 3.1 Lsqguema en'que sSe muestran: A) la forma en que se
colocaron los cromatdforos solubilizados con LiDS 0.9 % (3.5 ml)
sobre el gradiente de sacarosa 0.5:1.2 M (3:14 ml) y B) las bandas

obtenidas después de 135 minutos de centrifugacién a 110,000 x g.
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- Del gradiente se recolectd la banda coloreada de la
interfase de las dos concentraciones de sacarosa comprobdndose la
presencia de los complejos antena, mediante la obtencién de los

espectros de absorcidn 400-900 nm.

Rotor  Tipo dé rotor r medio - - Fuerza centrifuga
10 x g
SW 40 Ti de columpio ; : ; 190
SW 28 de columpio S11v82 em. 110
60 Ti de angulo fijo 6.35>cm. 110
Cuadro 3.1 caracteristicas de los diferentes  rotores

utilizados en la obtencién de los complejos antena mediante

solubilizacidn con LiDS y gradientes de sacarosa.

~ A los complejos antena obtenidos en el paso anterior, se
les midi6 la concentracién de proteina, para ajustarse a un miligramo

por mililitro. Para hacer dicho ajuste se utilizé un amortiguador de
Tris 10 mM HCl LiDS 0.9% pH 8.5.

3.6 Obtencidén de Proteoliposomas

Para la obtencién de los proteoliposomas se utilizé 1la
Ltecnica de remocion del detergente mediante dialisis, que se ha
empleado para la reconstitucion de diferentes proteinas de membrana

(Kagawa y Racker, 1966 y 1972; Nishibayashi-Yamashita, 1972; Golding
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.

‘detergente a remover una

y:Tdhg{71§74)>Hllden“y:co °lh;° ha. smdo el 

ez que con»el mlsmo‘se llevo a cabo la'

extraccién de la proteina' a ,reconstltulr.‘ "Eni: nuestro caso’ el

détergente fue el LiDs.

Para la obtencién de los proteoliposomas se utilizd: a)
Asolectina (Sigma Chem. Com. type IIS) de soya purificada parcial-

mente por el método de Kagawa y Racker, 1966. En presencia de trazas

de DL-Acetato de Tocoferol para retardar la oxidacion de los
fosfolipidos. Esta preparacién contiene: Fosfatidilcolina 37%,

Fosfatidil-etanolamina 37%, Cardiolipina 9% y un 17% de fosfolipidos
no. identificados. b) Los complejos antena B800-850 & B890 obtenidos

mediante la solubilizacidén con LiDS y los gradientes de sacarosa.
3.6.1 Método de obtencién de los proteoliposomas

- Se afiadieron 30 mg de la Asolectina purificada, por cada
mililitro del siguiente medio: Sacarosa 250 mM, MgCl, 10 mM, Tris 10

mM HCl pH 8.5. Se agitan hasta la emulsificacién completa.

el La emulslon obtenida se sonicd durante 3 minutos a

maxima - potenc1a ‘en un sonicador M.S.E. manteniendo la temperatura a

4°C con . un bafio de hielo y agua. En caso de que la clarificacidén no

fuera. completa se repite la sonicacién.

- 'A los fosfolipidos sonicados se les agregd LiDS hasta

una concentracién final de 0.9 %. Se afadieron después los compleijos
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. antena -~ (1 mgidélprpteina/ml) en una relacién 1:1 en volumen.

. 'La mezcla anterior se sometis a didlisis contra un
" amortiguador de Tris 50 mM HCL pH 8.5, DTE 50 pM, Sacarosa 200 mM,
dirante 48 horas con cinco cambios de amortiguador. El primero de
élios se realizé a las cuatro horas de iniciado el proceso de
didlisis y los otros con intervalos de 12 horas entre cada uno. Se
mantuvo a los proteoliposomas y al amortiguador de dialisis a una

temperatura de 4°C y en la obscuridad.

- Los proteoliposomas resultantes se centrifugaron a
14,000 r.p.m. por 10 minutos y se descartd la pastilla formada.
Rescatandose el sobrenadante donde se encontraron los

protecliposomas que se utilizaron en todos los experimentos.
3.7 Otros Métodos
3.7.1 Determinacién del contenido de Bacterioclorofila
El contenido de bacteriocolorofila en cada uno de los casos
se determiné por la absorcién a 770 nm de un extracto en acetcna-
metanol (7/2, v/v) de cada muestra, utilizando el coeficiente de

extincién molar de 75 mM'-cm’! reportado por Clayton, 1963.

3.7.2 Determinacién de Proteina

La cantidad de proteina se determiné por el método de Lowry

y col. 1951, utilizando como referencia BSA.
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-3.7.3-Mediciones de pH
Las mediciones de pH se realizarbn con un potenciémetro
Corning modelo 7 equipado con un elec¢trodo Trizma No. E4503, de
Sigma Chem. Co.
3.8 Reactivos
Los cloruros de sodio y de potasio fueron de la Compafiia

Baker de grado analitico. El resto de los reactivos utilizados en el

trabajo fueron de Sigma Chemical Company.
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CAPITULO 4 RESULTADOS

4.1 De la purificacién de los ccmplejos antena B800-850

El primer problema que enfrentamos al iniciar este trabajo
fue la falta de una técnica para obtener los complejos antena
B800-850, en cantidad suficiente y en condiciones de ser
reconstituidos en liposomas. Se tenian como antecedentes: a) el
trabajo de Sauer y Austin, 1978 en el que con el detergente no iénico
TRITON X-100 y gradientes de sacarosa, se obtuvieron grandes
cantidades del complejo antena B800-850 1libres de otros complejos
pigmento-proteina como son: los centros de reaccién y los complejos
antena B875. 5in embargo, los complejos obtenidos por este mé&todo
presentan el inconveniente de que el CMC del TRITON X-100 es tan
bajo, 0.25 mM (Robson y Dennis, 1977; De Vendittis, 1981; Brito y
Vaz, 1986), que es dificil removerlo. b) Broglie y col. en 1980
utilizando electroforesis en geles de poliacrilamida y el detergente
iénico Dodecil sulfato de Litio (LiDS), separaron los diferentes
tipos de complejo pigmento - proteina de Rhodobacter sphaeroides;
sin embargo, para nuestro trabajo este método presenta, por un lado,
el inconveniente de que las cantidades de complejos pigmento-proteina
recuperables de dichos geles es muy pequefla; por otro lado, este
método presenta la ventaja de que el LIDS tiene un CMC mayor gque el
del TRITON X-100, 7-10 mM (Mysels y Princen, 1959; De Venditis, 1981;
“hattopadhyay y Tondon, 1984; Brito y Vaz, 1986), por lo que puade
ser removido mediante dialisis permitiendo asi la reconstitucién
(Ragawa y Racker, 1972; Hilden y col. 1974). Por lo tanto, se decidié
combinar ambas técnicas para aprovechar sus ventajas y eliminar sus
inconvenientes. Para lograrlo se utilizd el detergente LiDS para

solubilizar los cromatdforos bacterianos y los gradientes de sacarosa
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- para separar los complejos antena B800-850. Desde la primera prueba
se encontrd gque, a diferen ia de las dos bandas coloreadas
reportadas por Sauer y Austin (Saﬁer y Austin, 1978), después del
gradiente, se podian observar en los tubos las bandas coloreadas gque
se esquematizan en la figura 3.1: un sobrenadante "a" en la
suberficie de la sacarosa 0.5 M. y una banda "b" aproximadamente a
la mitad del volumen de dicha concentracién. Ademés se observd una
banda "e¢" sobre la interfase entre las dos concentraciones de
sacarosa y una pastilla incolora "d" en el fondo del tubo. Tratando
de reproducir los resultados de Sauer y Austin se utilizaron
diferentes concentraciones de detergente, variando las relaciones
entre las concentraciones de sacarosa y los volimenes empleados en
los gradientes. Sin embargo, la obtencidén de las bandas mencionadas
fue constante, encontriandose gue la Unica variacién 1la constituian
las concentraciones de proteina y bacterioclorofila gque se
alcanzaban en la banda de la interfase entre las dos concentraciones
de sacarosa. Finalmente se eligieron las condiciones’ que se reportan
en el capitulo de material y métodos,por las siguientes razones:

A) E1l espectro de absorcién de los complejos recolectados
en la banda "e" no muestra diferencias significativas respecto al de
cromatéforos integros, como se muestra en la figura 4.1, lo que
sugiere que no han sufrido alteraciones estructurales durante la
purificacién.

B) La separacion clara de las bandas coloreadas, "b" y "¢,
una intermedia y la otra sobre 1la interfase del gradiente,
correspondiente esta dltima a los complejos B800-850 libres de otros
complejos pigmento-proteina y en una concentracidn mayor de un

miligramo por mililitro.
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Figura 4.1 Espectros de absorcién de 400 a 900 nm de: a)
Cromatéforos de Rhodobacter sphaercides, 20 pg de proteina (1.0 pg de
bacterioclorofila) en 3.0 ml de Tris 10 mM HCl pH 8.5. b) Complejos
antena B800-850, obtenidos de la banda de la interfase del gradiente,
1.8 pg de proteina (0.25 ug de bacterioclorofila) en 2.9 ml de Tris
10 mM HCLl pH 8.5 LiDS 1.0 %. Este y todos los espectros de absorcién
de 400 a 900 nm se obtuvieron en el espectrofotdmetro Aminco DW-2,
equipado con un fotomultiplicador Hamamatsu R 473, 79, 12 para
infrarrojo cercano, en modo split. '
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4.2 De la purificacién de los complejos B890

A fin de contar con un control gque permitiera la
demostracidén de que los resultadoslobtenidos con los proteoliposomas
B800-850 no eran una respuesta inespecifica debida a la presencia de
complejos pigmento-proteina en la bicapa de los proteoliposomas, se
detidié purificar, mediante el mismo método, un complejo diferente.
El B890 de Rhodospirillum rubrum (Sauer y Austin, 1978; Ccgdell y
col. 1982; Picorel y col. 1983). La eleccidn de este complejo antena
obedecid a dos razones fundamentales: la primera es que los cambios
en el espectro de absorcién observados en cromatéforos de esta
bacteria, durante la generacidr de potenciales electroquimicos, son
cualitativa y cuantitativamente diferentes de los obtenidos con los
cromatdéforos de Rhodobacter sphaeroides (Jackson y col. 1968). La
segunda es el hecho de gue al ser éste el Gnico complejo antena
presente en R. rubrum, se facilitaria su obtencién en forma libre de
otros complejos pigmento - proteina. No se utilizé el B875 de

R. sphaeroides debido no sé6lo a gue éste se encontraba mezclado
con los otros complejos pigmento-proteina (BBOO-850 y P8GO) en la
banda "b" de los gradientes (Sauer y Austin, 1978), sino ademas por
que el espectro de dicha banda mostraba alteraciones respecto al de
cromatéforos, lo cual se interpretd como el hecho de que los
complejos pigmento-proteina, presentes en dicha banda, habian
sufrido alteraciones durante la purificacidn.

En los gradientes con cromatéforos de R, rubrum
solubilizados con LiDS (0.9 %) no se formaron las dos bandas, como en
el caso de Rb. sphaeroides, sino sélo una que abarcaba desde la parte
intermedia de la concentracién 0.5 M de sacarosa hasta la interfase

de las dos concentraciones (ver la figura 4.2).

La banda antes mencionada se recolectd en diferentes
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- presentd un espectro que no diferia del de cromatfforos integros,

‘mientras que los espectros de las otras fracciones presentaban di-
ferencias con éste, de manera més.acentuada conforme se alejaban de
la interfase. Por lo tanto,
se elimindé la mayor parte de
esa banda, rescatando solamente
la parte méds cercana a la
interfase y que correspondia
aproximadamente a la proteina
de la banda del complejo
B800~850 obtenido de

Rhodobacter sphaeroides.

\‘
La similitud entre el espectro :ttit}\ <
- :\\\

de la fraccién colectada y el

/

de cromatéforos integros de

R.rubrum (figura 4.3), se

interpretd al igual que en el

caso del B800-850, como el
hecho de que el complejo B890

no habia sufrido alteraciones .
Figura 4.2 Esquema en donde se

durante la purificacién. muestran las bandas obtenidas
después de 135 minutos de

Una evidencia de que centrifugacién a 110,000xg

sobre el gradiente de sacarosa

la banda recolectada de 1los 0.5/1.2 M de cromatéforos de R.
rubrum solubilizados con LiDS

gradientes contiene los 0.9%

complejos antena B800-850 y B890 sin contaminacién por centros de
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. reaccién es gque  sus respectivos espectros .de;absorcién no sufren.
ninguna alteracién al someterse -a iluﬁinacién .+ (Cogdell ’y cp1.k

1977).

Figura 4.3 Espectros de absorcién de 400 a 9210 nm de: a)

Cromatéforos de Rhodospirillum rubrum, 6 pug de proteina (0.3 pg de

hacterfoclorofila) en 3.0 ml do Tris 10 mM lICL pH 8.5. b) Complejos

antena B890, obtenidos de la bhanda de la interfase del gradiente de

sacarosa, 2.4 pg de proteina (0.3 pg de bacterioclorofila) en 3.0

ml de Tris 10 mM HCl pH 8.5 LiDS 1.0 %

S .
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4.3 De la obtencidén de proteocliposomas

La suspensién de proteoliposomas, resultante del proceso
de diAlisis, presentdé un aspecto opalescente, lo cual indica una
gran dispersién de la luz. Esto se confirmé al obtener el espectro
de absorcidn en la zona de 400 a 600 nm, en donde los méximos
correspondientes a los carotenos se hacen précticamente
indetectables (Trazo "a" de la figura 4.4). Para eliminar este
inconveniente, se obtuvieron liposomas en las mismas condiciones
que los proteoliposomas, ajustandose con éstos la linea base., De
esta forma se pudo obtener el trazo "b" de la figura 4.4, donde se
puede observar que las cualidades espectrofotométricas del complejo
B800-850 siguen sin alterarse una vez gue se han integrado a la
membrana de los liposomas. La reconstitucidén se confirmé en los
experimentos del corrimiento electrocrémico del caroteno gue se
discuten mas adelante. Cambios en las condiciones de obtencidn de
los proteoliposomas — como serian la presencia dehiuz, ausencia de
Mgb o DTE — provocaron alteraciones en el espectro de
absorcidén en el mismo intervalo de longitudes de onda, como puede
observarse en la figura 4.5, lo gque se interpretd como cambios

estructurales en los complejos.

4.4 EBEfecto de la generacidén de potenciales electroquimicos
sobre el espectro de absorcidér de los proteoliposomas B800-850
Para poder estudiar el efecto de la generacidén de
potenciales electricos sobre ¢l espectro de  absorcién de  los
complejos antena B800-850 y B890 reconstituidos en los

proteoliposomas, se utilizaron, al igual que Jackson y col. 1968,
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200 £ nm

Figura 4.4 Espectros de absorcién de proteoliposomas con
B80O- 850 de 400 a 900 nm. a) 1.5 pg de proteina (0.2 ug de
bacterioclorofila) en 2.9 ml de Tris 10 mM HCl pH 8.5 KCl 100 mM
cloruro de colina 40 mM, en el que la linea base se ajustdo con el
amortiguador schalado. b) La misma muestra, en la gque la linea
base se ajustd agregando a 2.9 ml del amortiguador, 100 ul de
liposomas, sin complejos antena, obtenidoes con la misma

metodologia que los proteoliposomas.
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4.5 Espectros de proteoliposomas con B800-850

Figura
5.35 pg de proteina (0.75 ug de

alterados, de 400 a 900 nm. a)
bacterioclorefila) en 2.9 ml de Tris 10 mM HC1l pH 8.5 KC1l 100 mM
Cloruro de colina 40 mM. b) 3 ug de proteina (0.4 ug de
bacterinclornfila) en 2.9 ml del amortiguador sefialade para el
trazo "a". La didlisis para la obtencién de los protecliposomas
del trazo "a" se realizdé en presencia de luz. En la didlisis para

la obtencidn de los proteoliposomas del trazo "b" no se anadié al

amortiguador de didlisis magnesio ni DTE.
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la’ capacidad transportadora del iénoforo valinomicina  (Mc.
Laughlin y Eisenberg, 1975; Gomez-Puyou Yy Gémez-Lojero, 1977) ¥
gradientes de concentracién de K*,.en tal forma que cuando &l medio
en gue se encontraban los proteoliposomas no contenia potasioc, éste
era transportado por la valinomicina hacia el exterior, provocando
qué el exterior de la membrana resultase positivo respecto al
interior. Lo contrario; es decir, que el interior fuese positivo
respecto al exterior, se logré afiadiendo potasio al medio en forma
de KCl. El flujo de este ién y el AY generado se esquematizan

en la figura 4.6.

. Dentro. .. .. ... .. .Fuera . .. Dentro:. .. .. ..  Fuera

e :1<
O

Figura 4.6 Transporte de potasio por el iénoforo valinomicina
Yy potencial electroguimico generado en los proteoliposcmas: A) en

ausencia de Potasio en el medio. B) Con 100 mM de KCl en el medio.
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., El flujo del potasio dentro del sistema 'depende del
incremento de su potencial electroquimico (A ﬁ «+t), mismo que esta
determinado por el del potencial duimico del potasio (A u, ) y el
incremento de potencial eléctrico (A V ) que exista a ambos lados
de la membrana. De acuerdoc con la relacidén que se muestra en la
ecilacién del cuadro 4.1, en donde 2 ,+ es la carga del potasio y F
la constante de Faraday (96,485 C mol''). En el presente trabajo,
debido a gque los experimentos se realizaron a concentraciones

bajas, se utilizé la concentracidén como equivalente de la actividad

quimica, que es la que determina el potencial quimico.

Cuadro 4.1 Potencial electroquimico, expiicacién en el texto.

Para la condicién de equilibrio A ﬂx+h= 0 y el flujo
neto del ién es cero, debido a gque A I+ = 7Z,+ F en valor absoluto
pero de signo contrario.

Antes de adicionar la valinomicina A p ,+ tiene un valor
maximo y AY = 0, dado que las cargas del potasio se encuentran
anuladas por sus contraiones. Al agregar el ionéforo, el potasio
fluye a favor de su gradiente de concentracién, por lo que 1la
diferencia de potencial quimico disminuye. Dado que no hay un
mecanismo de transporte para su contraién (Cl°), se presenta un
exceso de cargas positivas hacia donde se transporta, por lo que,
se genera una diferencia de potencial eléctrico a ambos lados de

la membrana.
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El potencial eléctrico generado impulsard al K en
sentido contrario al flujo original hasta que el flujo net6 del
ién sea cero. En el 1ltimo apartado de este capitulo se continuara
la discusidén sobre el flujo de potasio y el de protones hasta
alecanzar la condicién de equilibrio.

En 1los experimentos preliminares las cantidades del
complejo B800-850 obtenidas eran muy pegquefias, por 1lo cual sdélo
podian prepararse pequefias cantidades de proteoliposcmas. De ahi
que, para observar el efecto del establecimiento de una diferencia
de potencial con el sistema valinomicina-potasio, se decidid
obtener espectros diferenciales continuos (Cogdell y cel. 1977),
teniendo como referencia proteoliposomas B800-850 y adicionando en
la cubeta de muestra 1 pg de valinomicina. Lo anterior a
diferencia de lo reportado para cromatdédforos bacterianos, en donde
el espectro diferencial se habia obtenido midiendo los A D.O.,
punto por puntoc en el intérvalo mencionado (Smith y Ramirez, 1960;
Jackson y Crofts, 1970; Crofts y col. 1974; Holmes y Crofts, 1977),
asi se obtuvieron los espectros mostrados en la figura 4.7. Como
puede observarse, al provocar el potencial adicionando
valinomicina en presencia de potasio en el medio se obtuvo un
espectro diferencial que, en lo gue respecta a la presencia de tres
maximos (460, 493 y 523 nm) y dos minimos (472 'y 508 nm), es
igual al espectro diferencial luz - obscuridad obtenido en forma
continua en cromat Jforos de Rb. sphaeroides, el cual se
presenta en el trazo "a" de la figura 4.8. Resultados que coinciden

con lo reportado por Jackson y Crofts, 1969 y 1970. Es decir, los
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- éomplejos reconstituidos reproducen el comportamiento en el
cromatéforos cuando hay un bombeo de cargas positivas hacia el

D.0.x10

a)

Iy
Y 'y A &

t A\ v —b
450 475 500 525 550 A nm

Figura 4.7 Espectro diferencial de proteoliposomas con
B800-850 de 450 a 550 nm. 15 pug de proteina (2 pg de
bacterioclorofila) + , ~ 1 ug de Valinomicina. a) en 2.0 ml de
Tris 10 mM HCl pH 8.5 Cloruro de colina 145 mM. b) en 2.0 ml de
Tris 10 mM HCl1 pH 8,5 KC1 100 mM cloruro de colina 45 mM.
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450

Figura 4.8 Espectro diferencial de cromatdéforos de
Rhodobacter sphaeroides, de 450 a 550 nm, 20 pg de proteina (1.0 ug
de bacterioclorofila) en: a) 3.0 ml Tris 10 mM HCL pH 8.5 Cloruro
de colina 145 mM, Luz - Obscuridad . b) 3.0 ml de Tris 10 mM HCl
pH 8.5 KCl 100 mM Cloruro de colina 45 mM, +,- 1 ug de
valinomicina. ¢) 3 ml de Tris 10 mM HCl pH 8.5 Cloruro de colina
145 mM +,- 1 pg de valinomicina .
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ihterior, ya sea de protones al someterse a condiciones de
iluminacién o de respiracién en 1av obscuridad (Chance, 1958: Smith
y Ramirez, 1960), o de K' al someterse a un gradiente idnico en.
presencia de valinomicina (Jackson y Crofts, 1969 y 1970); Es
deéir, cuando existe un potencial positivo en el interior de los
proteoliposomas. Tambien se encontrd gue la linea base se pierde de
manera que la forma total del espectro es diferente. Al repetir
este experimento en cromatéforos obtenidos de Rb. sphaeroides, se
encontrd que en éstos se presentaba el mismo efecto que en los
protecliposomas, es decir, aungue en menor escala habia una
pérdida de la linea base, como se observa en el trazo "b" de la
figura 4.8. La pérdida de la linea base puede obedecer a un cambio
en el volumen de las particulas con las que se estd trabajando,
provocédndose por lo tanto un cambio en la dispersién de luz en el
sistema (Duniet y Thorne, 1981). El hecho de que este fendmeno sea
mds acentuade en los liposomas puede ser debido a que los
cromatéforos bacterianos son de tamafio diferente y por lo tanto

provocan una menor dispersién de la luz.

4.5 Espectros diferenciales de proteoliposomas B800-850 al
generar un gradiente electroguimico .

Dada  la nimllitud de respuestas dlocutida en ¢l inciso

anterjor, se hizo necesario evaluar el verdadero espectro

diferencial, eliminando el artificio que representa la pérdida de

la linea base. Para lograrlo deberia calcularse los A D.Q. entre
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los isosbésticos del espectro diferencial obtenido 'y algunas de
las longitudes de onda en el intervalo 450 y 550 nm. Sin embargo,
como no era posible determinar dichos isosbésticos en los espectros
diferenciales obtenidos, se decididé tomar los reportados en
1os trabajos de Jackson y Crofts de 1969 y 1970 en donde sea
observa el corrimientoc del caroteno en cronatéforos de
Rhodopseudomonas sphaeroides bajo condiciones de iluminacién y el
efecto que tiene la adicidén de valinomicina y - FCCP; Cabe sefialar
gue aungque la respuesta al potencial inducido por el sistema
valinomicina-K' es menor en lo que respecta a la amplitud de los
maximos y minimos, que se presentan bajo condiciones de
iluminacién, como puede observarse en la figura 4.8, y gue los
isosbésticos difieren de acuerdo al potencial establecido, *0.3 nm
(crofts, 1974; De Grooth y Amesz, 1977; Symons y col. 1978), se
consideré que estas limitaciones no eran significativas para una
primera evaluacidén de la respuesta de los complejos B800-850
reconstituidos. Asi, se calcularon los A D.O. entre los pares
de longitud de onda que se muestran en la Tabla 4.1. Los A D.O.
obtenidos de esta manera se graficaron, encontrandose los

espectros diferenciales (que se denominardn a partir de este

momento "espectros diferenciales calculados") que se muestran en
la figura 4.9. Como puede observarse, existe una plena
correspondencia entre el espectro diferencial calculado de

proteoliposomas y el de cromatéforos (Figuras 4.11 y 4.12) y son
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- bastante cercanos a los reportados por ..Dijkema 'y colaboradores en..

1980 para espectros diferenciales. (1u’zf6bs;t;ﬁq:idad) de" crqmatéfquos;;

de Rhodopseudomonas sphaerocides.

TABLA 4.1 Pares de longitudes de onda entre los que se
calcularon los incrementos de densidad 6ptica ( A D.0.) para
obtener los espectros diferenciales calculados.

Lo anterior nos indica que los complejos B800-850
reconstituidos en 1liposomas son sensibles a 1la diferencia de
potencial gque se establece a través de la membrana; es decir,
conservan las propiedades caracteristicas de estos complejos antena

en los cromatéros de Rb. sphaeroides.

i1 que el wespectro  dlferenclal - calculado  on los
proteol iposomas DBB0O0-850 con carga positiva en su exterior sea
imagen especular del de aquellos en que la carga positiva se
encuentra en el interior nos indica yue se estd dando un

corrimiento del espectro hacia el azul. Esto demuestra que los
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ESTH TESIS MO DEBE
SALIR LE LR BIBLIOTEGA

- complejos antena en su mayoria  se-encuentran orientadds en la

S =0.750
~1.250 '. % + + 1 |
440 460 480 500 520 540 580
Anm

Figura 4.9 Espectros diferenciales 450-550 nm de proteoli-
posomas B800-850 al establecerse un gradiente electrogquimico. Los
D.0. se calcularon sobre los espectros diferenciales de la
figura 4.7 (donde se provocd el gradiente electrogquimico con 1la
adicién de 1 pg de valinomicina) utilizando, los pares de longitud
de onda sefalado en la tabla 4.1. 15 pg de proteina (2 pg de
bacterioclorofila). (--#-—) Proteoliposomas B800-850 en Tris 10
mM, HC1 pH 8.5, KCl 100 mM, Cloruro de colina 45 mM. (- & -)
Proteoliposomas B800-850 en Tris 10 mM HCl pH 8.5 Cloruro de colina
145 mM. ( X ) Complejos antena BB800-850 en Tris 10 mM HCl pH 8.5
KCl 100 mM Cloruro de colina 45 mM LiDS 1.0 %. '
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Figura 4.210 Espectros diferenciales 450-550 nm de
cromatéforos de Rb. sphaeroides luz - obscuridad. Los A D.O. se

calcularon sobre el espectro diferencial de 1la figura 4.8
utilizando los pares de longitud de onda de la tabkbla 4.1.
Cromat6foros de Rhodobacter sphaeroides 20 ug de proteina (1.0 ug

de Dbacterioclorofila) en 3.0 ml de Tris 10 mM HCl pH 8.5 Cloruro

de colina 145 mM.
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Figura 4.11 Espectros diferenciales 450~550 nm de

cromatéforos de Rb. sphaeroides al establecerse un dgradiente
electroquimico. Los A D.0. se calcularon sobre los espectros
diferenciales de la figura 4.8 utilizando los pares de longitud de
onda de la tabla 4.1. Cromatdforos de Rhodobacter sphaeroides 20 ug
de proteina (1.0 pg de bacterioclorofila) en 3.0 ml de: a) Tris 10
mM HCl pH 8.5 Cloruro de colina 145 mM, b) Tris 10 mM HCl1l pH 8.5

KCl 100 mM Cloruro de colina 45 mM. +,~ lug de Valinomicina.
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-, ,misma forma que en el cromatéforo, ya que si se- encontraran
distribuidos en forma simétrica, 50:50 debido a la reconstitucién
al azar, no podriamos observar eépectro diferencial alguno dado
que la respuesta de unos anularia la respuesta de los orientados

en sentido opuesto.

El que los espectros diferenciales <calculados de
cromaté6foros no presenten diferencia respecto a los reportados por
Jackson y Crofts, 1969 y 1970 y que Se obtuvieron al determinar los
incrementos de D.0. a diferentes longitudes de conda respecto a la
obtenida a 400 nm muestra que el método para calcular los A D.O.
de un espectro diferencial continuo es una herramienta vélida para

evaluar los cambios en los espectros de absorcidén en este sistema.

Como un control de estos experimentos se utilizaron los
complejos antena solubilizados en 1 % de LiDS. Con ellos se
observé que la adicién de valinomicina no provoéa el diferencial
obtenido en el caso de los proteoliposomas, 1o gue confirma tanto
la reconstitucién de los complejos antena en la bicapa lipidica
como el gue el cambio en su espectro es respuesta al gradiente

electroquimico provocado mediante la adicidén de la valinomicina y

diferentes concentraciones de X'.

4.6 Relacidén entre la magnitud del corrimiento del espectro
de absorcién de 1los proteoliposomas B800-850 ¥y el potencial
establecido a través de la membrana de los mismos

La dependencia del «corrimiento electrocrémico del

caroteno en Rb. sphaeroides respecto a la magnitud del potencial
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generado a través de la membrana, demostrada por Jackson y Crofts
al determinar la respuesta ‘del corrimiento a diferentes
potenciales generados mediante gradientes de concentracién de K" y
valinomicina (Jackson y Crofts, 1969 y 1970),asi como al determinar
la capacidad de 1la valinomicina para abatir el corrimiento
provocado mediante un pulso de laser, en cromatéforos de Rb.
sphaeroides (Jackson y Crofts, 1970), es una caracteristica fGnica
de esta bacteria y se ha reconocido que estd dada por parte de los
complejos B800-850 de la misma (Holmes y col. 1980). Para comprobar
gque los complejos reconstituidos conservaban sus propiedades, se
decidid utilizar las mismas condiciones reportadas para
cromatéforos de Rb. sphaeroides (Jackson y col. 1968) en los
proteoliposomas B800-850, determinandose el incremento de
transmitancia entre las longitudes de onda; 509 y 523nm,
utilizando el espectrofotdometro de doble rayo en modo dual. La
respuesta obtenida se muestra en la figura 4.12) en donde puede
observarse que los incrementos de transmitancia 509~523 nm son
directamente proporcionales al logaritmo de la concentracién de K'

afiadido al medio, en el que se hallan los proteoliposonmas.

En la grdfica mencionada en el parrafo anterior, se
calculdé, a partir de la interseccidén con el eje de las X, la

concentracién de K' presente en el protecliposoma, siendo ésta de

202 uM. Con este dato se calcularon, mediante la ecuacién de
Nernst, {cuadro 4.2) los potenciales generados a cada
concentracién de K afadido 11 medio. La relacién entre el

incremento de transmitancia

83



0.130 1
0.100 1
0.070+.
0.040
0.010

~AT%

—0.020 1
~0.050
~0.080 1
-0.110

Figura 4.12 -~ A T 509-523 en proteoliposomas B800-850, al
adicionar 1 pg de valinomicina, en funcién de la concentracién de
potasio en el medio. 15 ug de proteina (2 ug de bacterioclorofila)

en Tris 10 mM HCl pH 8.5 con cohcentraciones variables de KeCl, la

prosiOn ommdtica dal modlo no acquilibroe a 300 milloumoleous con
diferentes concentraciones de cloruro de colina, las
concentraciones de KCl y cloruro de colina se muestran en el

cuadro 4.3.
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Cuadro 4.2 Ecuacién de Nernst. en donde el potencial
generado se expresa en mvolts, la constante de los gases R es
8.31 Joul °K! mol’', la temperatura T se expresa en °K, el valor
absoluto de la valencia del ién |Z| es 1, la constante de
Faraday F es 96,485 Coulomb mol™! , 1la concentracién del
potasio externo es [K') ext y la del interno ([K']int y el
potencial generado se muestra en la figura 4.13 en donde puede
observarse que el incremento de transmitancia es directamente
proporcional a dicho potencial, encontrandose un incremento de 5 x

10* % en la transmitancia por cada 60 mvolts generados.

Tris p H [KC1) [cl colinaj Osmolaridad
8.5 mM mM mM mosmoles

10 0.1 144.9 300

10 0.5 144.5 300

10 1.0 144.0 300

10 5.0 140.0 300

10 10.0 135.0 300

10 25 120.0 300

10 50 95.0 300

10 100 45,0 300

Cuadro 4.3 Composicién de 1los medios en gque se provocd el
establecimiento de potenciales electroquimicos en proteoliposomas

B800-850 y B890 mediante la adicidén del iondéforo valinomicina.
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75
LAY mVolts
Figura 4.13 - AT 509-523 en proteoliposomas B800-850, en funcidn

del potencial generado a diferentes concentracidnes de potasio, al
adicionar 1 pug de valinomicina. 15 pg de proteina (2 pg de
bacterioclorofila) en Tris 10 mM HCl pH 8.5 con concentraciones
variables de KC1l, la presién osmdética del medio se eguilibro a 300

miliosmoles con diferentes concentraciones de Cloruro de colina.

86



.

Aungue se habia encontrado que la relacidén lineal se
mantenia en los complejos B800-850 reconstituldos, era necesario
demostrar que no representaba un efecto general de la presencia de
complejos pigmento - proteina en la bicapa del liposoma. Para
lograrlo se prepararon protecoliposomas con los complejos B890
obtenidos de Rhodospirillum rubrum. Los resultados obtenidos se
muestran en la grafica de la figura 4.14. En la misma figura vemos
los resultados con cromatéforos de esta bacteria, viendo que: a)
la respuesta de los B890 es igual que la de cromatdforos integros.
b) Que no existe la dependencia directa entre el cambio de
caroteno y la magnitud del potencial inducide caracteristica de

los complejos B80Q-850.

4.7 Obtencidén del espectro diferencial punto por punto en

proteoliposomas

Para caracterizar mds ampliamente el espectro diferencial de
los proteoliposomas B800-850, al establecer un potencial de
membrana mediante valinomicina~potasio, se aplicé 1la férmula
utilizada en cromatéforos por Jackson y Crofts en 1969 a los
proteoliposomas. Se midieron los A D.O. a los pares de longitud
de onda sehalados en la tabla 4.1. Los valores obtenidos se
muestran en la grafica de la figura 4.15. Nuevamente puede
observarse la presencia de tres méximos y dos minimos, aunque en
este caso existe una diferencia, en cuanto a la magnitud, con los
valores encontrados en cromatéforos. En el caso de los espectros

calculados se encuentra una diferencia similar.
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Figura 4.14 -~ A T 508-530 en proteoliposomas B890 vy

cromatéforos de Rhodospirillum rubrum, al adicionar 1 ug de
valinomicina, en funcién de 1la concentracién de potasio en el
medio. o) 6 jg de proteina (0.3 pg de bacterioclorofila). o) 2.4 ug
de protefna (0.3 pug de bacterioclorofila), en Tris 10 mM HCl pH
8.5 con concentraciones variables de KCl, la presién osmdética gel
medio se equilibré a 300 miliosmoles las diferentes concen-

traciones de cloruro de colina sefialadas en el cuadro 4.3.
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Figura 4.15 Incrementos de densidad Sptica en proteoliposomas
B800~B850 entre los pares X - 400 nm, en donde 452 £ X £ 550.
Protecliposomas B800-850 equivalentes a 2.25 pug de proteina o 0.3
ug de Bacterioclorofila, en 2.85 ml de Tris 10 mM, HCl pH 8.5, KCl

100 mM, clorurc de colina 45 mM, +,- 1 ug de valinomicina.
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4.8 ©Efecto del protondforo CCCP y del intercambiador
nigericina sobre el cambio del caroteno provocado en los

proteoliposomas B800-850 con valinomicina y potasio

. Como se sefialé en el punto 4.4, el flujo del K* provocado
por la valinomicina, se detiene cuando el valor del AY se hizo lo
suficientemente grande come para anular el efecto de la diferencia
de concentraciones del potasio entre el interior y el exterior del
protecliposoma (trazo a de la figura 4.16), sin que se alcance el
equilibrio verdadero, ya gque como se puede ver, el cambio de
caroteno empieza a decrecer, como consecuencia de un reflujo de
potasio hacia el exterior, alcanzandose el equilibrio en
aproximadamente 32 segundos, en donde A p + = A VY. Una vez
alcanzado dicho equilibrio, la adicién del protondéforo CCCP permite
la salida de protones. Salida a favor de su gradiente quimico y el
potencial eléctrico generado por la anterior entrada de potasio. El
resultado final es gue el potencial se invierte hasta un valor
mdximo, a partir del cual se presenta el mismo proceso que en la
primera parte del experimento. Es decir, el sistema evoluciona
hasta alcanzar un nuevo equilibrio. El equilibrio alcanzado gueda
determinado por los dos iones involucrados. El1 hecho de que el
potencial final no sea cero refleja la diferencia de

concentraciones de ambas especies idnicas.

En la figura 4.17 se seflala el flujo y reflujo de los
diferentes iones, sehfalados en el inciso anterior, hasta alcanzarse
el equilibrio final muy cerca del valor nulo de los potenciales

quimico y eléctrico.
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Figura 4.16 A T 509-523 en proteoliposomas B800-850 en

presencia de wvalinomicina, CCCP y nigericina. Proteoliposomas,

equivalentes a 3 ug de proteina o 0.4 pug de bacterioclorofila , en

2.8 ml de Tris 10 mM, HCl pH 8.5, KCl 100 mM, Cloruro de colina 45

mM. Se seflala la adicién de: VvV = wvalinomicina, cccp =

p-triclorometoxi carbonil cianuro fenilhidrazona, N = nigericina,

HC1 = 10 pl de Tris 1 M, HCl pH 8.2 y NaOH = 10 ul de Tris 1 M,

HC1 pH 8.6.
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Figura 4.17 Flujec de los iones K' e H' en 1las condiciones
sefialadas en el trazo a) de la figura 4.16. A) Reflujo de petasio,
mediante la valinomicina, hacia el exterior al haberse establecido
un potencial eléctrico maximo a través de la membrana. B) Condicién
de equilibrio en la que el potencial eléctrico iguala al guimico
por lo gque el, flujo del potasio es cero. C) Flujo de Potasio y
protones, mediante la valinomicina y el CCCP, a favor de sus
gradientes quimicos, alcanzéndose 1la inversién del potencial
eléctrico generade con valinomicina-potasio al principio del
experimento. D) Condicidn de equilibrio final en gue el flujo de
ambos iones se hace cero. ’
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En el trazo b) de la figura 4.16 puede observarse, que al
adicionar en primer lugar el CCCP, se obtiene un incremento de
transmitancia contrario al provocado por la entrada de potasio. La
entrada de potasio al afladirse valinomicina disminuye 1la
transmitancia, con lo que se demuestra gue los cambios provocados
pof diferencias de potencial son reversibles; es decir, que los
complejos antena se encuentran en forma funcional en los
proteoliposomas.

Aunque aparentemente los incrementos de transmitancia
son diferentes en ambos trazos, debe tenerse en cuenta gue las
partes punteadas de los mismos representan el tiempo en gue no se
registré el incremento de transmitancia, debido a gque debia
apagarse el alto voltaje para afiadir el iondforo y agitar la
cubeta. Es por ésto que no podemos cuantificar en forma exacta la
respuesta maxima, y por tanto el experimento tiene un caréacter

cualitativo mas que cuantitativo.

En el trazo c) de la misma figura se observa el efecto
de la alcalinizacidén del medio, al ahadir 10 pl de Tris 1 M HCl pH
8.6, aunque el pH alcanzado fue de 8.6, es claro que el incremento
de transmitancia disminuye en lugar de aumentar. Esto puede
interpretarse como un reflejo del hecho de gque el poder
amortiguador en el medio se aumenté al doble de su valor original,
dando nuevos valores de concentracién de las especies iénicas de
la sal de Tris en el medio, lo mismo puede interpretarse de la
adicién de Tris 1M HCL pH 8.2 (con lo que se alcanzd un pH de
8.45) que no logra la inversidn del potencial original, mismo que,

basdndonos en la calibracién del corrimiento del caroteno, gue se
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- ,muestra en 1la figura 4.12, corresponderia a un A pH de .15
unidades. La inversién del potencial si se logra mediante la
adicién de valinomicina; sin embargo, el valor final es mucho
menor que si no se hubiese modificado 1la concentracién del
amortiguador en el medio, que es el caso del trazo a) de la figura

4.12.

En el dltimo experimento gue se muestra en esta figura
se. afiadio el intercambiador, K'-H*, nigericina después de haber
generado un potencial de membrana mediante CCCP. A pesar de due el
intercambio provocado por la nigericina es neutro eléctricamente
el potencial se abate en casi un 50%. Lo gue fué resultado de que
al afiadirla ya existia un exceso de protones en el medio por lo
gue al salir mas, parte de ellos reingresaran disminuyéndo asi el
potencial via el CCCP . El poco efecto gue provoca la adicién de
valinomicina al sistema confirma que las especies idénicas

involucradas se encuentran cerca del equilibrio.

En la figura 4.18 se muestran los flujos de jones y los
potenciales eléctricos generados bajo las condiciones sefaladas
para el trazo d) de la figura 4.16.

Si se permite el equilibrio entre los iocnes K' y H'
mediante la adicidén de nigericina desde el principio del
experimento, (trazo no mostrado) se comprueba gque el intercambio
es eléctricamente neutro y que adiciones posteriores de

valinomicina o CCCP no tienen ningin efecto sobre el sistema.
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Figura 4.187F1ujo ae‘ios ioﬁes mediante CCCP y nigericina. En
el diagrama A) se muestra el potencial eléctrico generado por el
flujo de protones a favor de su gradiente de concentracién al
afiadir CCCP al sistema. En el B) se mnuestran los flujos de
protones y potasio, en presencia de nigericina y CCCP, asi como el
abatimiento del potencial eléctrico generado bajéllas condiciones
seflaladas para el diagrama A). Las condiciones son las sefialadas

para el trazo d) de la figura 4.16.
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CAPITULO 5 DIBCUSION

La utilidad del corrimiento electrocfémico del complejo
B800-850 como monitor del potencial deymembrana ha sido ampliamente
reconocida (Crofts, 1974; Crofts y col. 1974; Conjeaudm y Michel-
Villaz, 1976; De Groth y Amesz, 1977; Dijkema y col. 1980; Holmes
y col. 1980), como se ha mencionado, su desarrollo en membranas
fotosintéticas es bastante complejo y dependiente de: a) el
organismo en estudio, b) de las condiciones del cultivo y c) de las
condiciones de la determinacidén (Smith y Ramirez, 1960; Jackson y
col. 1968; Jackson y Crofts,1970; Holmes y Crofts, 1977a y 1977b;
Dijkema y col. 1980;). Es por estas razones que cobra importancia
la reconstitucién en liposomas del complejo B800-850 lograda en el
presente trabajo. Ya gue en un sistema reconstituido se cumplen los

siguientes puntos:

- La reproduccién del corrimiento electrocrémico de los

carotenoides bajo condiciones controladas.

~ La eliminacién de interferencias espectrofotométricas

por parte de otros complejos pigmento-proteina.

5.1 Reconstitucién en liposcmas de complejos pigmento-

. proteina.

Varga y Staehelin, en 1985, reportaron la purificacién y
reconstitucién en liposomas de complejos pigmento~proteina de

Rhodopseudomonas palustris. Dependiendo del detergente utilizado en
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la solubilizacidén estos autores obtuvieron dos tipos diferentes de
complejos. Mediante una mezcla de octil-glucosido (0G) y dodecil
sulfato de sodio (SDS) obtuvieron varias fracciones, una de las
cuales contenia el complejo B800-850 (LHC II). Utilizando solamente
O0G obtuvieron una sola fraccidn en la que se encuentran mezclados
Centros de reaccidn (CR), complejos antena B870 (LHC I) y los B800-
850 (LHCII). Es importante destacar que los espectros de absorcién

de los complejos obtenidos por esta metodologia no se alteran.

En el caso de los complejos obtenidos mediante la
metodologia marcada en el capitulo 3, las caracteristicas
espectrofotométricas tampoco se alteran. Variaciones en las
condiciones de solubilizacién de las membranas o de los gradientes
utilizados solo provocan cambios en los rendimientos del material
recolectado. Esto es coincidente con lo reportado al utilizar
diferentes tipos de detergentes en la solubilizacidén (Win y col.

1989) .

5.2 Reconstitucidén en liposomas del corrimiento

electrocromico de los carotenoides.

Otra reconstitucién de este tipo de complejos; pero, de
la bacteria Rhodobacter sphaeroides, fue la realizada por Win y
col. en 1989. En dicha reconstitucién los detergentes utilizados en
lg-purificacién fueron colato y desoxicolato; La reconstitucidn en
liposomas la lograron mediante dialisis. En este trabajo 1los
complejos no solamente conservan sus espectros de absorcidn sino

tambien el corrimiento electrocrdmico del caroteno (c.e.c.).
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Una pregunta que surge al obtener proteoliposomas en los
gque se presenta el c.e.c. es la topologia de los complejos
reconstituidos; es decir, :;es necesaria una orientacién de 1los
complejos para observar el fendmeno? ; o bien, s6lo se requiere que
los complejos esten integrados a la membrana. La obtencién de
imdgenes especulares (ver la figura 4.7) al variar el signo del
potencial de membrana, es una evidencia de gque si existe una
orientacién de los complejos. Otra evidencia es la de que Win y
col. encuentraron respuestas opuestas en 1los dos tipos de
proteoliposomas que obtuvieron; asi los proteoliposomas con LHC II
presentan un espectro diferencial inverso al de cromatéforos;
mientras que, los gue contenfian RC-LHC I-LHC II presentaban

solamente un pequefio corrimiento (9 nm) al rojo.

Los proteoliposomas BB800-850 obtenidos en este trabajo
presentaron el c.e.c. gue coincide con el descrito en cromatdforos
de Rhodobacter sphaeroides (Crofts y col. 1974; Conjeaudm y Michell
Villaz, 1976; De Grooth y Amesz, 1977; Holmes y Crofts 1977a y
1977b; Dijkema y col. 1980; Holmes y col. 1980). Una de las
caracteristicas mds importantes es la relacién lineal que guardan
los incrementos de transmitancia (509-523) respecto a la magnitud
del potencial de membrana (Jackscon y col. 1968; Jackson y Crofts,
1970; Holmes y col. 1980; Symons y Sybesma, 1984). En el trabajo de
Win y col. se plantea que esta caracteristica tambien se presenta;
sin embargo, en su trabajo no establecen un control absoluto en
cuanto a la conservacién de una presién isoosmdtica en los
experimentos. Esto podria estar alterando los valores de
calibracidén por efecto de dispersidén de 1luz (Duniet y Thorne,

1981). Este fendmeno podria explicar las diferencias entre 1los
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valores reportados por Win y los reportados en el capitulec 4.

5.3 caracterizacién de la fase III del corrimiento

electrocrémico de los carotenoides.

Jackson y Crofts en 1970 demostraron la existencia de
cuatro fases en el desarrollo del c.e.c. en cromatéforos de
Rhodobacter sphaeroides bajo diferentes condiciones de iluminacién.
Una quinta fase llamada lenta puede provocarse por cambios de pH o
iluminacién continua (Koyama y col. 1983). Estas fases se han
interpretado como consecuencia de diferentes eventos en la membrana
de los cromatéforos tales como: Separacidn de la carga en el centro
de reaccidén, flujo de los electrones a través de la cadena de
electrones fotosintética y escurrimiento de iones. Especificamente
la fase III corresponde al establecimiento de una diferencia de
potencial a ambos lados de la membrana en estado estacionario. E1
sistema reconstituido en el presente trabajo permite disecar dicha
fase y observar el efecto de la imposicién de diferentes
potenciales sobre el c.e.c. Asi estamos en posibilidad de evaluar
la contribucién del potencial de membrana sobre el corrimiento en

el sistema natural.

5.4 Perspectivas.

Los complejos antena reconstituidos permitir&n, en un
futuro, el estudio bajo condiciones controladas de las fases Ir, 1v

y lenta del corrimiento de los carotenoides (la I fué estudiada por

Cogdell y col. en 1977 en centros de reaccién solubilizados) .
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Se puede llevar a cabo el estudio del efecto de la carga
de superficie sobre el c.e.c. mediante variaciones en el tipo de

fosfolipidos que se utilizen en la formacidén de los liposomas.

Otra espectativa la constituye el estudio del potencial
generado por bombas activadas por luz (centros de reaccién o
bacteriorrodopsina), por ATP (ATPasa de protones) o sistemas de

oxido reduccién (citocromo oxidasa).
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CAPITULO 6 CONCLUSIONES

La utilizacién del detergente anidénico dodecil sulfato
de litio, para solubilizar la membrana de cromatéforos,
combinada con la centrifugacién diferencial en
gradientes discontinuos de sacarosa, permitié la
obtencidn de complejos antena sin alteraciones
espectrofotométricas y en cantidades adecuadas para
llevar a cabo su posterior reconstitucién.

La reconstitucién en liposomas (mediante didlisis) de
los complejos antena B800-850 y B890, obtenidos a
partir de la solubilizacién de la membrana de
cromatdéforos con el detergente dodecil sulfato de
litio, no provocd alteraciones significativas en los

espectros de absorcién de ninguno de los dos complejos.

Los complejos antena reconstituidos en liposomas
presentaron una respuesta especifica y reversible a los
potenciales eléctricos establecidos a través de la

membrana mediante difusién facilitada.

Los complejos B800-850 reconstituidos presentaron las
caracteristicas, cualitativas (corrimiento al rojo o al
azul del espectro) y cuantitativas (respuesta
directamente proporcional al potencial eléctrice
impuesto a través de la membrana, gue corresponden al
corrimiento electrocrémico del caroteno. )

Mediante la metodologia planteada en la presente tesis
es posible: obtener un sistema para el estudio del
corrimiento electrocrémico del caroteno, 1libre de 1la
presencia de otros complejos pigmento-proteina propios
de los cromatéforos de la bacteria fotosintética
Rhodobacter sphaeroides.
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