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RESUMEN,

La fotosintesis comprende muchos aspectos, de entre los
cuales el estudio desde el punto de vista de la Bioquimica es el que
aqui abordamos. Aun restringindose al estudio bioquimico de la fo-
tosintesis nos enfrentamos a un cnorme panorama, por lo que solo-
se ha planteado el estudio del Centro de Reaccién de la bacteria -
Rhodopseudomonas spheroides, que es el lugar en donde se llevan a
cabo las reacciones que transforman la energia luminosa en una -
energia quimicamente aprovechable. Se dan las caracteristicas del -
Centro de Reaccion, especulandose alrededor de algunas.de ellas, vy
con base en estas se diseflaron y elaboraron los experimentos aqui
presentados, conformandose un modelo de como podrian estar organi
zados los componentes de dicho complejo. -




1. I[ntroduccion,

L.a fotositesis cs ¢l proceso de transformacion de la
encrgia luminosa en encrgia quimica; es  ademds la principal -
fuente de encrgia de la biosfera y casi el Gnico mecanismo por -
el cual se mantiene ¢l flujo de encrgia en los diferentes ccosis-
temas.

De la enorme cncrgia luminosa que incide en la bios
fera solo un pejuciio porcentaje cs capturada. Sin embargo la =
transformacion de esta encrgia es sovprendentemente eficiente y
puede llegar a valores cercanos al 100%, en los [endmenos de -
transferencia de energia entre molceulas de clovofila, sin embar
go en los eventros posteriores obscrvamos cficiencias de un 30 -
a un 20% (5), siendo ain muy altos. Iis por esto que es impor—
tante estudiar los procesos fotosintéticos y los flujos de energia
que cn cllos se realizan.

Bl estudio de los procesos fotosintéticos ha sido abor
dado desde muchos puntos de vista, que van desde el complejo =
nivel ecoldgico hasta el nivel puramente fisico, asando por enfo-
ques intermedios como el celular, ¢l bioguimico o el de la biolo
gia molecular. Bn cualjuicra de estos marcos es tambicn posi—
ble estudiar una multitud de organismos gque fotosintetizan, y se
encuentran niveles de organizacion y complejidad jue varian en -
gran medida

El tema central de este trabajo, abordado desde el -
punto de vista biojuimico y en bacterias fotosintéticas, fue el es
tudio topogrifico de las reacciones Dtoguimicas jque se llevan a
cabo en los Centros de Reaccion (CR). El CR es el lugar en don
de se transforma la energia contenida en las clorofilas a mane-—
a de exitacidn clectronica, en un potencial de oxido-reduccion,

[Las bacterias fotosintéticas son el sistema del que se
han aislado y purificado los CR, se usd la bacteria
Rhodopseudomonas spheroides varicdades silvestre y R-206. Bl a
nalisis topoldgico se¢ realizd usando anticucrpos inducidos en cone
jo y Citocromo C acoplado a Sclfarosa, -

Al final se postula un modelo en el cual se propone la
localizacion de los diferentes componentes del CR respecto a la -
superficie del mismo, la polaridad propucsta se da con base en -
experimentos reportados en la bibliografia,




1.1, Bacterias fotosintdticas, sistemitica y ovganizacion celular,

LLas bactevias fotosintéticas pertenceen al owden
Rhodospirillales, y sc definen como aquellos procarviontes que
conticnen bacterioclorofila (Bcl) y que son capaces de fotosin-
tetizar usando donadores de clectrones diferentes del agua.

Orden: Rhodospivillales,

Suborden; Rhodospirvillineae; Conticnen Bel a 6 b, en pep
tidos intramembranales,

Familia: Rhodospirvilladeas; Son organismos con cre-
cimiento fotoorganoheterotrofico, que no u—
san azufre como donador de clctrones pues
su transporte cs ciclico, Se reproducen por
fision binaria.

Género y especier Rhodopeudomonas spheroides, la varviedad sil
vestre es café o café-verdosa, la membrana interna produce in-
vaginaciones a manera de veciculas, en las cuales se localiza el
aparato fotosintético, y jque se inducen en cultivos iluminados y en
enaereobiosis, Poscen Quinona-10 y los carvotenos Esferoidenona -
y BEsferoideno. s esvobica facultativa en la oscuridad. Auxétrofa
para Biotina, ‘Tiamina y Niacina. Son de forma aproximadamente
esférica de 2 a 2.5 vin, y su pared es Gram-nepativa, 131 ADN -
es circular y no hay compartamentalizacion del citoplasma, con
sistemas de membrana intracitoplismicos. Son acterias que po-
seen flagelos polares, l.a fariedada R-206 es una mutante que
carece de carotenos.




1.2, EL aparato fotosintético, pigmentos antena y Centros de Reaccidn

1.2.1, Fases de la fotositesis.

La fotosintesis se encuentra arbitrariamente dividida
en dos fases; la fase luminosa y la oscura, quedando definida -
la primera como la que va desde la captura de la energia lumi
nosa hasta la sintesis de ATP a partir de ADP y Pi con la con-
comitante reduccion de NADT en bacterias y NADPY en cuca—
riontes. La scgunda sc Heva a cabo en un sistema no membra-
nal, se conoce como el ciclo de Calvin-Benson y ¢s en el que se
fija el CO,

Otra manera de dividir los fendmenos fotosintéticos, -
a mi juicio mas itil, es la que propone Kamen cn 1973 (8), en
la que se tomd en cuenta la velocidad a la e transcurren los -
eventos fotosintéticos ademds de su localizacion, adaptandola a
nuestro sistema queda, a saber: -

a) BEra de los fendmenos luminosos 10719 4 10"6 seg,

n este rango se incluyen los eventos que van desde
la exitacion misma de los pigmentos fotosensibles hasta su csta-
bilizacién, de tal manera que la cnergia atrapada jueda como -
resonancia de clectrones intermolecular pra ser transferida al -
P870. .

b) Era fotoguimica 10710 4 0-3

Los fendmenos agui incluidos ocurren dentro del GR
mismo. Este periodo comprende desde que ¢l P870 cexitado pier-
de un electron y lo cede al aceptor primario, hasta que el P870 -
es reducido por Cit, C, )

c) Era biojuimica 1074 2 1072,

Este periodo incluye el transporte ciclico de clectones,
la formacién del potencial de membrana, la sintesis de AP y la
reduccion del NADY, y por Gltimo la utilizacion de estos para man

tener el metabolismo gencral. ver figura 1,

e ———————— e
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1.2,2, Unidad forosintética y los fendmenos mds 1rdpidos de
la fotosintesis

[L.a existencia de una unidad fotosinttica fué postulada
porArnold y Emerson en 1932 (6) al mediv la cantidad de cloro-
filas mecesarvias para obtener una molécula de 0Oy y obscrvar jque
habia un exceso de clorofilag por fotdn absovvido. [in 1936 Caffrom
y Cuhon (0) argumenaron jue si tal unidad fotosintdtica no existic-
ra, se deberia obscrvar un retardo en el cese de produccion de O
atin después de terminar cl pulso de luz, si este fucea suficiente-
mente intenso para oxitar a todas lasg clorofilas, tal retardo nunca
s¢ observSs., l.a unidad fotosintética se definid, entonces, como un
complejo de clorofilas dedicadas a la captura de luz (complejo an-
tena) y uno capaz de iniciar la separacion de cargas aprovechando
la energia capturada (Centro de Reaccion),

L.a cra de los fendmenos luminosos se desarolla en los
pigmentos antena, los cuales conticnen Bel y carotenos, su peso mo
lecular es de alrededor de 10 000 d y tienden a formar agregados -
de alto peso molecular entre 10° y 1.5 X 10° d, por lo qQue se pue-
den semiar por ultracentrifugacion cn gradiente de Sacarosa. L.as -
funciones de este complejo proeina-pigmento son: aumentar la efi-
ciencia de la captura de electrones y mantencr sicmpre saturado al
CR.].a exitacidon de una clorofila del Complejo Antena producida por
un fotdn puede seguir varvios caminos: decacr en fluoresencia, deca-
er en forma agitacion térmica o ser transferida a otra molécula de
clorofila, esta transfecrencia de exitacion entre moléculas de cloro-
fila es sumamente cficiente y se leva a cabo sin perdida de cner-
gia, pudiendose mediante este mecanismo retener la encergia el tiem
po suficiente para que el P870 se exite, N

1.2.3. EL Centro de Reaccidn y la Era Fotoguimica,

La existencia de un CR fue demostrada por Duysens en
1956 (1,7), usando espectroscopia diferencial, al observar un blan-
queo rdpido de la absorcion en la zona de 870 nm y aios despuds
Witt y Kar (1,7) descubricron un fendmeno parecido en cloroplasto
a una longitud de onda de 700 mm, el blanqueo a 870 de bacteria
y a 700 en cloroplasto son atribuidos a Bel y clovofila dimerizadas
(9). En cucaviontes la presencia de dos fotosistemas indujo a la -
bisqueda de cvidencias a favor de dos Centros de Reaccidn y en
1972 Doring y Witt (7, 13) encontraron un blanquco a 682 nm con
una cinética de recuperacidn 100 veces mayor que la del P700,
con lo cual se pudicron difcrenciar ambos CRs,

_ 15l Centro de Reaccion de la bacteria Rhodopseudomonas
spheroides, ¢s un complejo constiwido por tres péptidos, Cuyds pe

-5-
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sos molecculares son de 28, 24 y 21 Kd,denominandolas H (pesada),
M (media) y [ (ligera), respectivamente. Ademds cuenta con 4 Bel,
dos Bacteriofeofitinns, dos ubiquinodas y un grupo ficrro no hemo,

Un par de Bel dimerizada forma ¢l 870 y un agragado ficrro-ubi-

quinona (IFe:Q) constituye cl aceptor primario (10,11). El CR ¢s -
parcialmente hididfobo lo cual le pevimite cruzar la membrana, Por
difraccion de neutrones sc sabe que su forma es aproximadamente

ovoidea (16).

IZn el CR sec llevan a cabo los fendmenos de la Bra Fo
toquimica, 'al exitarse el P870 por transferencia de losg pigmentos
antena 0 directamente por luz, cede inmediatamente un electrén al
aceptor primario, aqui es donde sc inicia el transporte de clectrones.
Mientras tanto el P870F es reducido por Cit. €, el cual se reduce,

a su vez, por un clectron procedente de la cadena de transporte
de clectrones, cerrando asi el ciclo.

No fue sino hasta 1968 que Reed y Clayton (2) lograron
aislar el CR de la bactevia Rhodopscudomonas spheroides R-26 y
Ginglas y Jolchine en 69 lo aislaron de Rhodospirilum rubrum G-9
En la actualidad se pueden obtener CR con alto grado de pureza -
de diferentes bacterias Tabla 1 (3).

L.a ventaja de contar con preparaciones de CR puras ha
permitido conocer mas detalladimmente su funcionamiento y su estrwe
ra, en la actualidad sa sabe que el P870 es un dimero de Bel por
téenicas de Resonancia del Spin del 1Slectron (ASP) 6 Doble Resonan
cia Nacleo-electrones (ENDOR). Bl aceptor primario del CR es la™
entidad que recibe el electrdon del PS§70 exitado, Okamura et al ha
propuesto que se trata de un complejo fierro-ubiguinona (2), utili-
zando evidencia aportada p=r espectroscopia 13SP,

Tambic¢n sc ha propucsto un intcrmediario entve el l"87q2
y el aceptor primario, de vida media muy corta, entre 1079 y 107
segundos, cuya funcion se atribuye a la bacteriofeofitina,

21 Centro de Reaccion gueda definido como la minima

unidad estructural capaz de Hevar en su oseno o tansduccion de la
encrgio luminosa en un potencial REDOX,

_()..



"TABLA 1

4 ’

de tres especies de lacterias fotosintéticas.

=

prga\nisn}o_ ¢

Rhodo pseudomona s viridis

Chlorobium 5P

Tomado de Clyton (7)

Rhodopseudomonas sphacroides

]
i

PDonador de"
electrones
Par espzcial

Ci

P870 B¢l a

P890 Bel b

1mbios maximos
“al oxidarse el’

Propicdades fotoquimicas 'de los donadores de electrones)

E—

Em(v)

Centro de Reaceidn

810 -870
1795 41250

—

0.45a 0.5

PRS-

~830 980
810 11370

-830  -842
1790 11160,

0.4a 0.5

!

.

0. 250 0,35

810 Bel a
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1.3, De los anticucrpos y de su utilidad,

[os anticuerpos son moldeulas glicoprotéicas, cuyas
caracteristicas de alta especificidad Tas hacen de especial intcres
en ¢l campo de la Bioquimica (4)., su especificidad consiste en la
capacidad de veconocer univoca ¢ inciuivocamente a otras molécu
las, llamadas antigenos, y de unirse adlas, Por. lo que os posi-
ble decir que han sido hechas pava reconocer o uno y solo un de
terminante antigénico, el cual puede scer tan pequeio como una mos
lecula de 2-4 dinitrofenol o tan grande como una fraccion protéica
de aproximadamente 5 aminodcidos,

No todas las molcculas son cavces de induciv la res-
piesta inmune y por ello ¢s necesario que se cumplan cicrtas ca-
racteristicas, cn :eguida: a) que la molécula sea reconocida como
extrafa al sistema que sc estd utilizando. h) que sca suficicente
mente grande, Generalmente se acepta jque un peso molecular de
10 000 d en proteinas ofrece un buen antigeno. Cuando se quic-
ren obtener anticuerpos contra una molécula pequena, se recurre
a unirlo con tra mas grande, de @l manera que se forme un com
plejo hapteno-acarrcador, sicndo ¢l hapteno la molécula pequena
cuya antigenisidad queremos provocar. ¢) un factor importante ¢s
la complejidad estructural, ya que resultan mejores antigenos las
moléculas mas complejas. ‘

La inmunopotencia es la capacidad de una regisn de la
molécula antigénica de scvvir como un determinante antigénico , -
induciendo la formacion de mticuerpos cspecificos, para lo cual -
se requiere jque sca accesible al medio acuoso, y en el caso de
presentar cargas de superficie su potencia se ve aumentada,

Dada la cnorme especificidad de los anticucrpos, cs-
tos bhan sido muy usados en la investigacion biojuimica. Bn este
trabajo se usaron para poder diferenciar en condiciones suficien
temente suaves, la superficie del intervior del CR, de tal suerte
que se conservara su actividad, Se aprovechd su especificidad -
para, cn rveswmidas cuentas, tener un reactivo ue fuera capaz
de diferenciar los componentes de nuestro medio de reaccion vy
solo interaccionara con la superficie del CR dejando todos los
demds reactantes intactos.
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2. Material y Mdétodos
2.1, Aislamicento de Cromatdforos.

Zs posible aislar la membrana interna de estas bac-
terias por dos métodos gencrals; st sometemos a la hacteria  a
digestion de su pared con cnzimas como la lisozima cn un me-
dio isotdnico, sc obticnen esferoplastos, que es una membrana
cuya polaridad es la misma de la bacteria, la otra mancra es -
someter a la bacteria a una tension mecdnica ya sea por un o -
choque de presion o por golpeo sdnico, cn este caso la polari-
dad de la membrana es invertida con respecto a la célula,  En
este trabajo se obtubicron las membranas por sonicacion y las
veciculas obtenidas son los Cromawforos, todas las operacio—
nes se hicieron bajo iluminacion tenue para proteger los pig-—-
maitos fotosintéticos.

Apartir de bacterias obtenidas como se describe en
los apéndices 1 y 2, sc comenzd la purificacion de los Croma-
toforos. l.as bacterias se lavaron por resuspension en un me-
dio regulado por sales del PO 100 mM pH=8, y centrifugacion
a 8000 g durante 10 minutos, este proceso se repitié dos veces,
ver Esquema 1, lLas bacterias resuspendidas en el medio de
fosfatos con un volumen en ml de aproximadamente 3 veces su
peso en g, se les anada DNAsa de pincreas de bovino a razon
de un microgramo por mililitro e idnes Mg'H' de la sal de
sulfato o cloruro., Inmediatamente se¢ sonican en balo de hielo
pr 3 min. Los resto de pared y baclerias que no fucron rotas
se eliiminaron por centrifugacion a 8 000g por 10 nim, el sobre-
nadante sc centvifugd a 200 000y por | hora. 151 precipitda ob.
tenido contiene los Cromardforos los cuales se depletaron de -
proteinas extrinsccas de membrana pov un lavado resuspendien-
do en POF 100 mM pli=8, LEDTA 5 mM, procedicndose a se-
dimentar por centrifugacion a 200 000g por 1 hora. [Los croma-
toforos se resuspendicron en ¢l medio adecuado (Esjuema 1) y
se ajustaron a una DOSS0=3(,

2.2, Purificacion de Centros de Reacceion a partiv de Cromatdéforos.

l.as marchas de purificacion dependen, en detalle, del
tipo de bacterias utilizado (1, 2, 3,4,7). BEn general, el primer pa-
so e¢s fraccionar las membranas con detergentes, solubilizando -
gran parte de sus componentes. La fraccion soluble es tratada
ahora, con mdétodos tradicionales como precipitacion por sales,
ultracentrifugacion, filtracion molecular o fraccionamicento pr in-
tercamio idnico, A continuacion describiremos la metodologfa usa -
da para ltsobtencion de CR en lu cepa silvestre y en la cepa R-26,
[.a descripeion se hace detalladimente porque conticne algunas mo-
dificacioncs que no apavecen en la literatura.
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FESOUIMA L
Purificacion del Centro de Reaccidn, Parte 13 Cromataforos,
Cultivo de Bacteriasg

“osechac por centrifupacion
3000y, 10 minutos,

Descartar Pastilla, Resuspenderla
sobrenadante ¢ ~ cn NaPi 100mM pli 8,
- 200ml por 10 1 de medio
de cultivo,
l)
Centrifu gar:

8 000z 10min.

v repetir dos
veces

Resuspender la pastilla en
NaPi 100mM pH =8, MgCly
1M yDNAsa aprox. lmg. 4
3 veces en volumen el | .
Peso humedo -

Descarlar
sobrenadante

Sonicar en Mo
de hiclo 3 min.

l’,c:ntrifngnr 10 000z 10min.

. v Y. ACTI
}— ’ Sobrenadante D‘*"‘"“h.'”
‘ 1a pstilla

Repetiv una ver —

Centrifugar

,» 200 000g 1 h.
S(‘)br\crmc-innt(—‘ R(:::s1.1.&;1);3”(‘](3 vla mstille en:
' (Purjfi(;;)(:j()l/ *(?‘7’1-‘1 silvestre; NaPi 100mm pH =8, EIYTA SmM
de Cil'.Cbz) Cepmr R-26; Tris-Cl™ 10imM pii=8, EDTA 5mM

Centrifupar
200 000y 1,

Desearia g Resuspender pastilla en el regulador

. Ny~ IR , 8503
sobrenada i adecuado ajustando la DO 50.




2.2,1. Cepa silvestre,

[.os Cromatéforos ajustado  a DO350=50, enun nicdio de -

PO% 100 mM, LEIDXTA S mM, NaCl 200 mM pll=8 se les aiadi® un volumen
igual de la misma disolucion contcniawdo [LLDAO parva dar una concentra~—
cion final del detergente de 0. 4%, ver Esquema 2. Todas las  operaciones
de pmlflmuon del CR se rex 111/'ncm cn oun ambiente exento de luz actini-

ca y con una iluminacion de color verde de haja intensidad, ver limparas
y filtros cn el apéndice 5. [.a adicion del detergente se hizo muy lentg —
mente y con agitaci6n suave y continua durante30 minutos. L.a suspencion
se centrifugd a 200 000y por una hora, El sobrenadante se precipitd con
Sulfato de Amonio a una concentracion final de 2292 anadiendo la sal, en
baio dehieclo y con agitacion lenta y constante, despeies de 10 minutos se
centrifugd a 16 000z por 10 minutos, cl lc.vuado se resuspendié en 10 ml |
del medio original conteniendo 2. 0% de 1LDAO y se dializd contra dos litrgs
del mismo durante, al menos, 24 horas.

121 dializado anterior se precipitd suscesivamente Lonbulfato de
Amonijo al 22, 20 y 187 p/v, procediendose en cada caso como en la prime
ra precipitacidn, El levitado final se resuspende en el mismo medio y con
un minimo de volumen, los CR se almacenaron a -30°C, pudiendo conservar
su actividad durante mesecs.

2.2. 2. Cepa R-26.

lLos Cromatoforos ajustados a una PO850=50 en un medio regulado por

Tris-Cl™ 10 mM pi1=8, se les ajadid gota a gota un disolucién de LDAO
al 30% hasta una concentracion final de 1Y. I3n esta cepa se extremaron las
precauciones para la proteccion de la luz, ya que los CR carecen de Caro-
tenos y las Bel se oxidan facilimente. Después de agitar suavemente durante
10 minutos  se someticron a un gradicente de Sucarosa, formado de la sig.
manera; Del volumen toral del gradiente se colocaron en el fondo del tubo
4/16 de muestra, con una aguja larga y ancha se depositaron en el fonde
6/16 del volumnen total de Sacavosa 0.5 M, Tris-C1™ 10 mM pti=8 de tal ma-
nera que la muestre se elevé y la Sacarosa quedd en la parte inferior del
tubo, la misma operacion se repite con 6/16 del vohumen total de 1.0M
de Sau. Tris-Cl™ 10 mM pli=8, il gradiente se centrifugd en un rotor de
dngulo fijo a 200 000z durante 90 minutos. L.a mrte superior de la prepa-

racién conticne los CR crudos y la interfase entre 0.5 y 1.0 M de Sac, con
tiene los pigimentos antena,

[.a purificacion de los CR se termind precipitandolos selecti-
vamente con Sulfato de Amonio en pasos sucesivos de 22,20 y 189 p/v,
como sec describio para los CR de la variedad silvestire, utilizando en
vez del medio de fosfitos un medio de Tris-Cl™ 1O mM pli=8.
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BSUMA 2

Purificacion del Centro de Reaccion Parvte 2; Variedad Silvestre

Cromatoforos con DOBY0 30 suspondidos
en NaPi 100 mM pil 8, EDTA S M, NaCl 200 mM.

Anadir lentamente un volumen igual de NaPi 100mM
pH=8, EDTA SmM, NaCl 200 M, LDAO 0. 8%
cop agitacion lenta y continua, esperar 30min, 2583,

!
!
¢ Centrifugar b
200 000g Th.
De?_‘?'i‘lrmr ¥oresipitar sobrenadante con
mstilla (NH4)»S04, aiiadiendo la
sal lentamente hasta 229
de saturacion
Centrifugar
. 15 000g 10 min. |
Resuspender el levitado ’
en 10 ml de NaPi 100mM 4 v Descartar
pH=8 y presipitar con liquido
(NHA4)2504 204,
Centrifugar
15 000g 10 min,

Resuspender el levitado ® Pescartar liquido

en 10 ml de NaPi 100 M
pH =8 y presipitar con P
(NH4)2504 189 ‘

Centrifugar
15 000g 10 in.

Descartar — Resuspender el levitado en

liquido NaPi 10 mM pll -8 enun

' volumen de 2 a 4 ml,

Centros de Reaccion Puros.
. -14-




) FESQURMA 3

Purificacion del Centro de Reaceidn. Parte 3; Variedad R-26

Cronml_‘(’)fo‘z:os con I‘X)87O>*SO
en Tris-Cl™ 10 mM pli = 8

Anadir gota a gota y con agitacion lenta
una dilucion de 1.DAO 30, p/v hasta
llegar a una concentracion de 1%,
Posteriormente, cristales de NaCl 200mM.

Depositar sobrc#xn gradiente discontinuo
de Sacarosa, 0S5y 1.0OM en Tris-Cl

10 mM pll =8 l

Centrifugar en _
rotor de angulo fijo
200 000g 90 min.

. Colectar banda superior

Precipitar con (NH4)2504 saturado
hasta el 229 p/v

Centrifugar
15 000 LO min.

Resuspender levitado en
Tris-Cl™ 10 mM pl1-8 ¢ v Descartar
presipitar con (NHy)9S04 liquido
saturado hasta 207,

Centrifugar
15 000g 10 nin.

Resuspender el levitado
en 1O ml Trid-Cl10mM
Descavtar liquido—-——=4 —— -ppH=8 y presipitar con

: (N114)250 4 saturado
hasta 189,

sentrifugar:
LS 000g 10 nin,

Desenrtar Levitado. Centros de
lquido -15- "Ru;u::c:h’)n purificados
<




[La pureza de los CR se comprobd siguiendo 3 criterios

a) Bl Bspectro de absorcion del CR oxidado y reducido,

[L.a forma de los espectros de absorcion corrvidos de 350 a 900 am
nos dicen de la purerza de la preparacion con vespecto a las demds proteinas
con clorofilas, [.a centaminacion mas frecucnte de log CR ¢s por pigmentos
antena a los cuales se encuentra estrechamente asociado, [l espectio mues
tra cn estos casos un aumento del pico de 870 um y un blanqueo incompleto
del mismo pico al oxidarse el CR con Ferricianuto de Potasio.

' b) l.a relacion entre la absorcion en 287y 800 nm cexpresado cono
50280780075 © a ‘

c) Un patrén de electroforesis en yeles de poliacrilamida en
presencia de SDS que posea tres bandas en la zona de 30 000 d.

Cuando los CR no satisfacievon los criterios de pureza, se hicie-
ron pasdar por una colunmma de intercambio idnico de DIEAE-Celulosa, como
la descrita para la preparacién de gamma-globulinas en el apéndice 4, solo
que la columna y la muestra se equilibran con Tris-Cl™ 10 mM pti=8, 1.DAO
0.2% y los CR se cluyeron con NaCl 6.12 M. -
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O un monocomador o 733 (ee rancia) y el uio 1 600 G imo cmmbio),

s thumind con v have de oz tofa woiiie o,y ve colocd i filio coipple -

Fhnt s on o oot e tio o Coblo T A NG AD-IW 2, re AU -

mentavio eafvente al fone Hiplicador, do ol mancia e Gare awslo e
cibi la Juzde modica die 35y 000 vy e tas Seovas 1 y 15 enel -
apdndice 5.

ETCR tene un aeixiono relarico de absorcion a 600 mm cuando”
BC cnuttentra en st enticio ol ab exeitaclo con iz L1870 s ¢ oxida y se
obscurvitun blanqueo paorcial o 500 e poredasado la o orhancin 1 585 nm
sin ciuabio, Gste punto se i o sb3aico ya e no cambin al oxidarse
¢l P870. Tos cosayos oo rendizron cn o miedio de Teis -CL™ 10 tand pHi-8
y la cantidad de GR, detcrgeme y anticaorpos ueados e cupeelifcan en
las figuras y rablas,

2.3, 1.2, Oxidacion del Citocromo .

S colocd en fa vubeta de ensayo tan alfeuoia de CR oy de Cie O
de Covazdn de Bovino co una celacidn 110, cnoun medio de Pris-Cl™ 1O
pL=8, «ldeterpente y conridad de antiencrpos o especifoa en cada Ty,
o tabla, Ll espoctiofodmenro de doble hay se Jusad en Sy H50mm -
Fig, 2-B. Se csthmuld con Juz, con o en el caaso anterior, y ol Cit. O tiene
un blangqueo en 550 ol poder vy elecirdin y roeducie al PS70.

Fs mporimte cvitar en lo posible -ue el Cit, C no presente oxidacion
espontinea vonio en L Fig 9-B dedida a lagan elemento del mcdio diferente
del CR, por o jue s recomendable operar 1 que Ta DO 0530 56 mnnten -
g estable, antes de esthmular ol CR con la laz,

2.3.2  Bspectros de absorcion abeoluio y diferencinl,

C BEPCR prosenta i eapeciio de alsorcion caracieristico on 1oy og-
tados oxidado y veducido por 1o qie ¢ fosible vesistar s espectro absolhnto
y tmbién sa cspecteo difcrencial, BEL pectro absoluto os la velacion catie
la Densidad Oprica y 1a Jongitud do onda, al Siodicar osta relacion se obtiene
mia gridfica como faode Ia figurm 30 L Cuando e aiade forricianuto do 'S
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3. Resultados.
3.1, Funcionalidad y purcza del Centro de Reaccion.

3.1.1. [Espectros de absorcion.

El espectro de absorcion del los CR purificados indica la presen-
cia de pigmentos tetrapirrolicos; las bandas de 600, 800 y 870 nm son debidas
a las 4 Bel del CR (figuras 3 y 4) v las bandas a 530 y 760 nm las producen -
las 2 bacteriofeofitinas de CR. LEn la cem silvestre se obsevan ademas, tres
bandas 440, 475 y 505 nm que corresponden al Caroteno (1, 2).

~a relacion de los picos de las longitudes de onda a 700, 800 y 870
nm de 1:2:1 nos muestra que hay 2 Bacteriofeofitinas (760 nm), 4 Bel (800nm)
-dos de las cuales al dimerizarce nos dan la absorcion a 870 nm. Con esto
pudimos decir que nuestra preparacion se encuentra libre de pigmentos del
complejo antena; pues si estos hubicran estado presentes, el pico de 800 nm
apareceria con upna realaciéon mayor con respecto al pico de 700 nm y el
méiximo de 870 nim se¢ corrveria al 850 ademas de aumentar la absorcion  y
disperzarce la curva. In los espectros de absorcion no aparece la zona del
ultravioleta cercano, pero la relacion medida de la PO280/800 fue igual  a
1.22, lo gue nos da la relacion de proteina/pigmento reportada (3).

Cuando lo CR son exitados por luz actinica se producencambios -
en el espectro de absorcién, cambios que pueden mimetizarce oxidando al
CR con Ferricianuro de Potasio. El CR purificado fue oxidado con Ferricia-
nuro y se observé (figuras 3 y 4). un blanqueo parcial a 600 nm, corrimiento
hacia el infrarojo del pico a 760 nm, corrimicnto hacia el azul del picoa -
800 nm y blanqueo total del pico a 870 nm. [ste es el comportamiento normal
del CR al perder un electron ¢l P870, va sea por exitacion luminosa o por -
reaccion con agentes oxidantes suaves. El aumento brusco de la absorcion -
por debajo de 500 nm se debe a la presencia del Ferricianuro.

3.1.2. Electroforesis del Centro de Reaccion,

l.os CR purificados s¢ someticron a andlisis por clectroforesis
en presencia de SDS. ] patron electrofrético (figura 3) muestra que los
CR que no habian sido depletados de LIDAQO contiene bandas de 78 y 45 Kd
y en la zona de 30 Kd. l.as bandas de alto peso molecular corresponden
al CR completo (78 000) y las subunidades L. » M sin separar (45 000) son
debidas y un cfecto de "proteccion’ del LLDAO contra la desnaturalizacion
por SPS. Cuando el CR fue dializado o sometido a extraccion orgdnica del
detergente por alcohol isoamilico (apéndice 3), la mezcla de digestion
entonces si fue capaz de separay las tres subunidades del CR completanen
te (figura 5). -
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Pigura S
Travo donsiomdicico doogelos doopolioorilamida weiidos con arul de Commasie,
I.a limea continua veproscuia las bandas obtenidas despuds de 24 horas de diali-
sig, la Hnea punteada despads de 78 horas, Los CR que no fueron dializados
presentaron artefactos como la no definicion de bandas, en algunas ocaciones.
A 75000., 845000, ; CyC 28000, ; Dy DD 24 000, ; 15 21 0600,

.os pesos moleculares fucron caleulados con base on un patrdn constituido

por:  Albuwmina bovina, fripsina y Cit. C. ’

3.2,  Propicdades inmunoldgicas del CR y sus subunidades.

La fig. 0 nos muestra que los CRde las cemas silvestre y R-20
no son innumoldzicarente distinguibles, pues hay una corvespondencia in-
munoldgica total. Cuando los anticucrpos divijidos contra el CR de R-206 -
se probd contra las subunidades del CR, todas dicvon banda de immunopre -
sipitacion, 1o jjue nos dice que las 3 subunidades contienen determinantes

antigénicos, y por lo tanto las tres subnnidades exponen una pavte de su su
peficie al medio acuoso. -

.os CR probados fucron aislados por los métodos ya descritos.
[Las subunidades se obuubicron de un gel polincrilamida-SDS, por lo que no
tienen seguramaente su estructura aztiva.,  Los anticucrpos dado que fueron
inducidos contra un CR cuya restructura era funcional, estan divigidos con
tra determinantes antigénicos unicamente de la superficie del CR. h

.o supogicion de que los anticucrpos estin divijidos contra la -
estructuva nativa del CR e basa en el hecho de que el adyuvante de FFreand
es de naturaleza lipoftlica y ¢l Glimo desi 1o por via intravenosa se hizo
en presencia de Desoxicolat de Sodio, ol cual es un detergente que man -
tiene al CR funcional.
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Figura &

Doble inmunodifusidn del Centro de Reaccion y anticuerpos
Anti-CR. Se corricron 200ng de gana-globulinas y Lo pg
de CR 6 15pg de subimidades, AL -Anticuerpos. B, -CRvar.
silvestre G, - CR R-206 11 -subunidad pesada 28 0004,

M. - subunidad mediana 24 000 d L. -subunidad ligera

21 000 d.

—
-

3.3. Reacciones de oxido-rveduccion.

L.os siguientes experimentos fucron disenados para localizar to-
poldgicamente las diferventes funciones llevadas a cabo en el CR, mediante
su interaccion con surfactantes, Cit, C, Sefarosa-Cit. C y anticuerpos, fac
tores todos ellos que afectan las reacciones que se llevan a cabo en el CR.

3.3.1. Relacion CR-Cit. .

El transporte de electrones en este tipo de bacterias os ciclico
y el donador de clectrones del CR es el Cit, C. Cuando se extrazal CR de
su membrana sigue conservando su actividad y es capz de excitarse por
luz, reducit su aceptor primarvio y su ’§70 oxidadn pucde a su vz aceprar
un electrdn del Cit. G Son maltiples los factores que afectan a todas es-
tas reacciones, p2ro los mas importantes son: el detergente ue se usa
para mantencr al CR en disolucion y la fucrza idnica del maedio.
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3.3.1.1,  Efecto de los detcrgentes y la fucrza idnica,

El Cit. C reacciona a una velocidad y con una cinctica que dependen,
entre otras cosas, del surfactante que se use y de la cantidad de i6nes en -
el medio (4,5). Cuando la reaccion de oxidacion del Cit. C por el CR exitado
con luz se verifica en un medio en presencia de LDAQ la reaccion transcu
rre con una cinética de 2'% orden y es posible disminuir su velocidad si se
afade KCl al medio, a una concentracion aproximada de 200 mM (3). En el
caso de que la reaccion se lleve a cabo en presencia de Triton X-1001a -
cipética es de orden cero. l.a téenica para calcular estas cinéticas ¢s con
base en registros ripidos y estimulos con destellos muy cortos e intensos,
de s6lo algunos microsegundos (4, 5).

En lugar de utilizar destellos cortos, se estimuld al CR durante in-
tervalos amplios (fig. 7). Cuando se us6 L.DAO se produjo un estado estacio
nario al estimular al CR, que al apaigar la luz de estimulo el Cit. C tiende ~
a regresar a su estado basal. Este estado estacionavio puede ser debido a
que se forme un ciclo (esquema 4) de oxido-reduccidn, el cual e¢s row al -
apagar la luz.

En el caso de la reaccion en prescencia de Triton X-100 (fig. 7), la
cantidad de Cit. C oxidado fu¢ mayor y no se mantubo ningin estado estacio
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Figura 7. Oxidacion del Cit. C porn CR exitado con tuz. El ensayo se
Jealizé en un volumen final de 3 ml, en Tris-Cl 10 mM pH=8 y detergente,
50pg de CR DOBYO-0.75, 4041 de Cit. € 7.5 mp/ml. AL - LDAG 0.2% p/v.
B. ~Triton X-100 0.19 v/v.



nario lo que nos dice que el transporte de electrones no se efectda cicli- '
camente (esquema 5), ademds el CR sc desnaturaliza pues pierde su capaciad
de oxidar Cit. C atn después de un nuevo estimulo.

El CR fue capz de interaccionar con el Cit. C no obstante haber
sido unido covalentemente a sefarosa 4B, Como lo muestra la Tabla 2:
Esta interaccidn depende tanto del detergente como de la cantidad de 1_‘5"
en el medio. El tritén X-100 permitid que el CR se pegara a la Sef-Cit. C
revirtiendme fral eferta por KCI S0 mM. EL LDAC no permite que el CR -

TABILA 2
de CR en el
Condicic_)_ obrcnadam—l 1.DAQO Triton X-100 [Desoxicolato
nes del ensayo te
CR 100 100 100

CR + Sefarosa 93 108 59

CR +Sefarosa-Cit. C 82 31 61

CR + Sefarosa -Cit. C 99 90 74

KCl 50 mM

Tabla 2

Que muestra la relacién del Cit. C unido a cefarosa 4B activada
con Bromuro de Ciandgeno. Se incuban por 3 min. 1001 de se -
farosa-Cit C (la sefarosa contiene 10 mg de Cit. C por ml de -
gel y esta equilibrada con tris-Cl™ 10 mM pH= 8;1.DAO 0.6%, -
Tritén X-100 0. 1% o Desoxicolato de Sodio 0. 6% segin el caso)
con10g1 de CR con D0O800= (.75, los cuales fuecron dializados
contra 4 |1 de Tris-Cl~ 10 mM pH= 8 con cambio diario durante
15 dias a 4°C . Después de la incubacion se lleva la muestra a
3 ml con la disolucion reguladora de Tris y el detergente ade~
cuado. 51 KCI seanade después de la incubacion antes de aforar
de una disolucion de KCl 2.0 M, la concentracion de la rabla es
la final. L.a muestra de 3 ml se centrifuga a 2 000 rprn por 3
min. y cl sobrenadante se toma para grdficar su espectro de -
absorcion desde 400 hasta 825nm, los porcientos se dan  con
base en la maxima absorcion a 800 nim, ninguno de los espec-
tros dié muestras de desnaturalizacion.
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l
se pege significativamente a la Sef-Cit. C , Resulta un hecho intere-
sante que la reaccion CR-Cit. C en tritén X-100 sea de orden cero,
y que esto se pueda explicar através de un complejo CR-Cit. C, [En contra
posicion, la reaccién en presencia de LLDA® la cinética cs de s2gundo
orden, de menor magnitud que en tritén X-100( figura 7), y el CR no se
acompleja con el Cit, C (tabla 2) lo que podriamos interpretar como que
el orden de reaccién si corresponde a la molecularvidad,

3.3.1.2.  Efecto de los anticuerpos anti-CR.

L.os datos anteriores nos sugieren que debe haber una interac-
ci6n directa entre las superficies del CR y el Cit. C mas estable que
un simple encuentro fortuito con un dngulo y una velocidad adecuados,
para que puedan reaccionar. Al bloquear la superficie del CR con reac
tivos tan especificos como los anticuerpos, deberiamos ver una inhibi=
cion de la oxidacion del Cit. C por CR.

2
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d,u.')1
9 L

50 100 150

}JI ¥ - globulinas

Figura 8 Inhibicion de la oxidacion del Cit. C por CR exitado con luz
debida a la presencia de_gamma-globulinas anti-CR. Se incubaron -
2.541 de GR-R26 conDOBY0=9. 0 durante 5 min. con anticuerpos anti-
-CR, posteriorinente se agregs 2.541 de Cit. C 7 mg/ml y regulador
de Tris-Cl™ 10 mM pH=8 1.DAQ 0.2% hasta completar 1 ml.
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Las gamma-globulinas preparadas contra los CR se probaron
cobre la reaccién de »xidacion del Cit, C, producicendose una inhibi—
cidn de dicha reaccién figuras 8 y 9.

El hecho de que los anticuerpos inhibicran la oxidacion del Cit,C
por el CR exitado, podria deberse a una inactivacion o desnaturalizacion,
para poder eliminar esta posiblilidad, medimos la actividad del P870 en
el espectrofotémetro de doble haz, como el blanqueo a 600 nim, tanto en
presencia como en ausencia de los anticuerpos anti-CR, pudiendose de-
mostrar que no obstante obtener una completa inhibicién de la reaccion
con el Cit,C la actividad del P870 queda intacta (figura9), también se
pudo observar que el espectro de absorcion del CR no se ve alterado -
por la reaccidén con los anticuerpos anti-CR, cxplicandose el aparente
aumento en la DO como un aumento en la dispersion de luz, provocada
por la turbidez generada por los complejos antigeno-anticuerpo (figura
10). Los controles con gamma-globulinas preinmunes no dan tales efectos.

A 581-600 nm B 540-55Inm
. ) A D. O,
&q, _ 0.005
. ‘;~_~""”~
A DO 4'“"
0’0
-
vz t
AD.O.
0.0l -
D. 0.
0.005%
RS —
’ 20 vag

T

Figura 9

A. - Oxidacion del P870 por luz, el wrazo superior es el con-

trol con $#-globulinas preinmunes y el inferior con p#-glo-
bulinas anti-CR,

B. - Oxidacion del Cit. C por CR exitado con destellos de 1s
indicados por las flechas, el trazo superior es el control
cong'-globulinas preinmunes, y el inferior con§-globu- -
linas anti -CR. ,

Se incubaron por 5 min. 2.5 1de CR con DOB00= 9.0 en pre

sencia de 1 mg de ¢ -globulinas, Nevandose a un volumen fi-

nal de 1 ml con Tris-Cl~ 10 mM pl1=8,1.DAO 0.2%, NaCl 0.9

En los trazos marcados con B se realizaron anadiendo a la —

misma cubela de A /55 de Cit. G Las longitudes de onda --

usadas se indican en cada caso y en Ja metodologia.
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3.3.2, Oxidacién del CR por Fervricianuro de Potasio.

(figura 10) del CR en prescncia de sus anticuerpos, la turbidez que -
provocan los complejos CR-Anti-CR no permiten una apreciacion ade-
cuada de la cantidad de CR oxidado, aunque si se pucde ver que con - |
la misma cantidad de Ferricianuro no se logra oxiday totalmente al —
CR cuando se proteje con sus anticucrpos (ver figura 10 trazos 1 y3)

Cuando se grafica el espectro de abosorcién oxidado y reducido ‘

En obvio de evitar este efecto se graficaron los espectros di-
ferenciales (figura 11) y con base en ellos se trnzd una curva de titu-
lacion de la oxidacidn del CR expresado como un blanqueo en 870 nm
contra la cantidad de ferricianuro anadida (figura 12), cn esta se ve
claramente que la cantidad de CR que es posible oxidar con furx(,mnuxo
es aproximadamente el 50} en condiciones saturantes.

/
DO - T ‘
0.01
;/f A 1
- - ulo ! 'iii' b - 'l-a 4 - z

Figura 10 ‘
Espectro de absorcion del CR variedad silvestre de 450 a 900 nim
1. - Oxidado con 4 mM de Ferricianuro de Polasio

2. - Reducido !
3. - Con ¥-globulinas saturantes, oxidado con 8 mM de Ferricianuro !
4, - Con g-globulinas saturantes, Oxidado con4 M de Rerricianuro ,
5. - Con y-globulinas saturantes, reducido. i
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Tigura 11 ' _ . .,
Espectro diferencial del CR R-26 oxidado menos rceducido
de 600 a 900 nm. El CR se oxida con Ferricianuro de Po-
tasio que va desde 04 mM a 4 1nM (ver figura 10)

' .
e e B LTI e Y e iai et
T g, P e
) ' /
T 7 b oo
600 700 800
A. - 501 de CR con DOB909.0 11evados a 2 ml con Tris-Cl-
10 mM pH=8 y I.LDAO 029, , se coloca 1 ml en cada cube-
ta, el Ferricianuro se afiade a la cubeta de ensayo dejan
do los CR de lacubeta de referencia reducidos. i
- .'?W'ﬁl{‘ S o AR Lot R ’:;‘\E :
: ,,1:*:71’[ Sl s s ““*"“‘,*‘““ 1T RRRSRES el —
o ‘i A =~ 4
I‘rv 1 //
g
600 700 800 900

LY
B. - 541 de CR se incuban durante S min. con 2 mg de anti-
cuerpos anti-CR y posteriorimente se situan en las mis
mas condiciones que el ensayo A.
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0,003

4D. 0 867nM

0.00l

) N

| 2 3 4

[KsFe (CN)g | X 10 3 M

Figura 12

De las grdficas de la figura 9 se toman los incrementos de la 120
en 870 mm y se grafican contra la cantidad de Ferricianuro de KV
que le corresponde.

A. - En ausencia de anticuerpos anti-CR

B. - En prgsenciade anticuerpos anti-CR
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4, Discusién y concluciones,

[Z] fraccionar un sistena para estudiar sus parte, €s una meto-
dologfa tradicional, que complementa los estudios en sistemas integros,
El estudio de los CRg en sistemas folosintéticos se ha abordado en tres
diferentes grados de complejidad; a) el estudio de los CR in situ, ya sea
en cloroplastos, bacteris fotosintética o en las membranas réspectivas
purificadas, b) el estudio del CR purificado, como en las bacterias o en
preparaciones enriquecidas como.en cucariontes y cianoficeas y ¢) los -
estudios realizados en el CR purificado y reconstituido en membranas -
artificiales, controlando tanto la cantidad como la calidad de los fosfolf
pidos usados. B

LLa purificacién del CR se raliza rompiendo la membrana del -
cromatéforo con detergentes, laspprimeras preparaciones del CR se hi
cieron con Triton X-100 y frecuentemente aparecian contaminaciones
de proteinas del complejo antena, Cit.C y Cit. b562. I,as preparaciones
con el detergente LIDAO son mas reproducibles y con menos posibilidad
de contaminacion (1).

El comportamiento diferente del CR al ser solubilizado con - -
Tritén X-100 o conlLDAO no solo es en lo referente a su facilidad de ser
purificado sino que estos detergentes también afectan el orden de la ci-
nfica con la que reaccionan el CR y el Cit. C. Esto podia sugerir una in-
teraccion directa entre el CR y el Cit. C, de tal manera que formaran un
complejo en presencia de Tritén X-100 (tabla 2).

En la figura 7 se ve que la cantidad de Cit. C oxidado debido a la
excitacion por luz del CR, se mantiene en equiliprio dindmico mientras
dura el estiinulo luminoso, cuando la raccion se lleva a cabo en presen-—
cia de LDAO. El esquema 4 nos rmuestra que el electrén queda atrapado
en un ciclo en ddnde la reaccién cuesta arriba se provoca al exitar el -
P870, esquematizado como P870*, inmediatamente el electrdn tiende a
un estado mas estable, y reduce al aceptor primario. Cuando el Fe:Q -
es reducido tiende a su vez a ceder su electrdn através de un quinona -
(no esquetatizada) secundario al Cit. C, reaccién que es sumamente len
ta. ' -

I£1 hecho de que el aceptor primario redusca al Cit. C es com~-
pletamente artificial y es posible gracias a que el Cit. C puede moverse
libremente y en un momento dado, interaccionar por "el otro lado" del
CR. Como se demuestra en la figura 7 a apagar la luz la reacci6n Gdel
esquema 4 se realiza con un vida media del orden de segundos, reaccion
gue debe ser tan lenta ¢omo la reaccion 5.

Cuando el ensayo se lleva a cabo en presencia de Tritén X-100 .
en lugar de L.DAO, se puede observar en la figura 7 que la cantidad de
Cit. C oxidado es mayor, e inmediatamente se reduce, no obstante el es-
timulo luminoso, es mas, cuando cesa el estimulo la velocidad de reduc
cion del Cit. C no sealtera, Este fen6meno pucde explicarse si se supone que
el Cit. C en
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estas condiciones, forma un complejo con el CR, tal hipdtesis es apoyada
en los datos discutidos en la scccion anterior. l.a reaccién 3 tanto en el
esquema 4 como en el 5 transcurren tan rdpidamente qlie nucstra manera
de registrar no sirve, pero por datos bibliogridficos (1, 2) sabemos quees
mucho mas rdpida en presencia de Triton X-100, En el esguema 4 es ~
probable que el Cit, C redusca al CR como un evento de choque molecular,
recambiandose este, de manera constante por Cit. C reducido, sin embar

g0 cn presencia de Triton X-100 el recambio es mucho mas lento, como se

ve en las reacciones 5, 0, y 6' se tiende a un actmulo de electrones en -
la quinona secundaria, y un aumento cn el tiempo de permanecia del P870
oxidado, lo hace inestable y susceptible de ser desnaturalizado, el P870 -
desnaturalizado queda representado como 1’8708,
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Una de las reacciones superficie -superficie mas valiosa en la bjoqui-
mica es la reaccion de reconocimiento especifico del antigeno por su anticuer
po. Aprovechando esta caracterfstica se probd, mediante el efecto de los an-
cuerpos anti-CR sobre las reacciones del CR, jue al formarse el complejo -
antigeno -anticuerpo el sitio de reconocimiento del Cit, C jueda blogueado, de
mostrandose que es menester una interaccién directa y estrecha entre el CR™
y el Cit, C . Aforwunadamente el CR posee un monijtor interno de su actividad,
el espectro de absorcion no se modifica (fig. 10) y la reaccién de exitacién -
del P870 y reduccion del aceptor primario jueda intacta, manifestandose este
Gltimo como un blanqueo en 600 nm fig. 9.

LY

De esta manera hemos creado, artificialmente, una delimitacion de -
los componentes del CR y de su interaccion con el Cit. C, de tal suerte que es
posible, hasta aqui, decir jue: a)los componentes del CR (P870 y Aceptor pri
mario) son internos y no hay relacion directa con la superficie, b) el Cit. C tie
ne al menos un sitio en el CR por el que es reconocido tanto por carga como

estéricamente.
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De manera congruente con lo antes dicho cabria csperar que los
anticuerpos fucran capaces de proteger al CR de la oxidacion por Ferri
cianuro de Potasio, pucs este ractivo debe penetrar al CR para poder -
actuar. Experimentos hechos por Crofts y Célis (1977) en liposomas de
muestran que el sitio de accion del Cit, C esta diametralmente opuesto
al sitio del Ferricianuro con respecto al plano de la membrana,

En la figura 12 se ve que el Ferricianuro si ¢s capaz de oxidar
a aproximadamente la mitad de los CR, cste efecto parcial de los anti
cuerpos se debe fundamentalmente a dos factores: el mas obvio es el
que se observa en el espectro de absorcion de la figura 10 en donde se
ve que el hecho de tener complejos antigeno-anticucrpo genere unconsi
derable aumento en la turbides de la muestra, turbides que disminuye
en presencia del Ferricianuro, por lo cual el Fervicianuro "per se' -
rompe la'union del anticuerpo con su antigeno dejandose el camino -
libre para oxidar al P870. Otro factor no observable tan directamente,
aunque no por ello menos importante, es la estreches (?) de la region
superficial por la cual pasa el Ferricianuro, en este caso bastarian -
dos determinantes antigénicos suficientemente cercanos para poder
ser ,utuamente excluyentes, es decir, cuando uno e¢s ocupado por su -
anticuerpo el otro no puede reaccionar , de tal manera que uno bloquea
la entrada de Ferricianuro y ¢l otro la deja accesible. El primer factor
mencionado explica la inhibicidn parcial a altas concentraciones de Ferri
cianuro y el segundo en concentraciones bajas.

Por técnicas de marcaje y de digestidon por proteasas se ha demos
trado que las tres subunidades del CR cruzan la membrana y presentan -
parte de su sulxrfxuc al medio acuoso (4,5,6 y 7), apoyados en esto se
puede afadir que el CR solubilizado mmb)(,n presenta parte de su super-
ficie expuesta al medio acuoso como lo demuestra el hecho de tener bandas
de inmunopresipitacion para las tres subunidades, pues es sabido que la
antigenicidad depende en mucho de que el determinante antigénico exponga
su superficie al medio acuoso.

Es posible entonces, propones un modelo como el del esquema 6 e
el que se compara con uno propuesto po Clayton (1978). Nuestro experimen
tos no fueron hechos en la membrana pero basandonos en los experimentos
de Crofts y Célis,ya mencionados,es posible darie un sentido al CR en la
membrana. [La subunidad M permanece en tela de juicio, pues no se ha en-
contrado ninguna funcion aparente en ella, aqui se esquematiza como cru=
zando la membrana pues hay evidencia que asi lo demuestra (7). El P870
se pone de manera tal que interacciona con el grupo hemo casi dn_ cctamen
te, sin tener por ello relacion inmediata con la superficie, asi es como se
explica la cinética de orden cero (1) y su comportamiento frente al Cit. C
tanto en complejo con ~efarosa como cinéticamente, ademds de su compor-
tamiento frente a los anticuerpos. Es importante recalcar que los anticuer-
pos no afectan la estructura inteima del CR.
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5. Apéndices.
3. 1. Apéndice 1. cultivo y medios de cultivo.
2. 1.1. Crecimiento en medio solido
Es posible mantener a las cepas por mucho tiempo (6 al2 mesces)
en un medio sdlico, el cual contiene: Agar 257, oxtracto de levadura 3g, vy
bactopeprona 2g, parva 11, de medio. Se esteriliza en frascos pequenos (15
a 20 ml), Henandose aproximadamente hasta la mitad. 131 indculo se reali-
za por puncion, se manticnen por 14 horas en la oscuridad y se ponen en un
lugar con iluminacion constante por Kimparvas con filamento de Tungsteno.,
3.1. 2. Crecimiento en medio liquido.
Con el objeto de obtener grandes cantidades de hacterias, se culti-
van en medio liguido. Se utilizo ¢l medio reporrado por Cohen-Bazive y col. (1),
modificado del de Huntner, el cual se detalla en seguida:

1. - Base concentrada para dos litros:

Acido Nitrili-Acético N(CH2COOI )3 20 g
Sulfato de Magnesio NMgSO4 711206 28.9 o4
Cloruro de Calcio CaCly* 2120 8.7 g
Molibdato de Amonio (NH 1 )eMo7024- 4120 0.185 g
Sulfato Ferroso FesSOyr 7HH0 0.195 ¢
Metales "44" 100. 0 ml
Se ajusta a pii=§ con NaOIl 7

Mewles "44" para un litro.

EDTA 2.5 £
Fes04-7H90 5.0 g
ZnS04.711»0 11.0 g
MnSQO4 1.54 &
MnCl-4H,0 1.37 £
CuS04SHH0 0.392 ¢
Co(ND3 )p-06H 20 0.248 ¢
NaB40O7. 61190 0.177 g

Al final se acidifica ¢l maodio concinco gotas de 12504 concentrado,
P evitay proecipitacion,
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2, - Fosfato de Potasio monohdsico 130g en 1 litro de agua, pli=§ con KOI.
3. - Succinato de Potasio 100g en 1 litro, pi1=6. 8 con KOH.

4. - Sulfato de Amonio 100g ¢n 1 litro.

5. -Cloruro de sodio 50z en 1 litro.

6. - Acido Glutdmico 25g en 230 ml, pii=6. 8§ con NaOll.

7. - Acido L.-Aspirtico Sg en 250 mo. pl=6. 8 con NaOH.

Teneiendo las disoluciones de reserva se mezclan como sigue para obtener

12.5 1. de medio:

1. - Base concentrada 250 ml
2. - Fosfato de Potasio 250 ml
3. -Acido Succinico 250 ml
4, - Sulfato de Amonio 02.5 ml
5. -Acido 1.-Aspirtico 25 ml
6. - Cloruro de Sodio 125 ml
7. - Acido L -Glutamico 25 ml
8. - Hidrolizado de Caseina 12.5 g
9. -Acido Nicotinico 12.5 mg
10 Tiamina (Ancurina) 6.25 mg
11 D-Biotina 0.125 mg.

Se mezclan los componentes y se ajusta ¢l pH a 6. 8 con NaOld, se
ponen en frascos de volumen conveniente y se esterilizan en autoclave a
15 libras por 45 min. El medio se precipita cuando esta caliente, pero -
cuando se enfria queda transpavente,

Con el objeto de obtencr cultivos grandes de estas bacterias, se cam
bian suscesivamente de volimenes pequeios a volimenes grandes, Se comicnza
con frascos de 15 a 20 ml de medio soélido, los cuales tienen la cepa deseada,

a este se le agraga médio liquido v se agitan, se deja toda la noche en la os-
curidad y al terminar se colocan bajo iluminacion con dmparas de Tungsteno
de 40 watts a 30 cm, Despads de 8 dins se ven bacterias en el medio Hguido,

y ¢s cuando se transiicre a frascos de 100 ml, siguiendo el mismo prosedi-
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miento. Después de 8 dias se transfieren a frascos de 1 litro y posterior-
mente a frascos de 12.5 litros. l.os frascos se sellan con tapdn de hule -

con el objeto de tener un cultivo anoxigénico,




5.2,

Apéndice 2. curva de crecimiento.

El cultivo de las bacterias, c¢n las condiciones que hemos impuesto.
no crece a velocidad constante, por lo que resulta importante determinar
en que momento la velocidad de crecimienmo es tal que no conviene dejarlas
crecer mas.

l.a forma que presenta la grafica de la magnitud de la poblacion

(expresada en Unidades Klett) contra el tiempo ( en horas), es una curva
K

logistica tipica y esta dada por: N=—y- ovp. A Tt
- €XP. a-I'm

, ¢n donde N es la
magnitud de la poblacidn, "a" es una constante que es proporcional a
la magnitud inicial, r;; es la capacidad de crecimiento y K la capacidad
de carga del medio para sostener una determinada poblacion.
Aparentemente si se mantiene la canlidad de medio constante, tanto
en nurientes como el luz, K permaneceria constante, pero es importan te
aclarar que esta también depznde de la velocidad de deterioro del medio,
de tal suerte que si se introduce un inéculo pequeno este se va a tardar mas
en "dispararse' y a la misma magnitud poblacional, commrando conotra
poblacion originada por un indculo mas grande, el deteriovo del medio
debido a productos de desecho del merabolismo va a ser mayor, por lo
que la calidad es difevente vy, es consecuencia, su K cambia. Esto sin con-
tar con el estado de las bacterias que constituyen el inoculo,
Debido a esto a cada cultivo se le mntrola su crecimiento y se
cosecha inmediatamente despucs de que empicza a decrecer la veloci-
dad de crecimiento, como un cjemplo poneimos una grafica que muestra
tanto el crecimiento como su velocidad hasta Hegar a la fuse estaciona-

ria, es decir, a ¢l momento en que la poblacion deja de crecer, on general
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no se permite que los cultivos llegen a esta fase pues cl deterioro celular

es exesivo (14),
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Figura 13
Curva de crecimicento de las bacterias fotosintoticas on medio liquido,
la cantidad de hacterias se considera direcunnente proporcional a las
unidades Klett (UK), linea solida, n 1mea discontinua se arafica la -
velocidad promedio de crecimiento. as bacterias se cosechan justa-
mente cuando la curva de velocidad empicza a decacr
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5.3.

Apéndice 3. electroforésis en gel de poliacrilamida en presncia de sds.

I.a electroforesis en gel de poliacrilamida es una técnica muy po-
derosa para poder determinar la pureza de preparados macromoleculares,
si se le anade el detergente SDS, podemos ademis, determinar pesos mo-
leculares de protefnas con gran precision (3, 4,5,7)

El gel se prepard con una concentracion de Acrilamida del 107 y
una relacién N, N-Metilenbisacrilamida/Acrilamida de 0.0265. Tanto el
gel como los reservorios se ajustan a un pl=8.0 regulado por Tris-Cl~
50 mM y una concentracion de SDS de 0.13%, para polimerizar el gel se
agregan 151 de TEMIED y 50 v1 de Persulfato de Amonio al 107 por
cada 20 ml de gel.

Se usarvon geles en tubo de 0.6 cm de didmetro por 10 cin de largo, o
placas de 10 x10 x 0.8 cm, los cuales se corren a 0 volts por cm durante
6 horas.

l.a muestra se desnawuraliza con una mezcla de digestion que contiepe:
SDS 4% y/f-Mer:a ptoetanol 10%, pra evitar que la muestra se diluya al
ser colocada, se hace la mezcla de digestion con Glicerol al 5% o sacarosa
10%. Cuando se va a correr una muestra de Centro de Reaccion no con-
viene hervirla pues esta s¢ precipit (10)

L.a proteina conviene colocarla con una concentracion de .cuando
menos 1 mg/ml, soportando los tubos muestras con un contenido total
de hasta l.OOia.'g. En las placas, cuando se usan separadores de 1 cm, la

muestra puede scr de hasta 30 L.
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Dos cosas importantes cabe aclarar en este punto: tanto si la muestra contiene
alta fuerza i6nica, como si presenta restos de otros detergentes, se producen
artefactos. En unestro laboratorio se utilizan columnas de Penefsky para desa-
lar y una extraccion orgénica de alcohol isoamilico para eliminar los detergen
tes, a continuacion detallamos ambas téenicas .
53.1. Eliminacidn de sales por filtracion molecular,
Se utiliza sefadex G-50 mediano, el cual es hidratado y equilibrado
con Tris-Cl™ 50 mM pi=8, SDS 0.19, una vez preparada la resina se empaca
en wbos pequeios ( jeringas de 1 ml taponadas con pldstico poroso) y se centri
fuga a 2 000 rpm por 1 min., se coloca la muestraconun volumen de 0.05 a 0.2
ml y se vuelve a centrifugar para recuperar la muestra, colocandose la je-
ringa en un tibo de ensayo. kEsta t&cnica ¢s capz, también, de eliminar parte
del LDAO, pero no es suficiente para quitario por completo, sin embargo es
capaz de eliminar restos de Sulfato de Amonio o de Cloruro de Sodio (8).
5.3.2. Eliminacion de detergentes por extraccion orginica.,
l.as técnicas usuales para eliminarv detergentes son , en generval,
demasiado lentas, por ejemplo; para poder eliminar el 1LDAQ del CR es
necesario dializar contra volumenes grandes durante 15 dias. En nuestro
laboratorio desarrollamos una téenica con lase el la extraccion de detergente
a una fase de alcohol isoamilico. Se tomael volunien deseado de la muestra
y se le anaden 3 volimenes de alcoho isoamilico pava agitar en "vortex"
durante 3 min., posteriormente se centrifuga a 2 000 rpm por 15 min. .

Se elimina la fasc organica y se lava ¢l exeso de alcohol con cloroformo
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por dltimo, el cloroformo se elimina por evaporacion por arrastre de aire
0 N2 si la muestra es muy labil, Generalmente cuando la proteina es muy
hidr6foba se precipita y queda entre la fase acuosa y la orgénica,

f_ainalmente se resuspende la muestra en un volumen conveniente
de SDS 5%, se determina proteina y se apade la mezcla de digestién., El
SDS tiene la ventaja de no generar avtefactos en la determinacion de

proteina por Lowry. (6,9,10).
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5.4,

5.4.1,

Apéndice 4 Obtencion de anticuerpos,
&)btencién de antisuero.

Una de las condiciones mra crear anticuerpos especificos contra

un antigeno dado, es su pureza, no es recomendable tratar de induciv la

formacion de anticuerpos si no se¢ e¢sta sceguro de la pureza de la muestra.
Para inducir la formacion de anticuerpos, es de uso generalizado

los adyuvantes que son mezclas que potencian la respuesta inmune (11), con

lo que es posible trabajar con cantidades realmente pequeias de antigeno
l.a formacién de anticuerpos contra el CR se realizd, en conejo,

de la siguiente manera:
a) Se mezclan 500 g de CR en un volumen de 1 ml de una disolucién
de NaCl 150 mM con un ml de adyuvante completo de Freunds, agitando
vigorosamente, despud s se¢ pasa varias veces por una aguja hipoder-
mica con una jeringa hasta que se logra una mezcla de alta viscosi-
dad, de il manera que una gota puesta en agua no se disperse. Esta
mezcla es inyectada intramuscularmente en las patas traceras del
conejo,
b) Quince dias después se reinocula una muestra en las mismas
condiciones.
c) Una semana después del segundo desfio se obticne una pequeida
cantidad de sucro para ver sise ha iniciado la formacion de anti -
cuerpos ( como el titulo de anticuerpo en esta ctapa es muy pequeio

no conviene estraer mucha sangre ).




d) Una semana posterior al sangrado se realiza un nuevo desafio,
como el conejo ya reconoce al antigeno no es necesario utilizar ad
yuvante, pues se corre el riesgo de generar una respuesta violenta

y pesder al animal, En este caso se inoculan 100 g de CR por una
de las venas de laoreja en un volumen de 1.0 ml de una disolucitn
regulada por fosfatos (POE 5 mM pH=7. 2, NaCl 140 mM, Desoxicolato
de Sodio 4mM ), en esta sisolucidn es necesaria la preseincia de

un surfactante no tdxico como el Desoxicolato para poder mante-

ner a la proteina en disolucion.

e) A la semana de este Gltimo desafio se obtienen 40 ml de sangre,
ya seca por una inci i6n de la vena cexterna de la oreja o, de manera
mas conveniente, por puncion cardiaca. LLa sangre se guarda en el
refrigerador (10T) hasta el dia siguiente, con lo que forma un -coha-
gulo que es facilmente removible, se puede centrifugar la muestra

a 5 000 rpm durante 10 min., el antisuero asi obtenido se prueba

contra el antigeno, en este caso por doble inmunodifusion.



5.4.2. Del esnsayo por doble inmunodifusion.

En esta técnica el antisuero o las ¥Y-globulinas purificadas, se ponen
en un medio propicio para que gneren un halo de difusion a partir de un pun-
to determinado de tal manera que los halos de difusion se intersecten. Con
tal se hace una placa de agar al 1Y con un espesor de 0.2 mm la cual contiene:
NaCl 140 mM, Tris-Cl™ 10 mM pli=8, azida de Sodio 0.05% y Tritdon X-100 1%.
EEn estas placas sostenidas por un portaobjetos para microscopia se hacen per-
foraciones de 3 mm de diam. a una distancia de 4 mm, nosotros usamos una
disposicion de roceta, en los pozos se introduce la muestra y el anticuerpo,
esperandose a que difundan por un lapso de 16 a24 horas, en una cimara hu-
meda, cuando se detectan bandas de presipitacion se “lava’ la placa durante
6 horas en 500 ml de NaCl 150 mM y Tritdn X-100 1%,.

Inmediatamente después se seca la placa al aire (para que el secado
no sea muy brusco y se {racture la placa, se cubre esta con un papel filtro
empapado en la sisolucion de lavado). Una vez que la placa ha secado se ti-
fie con Azul ce Coumasie 0.25% durante 10 min., en una disolucidén de Met.
30}, y Acido Acético 7%,. El exceso de colorante se lava con una disolucién

. de Met. 30} y Acido Acético 79.
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5,4.3. Purificacion de gama -globulinas

2.4.3.  Purificacidn de gama -globulinas
El antisuero obtenido se enfifa en bhano de hiclo v se le agrega
gota a gota y agitando suavemente una disolucion sarurada de Sulfaro de
Amonio, hasta lograr un 337 de sawracion, so deja acitando de 20 a 30
min., la muestra se enturbia v el presipitado se colecra por centrifuga
cidn, a 25 rdurante 10 min. El botdn que se forma se resuspende en
PBS (NaCl 135 mM, KCIl 3 mM, PO: 10 M pH=7.2). Con un volumen
Con un volumen igual al del antisuero original
igual al del antisucro original, csta operacion se vepite dos veces mas,
al resuspender por tercera ocacion se usa un volumen pequeno (aproxima -
damente 1/10 de volumen oviginal) y se dializa por 24 horas contra cuatro
litros de Tris-Cl™ 10 mM pll=8 y NaCl 140 mM, de esta manera queda
suficientemente la preparacion de jy-globulinas (12, 13).
Cuando se requicre de un mayor grado de pureza la dialisis se realiza
Gnicamente contre Tris-Cl™ 10 mM pll=8§ pra pasar la muestra através de

una columna de intercambio idnico,



5.4.3.1. Purificacién por intercambio catiénico (deac-celulosa)

a) Activacion de la DEAE-Celulosa: a cada 10g de Celulosa se le
agrega n 150 ml de una desolucién de HCI 0.5 N con una agitacion lenta
surante 30 min. procediendose a lavar la celulosa con agua destilad, cuan-
do el pH del agua este cercano a 4 se resuspende la Celulosa en una disolucién de
NaOH 0.5 N durante 30 min. lavandose también con agua destilada, cuando
el pH este cercano a 8 la Celulosa queda lista pra ser usada,

b) Columnas: l.a Ceclulosa lavada y activada se empaca en columnas
de tamaifo apropiado, en este casousamos columnas de 2.5 ¢cm por 80 cm,
la columna empacada se equilibra con un regulador de pH apropiado, noso-
tros usamos POz 10 mM pH 7.2, a la columna equilibrada se le aplica la
muestra con 50 mg de proteina por gramo de Celulosa como mdximo, al
aumentar la fuerza idnica de el regulador de elucién salen la -globulinas

en las primeras fracciones del ecluato (13)
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Apéndice 5. espectros de absorcién de los filtros usados y de emisioén de la
lampara del cuarto de purificacion,

2

D.O.

400 €600 800 anm

Figura 14
Espectro de absorcién del filtro rojo, usado para estimular los CR

D.C.

1

1
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Figura 15
lZspectro de absorcion del filtro azul usado para eliminar la luz es-
timulante y permitir solo el paso de los haces de medida del espec-

trofotémetro, si se compara con el filtro de la figura 12 se vera que
son filtros complementarios.
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Figura 16

Espectro de absorcion del filtro verde usado para proveer al laborato-
rio de ilumninacién no actinica, durante la extraccion y purificacién de
los CR, Si se compara con los espectros de absorcion de los CR de las
figuras 3y 4 se verd que no hay absorcion de las Clorofilas en la zona
que no corta el filtro.
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Figura 17

Espectro de emision de las Imparas usadas para iluminar el laboratorio
durante la extraccion dellos CR, que junto con el filtro de la figura 16 -
nos da una iluminacién solo en la zona de luz verde (15)
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