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A OBJETIVOS DE ESTA INVESTICACION

Durante los ltimos aiios, nos ha sido dado observar la creciente frecuencia con que se han
s mp.esdo los detergentes como medio encaminado a2 lograr un mayor conocimiento de 1a es-
tructura de la cadena respiratoria en mitocondrias, y una creciente comprensidn de las rela-
ciones entre dicha estructura y su funcidn.
Dadu lit sumilitud funcional existente entre mitocondrias y cromatdforos, en lo referente a la
‘ormac.on de compucestos de alta energia, hemos considerado que, necesariamente, los de
eentes fondridn que ser de suma utilidad para el eswudio de la organizacidon interna de los
~emathfeases . Por otra parte, existian investigaciones previas, que sefialaban la posibilidad
de que ios aetergentes resultaran una excelente herramienta de trabajo, destinada a lograr .
un mavor conocimiento de la estructu~a cromatoforica v su relacidn con su actividad foto-
quimica. Ello resultaba de la relacidon que se podia establecer entre los cambios en los es-
pectros de [luorescencia inducidos por los detergentes, de diversas bacterias fotosintéticas
v los posibles cambios estructurales de los cromatdforos bacterianos.
Frente a tales artecedentes nos propusimos tratar de obtener la dilucidacidn de diversos in-
Lerrogantes existentes, en las relaciones entre la estructura y la funcidn del cromatodforo.
Para elio hemos optado por llevar a cabo este estudio empleando dos géneros diferentes de
hacterias fotosintéticas, pertenecientes a la famiha de las Tiorodaceae y Atiorodaceae, »-~-
pectivamente.
Nuestro prograina, expresado de manera muy sintética, pretende:
~-Aportar evidencia que permita decidir =i | «s diferencias en la fisiologia del Rhodos-
pirillum Rubrum y el Chromatium, representantes .= las dos familias de bacterias menciona-
das en el parrafo anterior, estan asociadas con diferencias . .1 estructura de sus cromatd -
foros.
~-Tratar de relacionar, hasta donde ello nos resulte posible, la composicidon de los
sistemas en estudio, con la funcion, en términos de actividad fotoquimica.
-Procurar el aislamiento y purificacién d¢i <iiniominado "centro de reaccion', exis-

tente en el cromatdforo.

-Lograr una mayor caracterizacidn de alguna reaccidn fotoquimica, tal como la re-



duccion de piridin nucledtidos, sin desconocer la posibilidad, puesta de manifiesto por al-
gunos investigadores, de que la accidn de los detergentes empleados se traduzeca en una
parcial inhibicidon de los sistemas fotoquimicos.

-Investigar soore la posibilidad de emplear centrifugaciones en gradiente, como
medio de noner a punto un método destinado a determinar diferencias fur:amentales, entre

las posibles fracciones e pudieran obtenerse a partir de cromatdforos tratacss con deter-

NOTA: Los resultados expuestos en esta tesis han sido ya publicados en:

-A. Garcia Leo PP. Vernony H. Moilenhauer
Biochemistry 5 (1966) 2399

~A. Garcia - Leo P. Vernon y H. Mollenhauer
Biochenistry 5 (1966) 2408



B-REVISION GENtk. i. SOBRE FOTOSINTESIS

Se denomina fotosintesis a la seric de procesos mediante los cuille s, iis Cosas viviento
utilizan la luz, para promover eventos:bioquimicos que requivren cnergia,

La calidad de la Iuz que puede ser usada en el proceso de fotosinte. i3 esti timnada g

la naturaleza del organismo que la emplea, y por cl cspectro de iz solar que Hegn

la tierra. La luz de corta y larga longitud de onda es absot bida anten dc Plego o o o
planeta, lo que nos deja un rango entre 300 y 1300 mu que, por cierto, (= sulvoonte por .
el desarrollo de los procesos fotosiniticos.

En la figura 1 es posible apreciar la manera como dos clases difcrentes do organismes o
tosintéticos, aprovechan distintas zonas del espectro,

La conversidon de 1a energia de la luz en energin quimica, s¢ produce @ través de una veac
cidon de.()xido--reducci()n, fuertemente, endergdnica, mediante los dilcrentes pigmentos con -
tenidos en los organismos fotosintéiicos.

Durante el primer cuarto de este siglo, el proceso fotesintitico tuc deseripto, comunmen -
te, por medio de la siguiente reaccidn:

CO, + HyO -3 (CHZO O en la que (CHZ()) representaba L o el

o)
de carbono. El proceso parecia ser, por lo tanto, lo contii:io de fa rospriac b aurante

la cual, la combustién del Hidrato de Carbono forma (‘()_, WG

Muchos investigadores, entre ellos R. Willstater, concibicron que ¢l CO, v H,0. enaxo
ciacion con Clorofila, estaban involucrados en unia scrie de reucciones, a través de ise
cuales el O2 del CO2 era reemplazado por Hy0O. LI producto resultante (Fotoformaldehi-
do), podia ser luego convertido en Hidratos de Carbono.

Una nueva concepcion, muy diferente, fue introducida por (. B, Van Nicl, durante el ano
1930; ella era el producto de una comparacidn entre el proceso foiosintético en las plan-
tas y algas, por una parte, y en las bacterias por la otrua, Lstos dos procesos [otosinte -
ticos difieren en los siguientes aspectos:

Solo se observa la evolucidn del oxigeno en plantas y algas.

Las bacterias no crecen fotosintéticamente, a menos que scan suplementadas con un su

trato oxidable (una sustancia dadora de Hidrogeno), asi como con fucntes de carbono y nj-

trogeno. Los mas simples alcohdies y Acidos orginicos. pucden scervie como dedores  de
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hidrbdgeno.

Algunas bacterias fotosintéticas pueden utilizar sustrgtps inorginicos, tales como tirosul-
fato, sulfuro de hidrdgeno, o simplemente hidrogeno.

Por lo tanto, una reaccidn muy general, que describa el proceso fotosintético serfa:

CO, + 2H,0 —— (CH,0) + HyO + O,. Esto equivaldrfa a afirmar que el Oy no proviene

del (,‘()2, sino del HZO’ lo que fue confirmado, afos mis tarde, por medio de experimen-
tos con O;S .

De igual manera, un paralclismo muy convincente fue establecido por H. Gaffron, Ordina -
riamente, una especie de algas lleva a cabo un proceso de fotosintesis del tipo obscr\-'udu-
e¢n las plantas, en las cuales se produce una evolucién de oxfgeno. Pero'estz;s mismas ai--
gas pueden ser inducidas, en ciertas condiciones, a llevar a cabo un tipo de fotosintcsis
similar al que se desarrolla en bacterias fotosintéticas, en el cual el Hidrogeno éiwc Co-
mo sustrato oxidable . Las mismas algas, asi adaptadas, pueden ser revertida.s..al pro-

ceso anterior, en el cual se produce evolucidon de O,. Van Niel también propuso, por:ra-

2
zones de economfa, que el proceso de reduccidn de CO, a CH2 O, no estaba involucrado .
en el principal proceso fotoquimico, postulando que el acto fotoquimico primario era:

H20 --y (H) + (HO), donde (H) representaba un agente reductor y (HO ) un agente
‘oxidante.

Por consiguiente, en reacciones enzimaticas comunes, (H) podria reducir COy, y el

agente oxidante podria ser eliminado a través de reacciones de d0xido-reduccidn, '
También durante el proceso fotosintético, se produce el almacenamiento de energfa enfor-
ma de ‘ATF.

Una manera muy simple de correlacionar esta informacidén con la teorfa enunciada por Van
Niel era la de permitir la recombinacidon de (H) y (HO), acoplada a'.l".la quforilacién del
ADF.

Segin ello, el proceso de fotosintesis puede ser representado, esquemiticamente, de la ma-

nera que se indica en el Esquema 1.

1-Observaciones que sugiere el esquema 1:

De acuerdo con el esquema, el AH2 servirfia, inicamente, como dador de hidrégeno. St es-

te sustrato es organico, su oxidacidon puede producir 002 u otros compuestos carbonados



que pueden ser reducidos, en lugar de C02.

Pero desde el principio, muchos investigadores y principalmente Gaffron, argumentaron
que los sustratos organicos podfan ser asimilados por las bacterias fotosintéticas parpu-
ra sin ser oxidados (es decir sin servir como AHs). Esto determinbd que, en la actualidad,
el proceso de fosforilacion sea considerado como el proceso primordial del acto fotosinte-
tico., También ha sido criticada la significacion de (H) y (HO). En esquemas alternativos,
han sido reemplazados por electrones y lugares ""vacfos' de electrones. Aparentemcnte,
esta observacidn resulta un tanto trivial ya que en Gltima instancia, () y (HO), lugarcs
"'vacios' y electrones, son meramente simbolos usados para representar una separacinn
fotoquimica de entidades oxidantes y reductoras.

Por consiguiente, un esquema que tuviera en cuenta estas observaciones , podria represcen-

tarse como el que se muestra en el Esquema 2.

2-Dos sistemas fotosintéticos cooperativos:

Un anilisis de los efectos de activacidon (Emerson, Chalmers y Cedestrand 1957) (1), en
plantas y ciertas algas, ha revelado la cooperacidon de dos diferentes reacciones fotos inté:
ticas, catalizadas por distintos sistemas de pigmentos (Myers y French 1960)(2) (Duysens,
Amesz y Kamp 1961) (3), Kok y Hoch 1961) (4), (Witty col.1962) (5), (Losada y col. 1961)(6),
(Whitingham y Bishop 1961)(7). Una de las reacciones lleva a cabo Ja oxldacion del 1350,
acompaiiada del proceso de evclucidn de oxfgeno, mientras que la otra, genera electrones
con un potencial lo suficientemente negativo, como para reducir piridin nucleotidos.

Esto da lugar al esquema 3, que tiene en cuenta esta particularidad del sistema fotosin-
tético en plantas y algas.

Muchas diferentes combinaciones pueden realizarse y suponerse, en cuanto a la identidad
y tipo de relaciones existentes entre los sxidantes y. reductores formados durante los dos
actos fotoquimicos, y el rendimiento cuantico en el proceso de fotosintesis, sobre los cua-

les no entraremos en detalle.

3-Esquema de la fotosintesis en bacterias fotosintéticas

Todos los paralelismos establecidos hasta ahora, entre fotosintesis en plantas y en bacte-
rias fotosintéticas, permiten suponer que éstas carecen del sistema fotoquimico que permi -

te a aquéllas utilizar al H,0 como dador de electrones. Esto significa, que sdlo un siste-
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et de pigmentos opera en la generacion del poder asimilatorio, durante el proceso de fo-
tosintesis en bacterias, y un esquema que describicera este proceso, seria similar al pre-
scntado ¢n ¢l Esquema 1.,

La auscencia de efectos de activacion (Blinks y Van Niel 1963)(8), y la observacidon de que el
espectro de accion pavia 1a cduceion del NAD y para la fluorescencia de bacterioclorofila,
en hacterias fotosintéticas, coinciden, (Amesz 1963) (9) proporcionan evidencia experi -

mental de o expresado anteriormente,
4-Unidad fotosintética:

Aproximadamente . 3 aastos de luz son suficientes para reducir un2 molécula de COyy
hacer desprender una moléeula de oxigeno, Si cada molécula de clorofila de un vegetal,
pucde reaccionar fotoguimicamente para generar productos utilizables en la fotosintesis, un
"flash' sulicicntemente intenso, deberia dar por' resultad_o la reduccion de una molécula de
CO, v el desprendimicnte o una molécula de oxigeno, por cada ocho moléculas de clorofi-
la presentes. Esto secia ¢l resultado de excitar cada molécula de clorofila, siempre y
cuando ¢l proceso en la escuridad 'nQ‘ fuera limitante,
En 1932, Emcrsony Arnold exp]oru;'on este punto, utilizando Clorella y midiendo el Oy
desprendido, como respuestia a muy cortos "flashes' (10 milisegundos). Se pudo observar
asi, que el mejor renwmionto que se obtenia era de una mélécula de oxigeno desprondidii,
por cada 2,500 moléculas de clorofila. De estas exper!encias se deduce que, en Clorciia,
. ;

2.500 molcceulas de clorofila sizven  cns "mbading” oo “vduce una molécula de COq y

“produce una molécula de oxigeno, v que ocho cuantos de ius, absorbidos cn cualquier re-
gion de estas 2,500 moléculas, deterni»on que 12 "miquina' (uncione una vez, producien-
do los clectos anteriormente expuestos.

Por consiguiente, de acuerdo con lo expresado, una unidad lotosintética, en Clorella, con-

-

tendria 2. 500 moléculas de clorofila, s
Pero, de acuerdo con Van Nicel, el primer acto quimico, en ia fotosintesis, es la fotolisis
del HyO, con formacion de (H) y (HO).

Cuatro (H) pueden reducir una molécula de COq a (CHZO) y cuatro de (HO) pucden dar una
molécula de Os. Ello significaria que en ;i proccso H;0 --¥ (H) + (HO ), se necesitan dos

cuantos de luz,



Si (H )y (HO ) pudieran ser transformados en oxidantes y reductores estables, podrian ser
usados luego por las reacciones qu- se producen en la oscuridad. En tal caso, la unidad fo-
tosintética ejecutaria una reaccion que requiere dos cuantos, para formar los primeros pro-
ductos estables.

Por lo tanto, el tamaifo de la unidad fotosintética quedarfa reducido a 2.500/4, es decir,
600 moléculas de clorofila involucradas en un proceso primario de dos cuantos. Ha sido
posible reducir ¢se numero a 300 moléculas de clorofila, en reacciones llevadas a cabo por
la asimilacién de un cuanto de luz,

En la actualidad existen otras cvidencias, acerca de la existencia de la unidad fotosintética,
que permiten también afirmar que un gian ndiac. o de moléculas de clorofila, deben coope-
rar para recoger cuanto- de luz y transferir la cneirgia, por medio de un mecanismo de re-
sonancin inductiva, a un centrro especializado, donde debe tener lugar la conversion en
encrgia quimica,

Ello resultd de consideraciones teoricas enunciadas por Gatfron y Wohl, quiene:s compro-
baron que una molécula de clorofila, en una planta bajo condiciones de peca iluminacion, .
absorbia un cuanto de fuz, una vez, en varios minutos.

De ‘esta manera resultaba evidente, que para que una molécula de clorofila colectaryn ocho
cuantos, necesdas e phia i ovelneidn de una moiécula de oxigeno, debia transcuryir un
muy largo tiempo. [£sto estala en pugna con la conocida comprobacion experimental de que,
cuando und planta es iluminod. . las miximas velocidades de producciéon de CO, y de Oy

se obtienen inmediatamente . De ello era ldgico deducir. que la energfa recogida en un
gran nimero de molécul:: ¢ ciorofila. era transterida o un centi o de reaccion. Como ve-
remos mas adelante, ciertos compuestos han sido determinados como integrantes de un
centro de reaccidn fotoquimico, Eutre ¢ figorarfa un citocromo, y una sustancia que
parcceria ser una forma especializada de clorotila.

Cierto tipo de herbicidas como ¢l DCMU 3-(3-4. diclorofenil)l, 1 dimetil urea, inhiben el
proceso de fotosintesis, a concentraciones correspondientes a una molécula de herbicidu_
por cada 200 moléculas de clorofila, lo que confirmaria el tamafio de una unidad fotosin-

tética, de acuerdo con lo expuesto anteriormente.

5 -Transfercncia de Energia:

El fendmeno de transferencia de energia, prerrequisito para el funcionamiento eficiente
)

K
4



de Ia unid:d fotosintéticy, ha sido fi. memente establecido.

Se han propuesto varios mecanismos de trasfere:<i: . Rabinowitch (1962)(10) y Bay y
Pearlstein (1963)(11), han demostrado que la transferencia de ener'gia de excitacion, por
resonancia fnductivu, 2s probavlemente el mis importante, sino el Gnico, de los mecanis-
.08 que operan en fotosintesis.

La cne 2fy de excitacion susde ser tiansferids = distancias de 1004 , Siempre Yy cuan-

de cToin los siguiontes prerrequisitos:

—-Superposicion de ias bandas de fluorescencix de 13 molécula dadora de energia, con ia

Landa de absorcion de 1la molécula aceptora.

-’ roximidad espacial de las moléculas reaccionantes, pues la cficiencia de transferencia,

es inversamente proporcional a la sexta potencia de la distancia que.las separa.

La transferencia entre moléculas no idénticas, se nroduce siempre en direccidon a la que

tiene la bunda de absorecion mis desplazada hacia el rojo.

6- Transferencia de energia en bacterias fotosintéticas

La transferencia de‘energia entre los pigmentos fotosintltices, en bacterias parpura, ha
sido cuantitativamente -estudiadi por Duysens (1952)(12).

Indeponaizntemente-del nimero de bandas en el infra-rojo, lbs espectros de fluorescencia,
en eslos orgunismos, son muy similares, mostrando un maximo «.. ...cdor de los 910 mu.
De aqui se concluye que el complejo con banda de absorcion en 876-830 mu, es el Gnico pig-
meénto fiuorescenté, habiéndose comprobado, ademias, que la excitacion de esta fluorescen.-
cia es independiente de la banda de iluminucidén, confirmando:con-ello'la existencia de trans-
ferencia de cucrgic.

La eficiencia de ia <::ergia absorbida por carotenoides es, en general, del 30 al 40%. En
cambio, la correspondiente a diferentes tipos de complejos de bg.cterioclorofila en bacte-

rias fotosintética: . ¢s de 100%; Bril (tesis, Utrecht, 1964)(13).

7-Centro de reaceidon en bacterias fotosintéticas:

Los cuantos absorbidos por varios pigmentos de la unid'fld fotosintética bacteriana, -son
transferidos, como hemos visto, mis o menos eficientemente, al complejo de L.Cic . i~
clorofila cuya banda de absorcion esti en 870-890 mu y donde, finalmente, son atrapados
en un sitio especifico, en el que inician el proceso fotosintético,

No se conoce la naturaleza quimica de este centro de reaccidn, pero puede suponerse que

-
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se trata de un conjunto de moléculas de bacterioclorofila en un medio especializado, cue

le confiere un cierto tipo de caracterfsticas particulares.

La evidencia experimental sobre la cual se basa la suposicidon anterior, podrfa resumir-

se de la siguiente manera:

~Inmediatamente después de la iluminacidn, se prdduce una pequeﬂa‘:diémiriucién de ia
absorcidon, centrada en 870-890 mu y, al mismo tie.mpo, un corrimiento hacia e] azul del
compuesto que absorbe a 800 mu (Duysens 1952 (12), Godheer 1960 (14), Clayton 1962 (15).
Este ¢s un proceso reversible; atn a bajas temperaturas (Arnold y Clayton 1960 (16) ,
Clayton 1962 ,(17), Vrendenberg y Duysens 1963 (18).

Un cambio sffnilar al producido por la luz,- puede ser'inducido por el agregado de un oxi-
dante débil (Godheer 1960 (14), Clayton 1962 (15).

~Iluminando con luz correspondiente al infrarrojo, se producen cambios de. absorcidén en el
visible, que son caracteristicos de la'oxid-acién del citocromo (Duysens 1954)(20).

Este proceso'_t'ambién ocurre a bajas temperaturas (Chanée y Nishimura 1960 (21),
Vrendepberg v Duysens 1964 (22), y tiene una eficiencia que se aproxima a un electrdén
transferido,” por cada cuanto absorbido*(Olson 1962 (23) y Vrendenberg y Duy'séns 1964(22).
Estos resultados cxperimentales, han llevado a la conclusidén de que el primer paso en la
fotosintesis bacteriana, es la iiberacibn de un electron del pigmento excitado, lo que deter-
mina su OXida_cién. La tra_nsferepcia ‘de este 2lectrdn.es lo que produce un reductor fuerte.
Posteriormente, un citocromo se oxida al transferir su electron al pigmento oxidado (Losa-
da et al ].960' (24), (:Jh':cmce y Nishimura 1960°(21) y (Calvin y Androes-1962 (25).

El aceptor primario del electron liberado, no ha sido atin identificadd. Clayton <(1962)(26)
h; sugerido que una Ubiquinona podria ser este aceptor- ;;ero, de acuerdo con su potencial
de oxidoreduccion fuertementg negativo, probablemente sea la ferredoxipa, un candidato mas
adecuado (Tagawa Tsujimoto y Arnon 1963 (2'7).

La naturaleza de este tipo.de' rez;cc'.iones parece ser fnﬁs vffsic.o que qutmico, sobre todo te-~
niendo en cuenta que se produce-.:i'muy bajas tempei;ai;uras'_ 7 70K).

El concepto de centro de reaccidon, ha sido extendido por Vrendenberg y Duysens (1963)(18).
Estos investigadores, estudiando fluores¢encias y disminuciones en la intensidad de la luz,
han encontrado una relacibn entre el incremento del complejo que absorbe a 870-890 mu, y

1a cantidad de disminucion de la intensidad de absorciétn a 870-890 mu.
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Explican este tipo de fendmeno, diciendo que, por resonancia inductiva, la energia es
transferida eficientemente desde el complejo que absorbe a 390 mu, hacia el pigmento
aclivo, que ellos denominan P890 y que, consecuentemente, al ser oxidado, pierde inten-
sidad de absorcion a 890 mu. En ese estado, el P890 no puede aceptar més energfa y,

por lo tanto, esa energia, radicada en el complejo . que absorbe a 890 mu (B890 ), se di-
sipa en forma de fluorescencia.

Una descripeion similar, para el centro de reaccion en Rhodopseudomonas Spheroides, ha
sido emitida por Clayton(1963) (28).

La espectrofotometria diferencial, es técnicamente mis dificil de observar en plantas y al--
gus que en las bacterias, sobre todo debido a la preponderancia muy grande de pigmentos
inertes.,

Duysens fue también pionero en este tipo de estudios. Le fue posible demostrar que al ilu -
minar algas, una sustancia similar al citocromo "f" se oxidaba. Este y otros fendmenos
han sido repetidos por Kok y colaboradores, y su contribucion fundamental ha sido la ca-
raclerizacion del P700, un pigmento que parece ser wigo similar al P870 u 890, descripto
‘en bacterias fotosintéticas.

La oxidacion del P700 "in vivo'', se encuentra acoplada, en este caso, a la oxidacién del
citocromo "f", pero el aceptor primario asociado con este proceéo, no ha'.sido afln identi-

ficado.

8-Propiedades fisicas, quimieas y estructurales de las bacterias fotosintéticas

a-Estado natural de j.. oocierjociGioliio

Aunyuc las bacterias plrpura contienen sbélo una clase de bacterioclorofila, este pigmento
asdguicre, "in vivo!', ciertas propiedades especiales que son estrictamente dependientes del
organismo que se encuentra en estudio.

En Ja Figura 1, puede verse el e;;pectro de absorciOn de diferentes organismos, en el ultra-
violela cercano, visiblhe e infrarrojo cercano. Comparando los espectros de absorcion del
Chromatium, Rhodopseudomonas Spheroides y Rhodospirillum Rubrum (Fig.2, 3y -:)se pue -
den detectar las siguientes bandas de absorcibn:

-La banda de Soret (370-376 mu)

~-Una banda a 590 mu, correspondiente a bacterioclorofila.

~Una mfltiple serie de bandas, entre 800 mu y 890 mu, también correspondientes a bacte-
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rioclorolila,

La banda de absorcidon alrededor de 265 mu se debe, muy probablemente y en cierw mancva,

a bacterioclorofila, asi como los pequefios picos entr‘e 310 y 320 mu. Ver figuras 3 y 1.

Se pucde observar ademés, que el espectro de absorcidon del Rhodospirillum Rubrun: cs

muy similar al del Chromatium-(Figuras 2 y 3), salvo que en aquél, la banda que absorbe

a4 Ja mas larga longitud de onda, .tiene una posicion algo diferente. Esto induce a suponc¢r

que los distintos tipos de complejos de bacterioclorofila, son los responsables de los di -

ferentes espectros observados. Para una mejor comprension del tr'ab.u'jo que se desciabiri

posteriormente, los diferentes tipos de asociacitn de bacterioclorofila y protefna seran

denominados B800, B850 y B370 u 890, indicando aproximadamente esos nimeros, la po-

sicion de las diferentes bandas de absorcidn en el infrarrojo cercano, pero entendiendo que

la posicidon exacta de la banda de absorcion dependerd, en Gltima instancia, del organismo
.

estudiado.

Es de destacar que, en todos estos complejos, se produce una banda de absorcidon menor,

a-530 mu y que, de acuerdo con Duysens (1952)(12), la absorcidn a esta longitud de onda

particular, es directamente proporcional a la absorcidon en el infrarrojo cercano, para ca-

da uno de los complejos correspondientes.

Un fendmeno interesante, que se observa en las bacterias fotosintéticas, es que-las dif¢- =

rentes bandas de absorcidn se convierten en una banda Gnica alrededor de 770 mu, cuando

los pigmentos son tratados con solventes orginicos (ver Figura 2).

La absorcidn entre 420 y 550 mu, es debida, principalmente, a los carotenoides y, como

se observa en las Figuras 2, 3}y 4, existe una gran diferencia en la composicidon, para lus

distintas especices,

Son estos carotenoides los que dan el nombre de hacterias piirpura, a las bacterias foto -

sintéticas plrpura.

Mucho se ha especulado con la naturaleza de los complejos de bacberioc]orbfila. La obser-

vacion del cambio de posicidén, con corrimiento hacia el rojo, de las bandas de absorcion -

de bacterioclorofila "in vivo'", induce a suponer la existencia de un estado altaumente org: -

nizado. Tal efecto de corrimiento es observado, por ejemplo, cuando hay una transicion

dc moléculas de bacterioclorofila, monomolecularmente dispersas en solucion, hacia una

variedad de estados de condensacion (suspensiones coloidales, monocapas y microcristales)
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(Jacobs y Col.1957) 29), (Trurity Colomano 1959)(30). Este tipo de observaciones fue

el que llevd a Krasnovskii, en 1959, a sugerir que las difcrentes formas de agregacion,
eran las responsables de las caracteristicasiespectrales observadas para la bacterioclo~
rofila "in vivo''. Thomas y Col. 1956 (31) y Godheer (1957)(32), calcularon la cantidad de
clorofila que se encuentra presente, como una monocapa, en la superficie lamelar, en
cloroplastos. En el caso de las bacterias fotosintéticas, aunque no hay estrucutra lamc-
lar, la membrana exterior de los cromatoforos puede acomodar la bacterioclorofila en
monocapa.

Otrn_v.interpretaci()n que se puede dar a las observaciones anteriormente citadas, es la

de la presencia de diferentes complejos de bacterioclorofila con algunasmacromolécu--
las,probablemente del tipo de las lipoproteinas.

Este punto de vista fue sugerido, originalmente, por Wassink y col. (1939-)(33).' Luego
Oster y Billing (1957)(34) y(Oster y col. (1961)(35), demostraron que los colorgntes uni--
dos a macromoléculas, difieren fundamentalmente, ¢n sus caracterfisticas es;;ectrales, '
del colorante en solucidn. Esto proporciona una base para la interpretacion de los comple -
jos de bacterioclorofila, Recientemente, y en apoyo de esta segunda teorfa, Olson y Ro-
mano (1962)(36) y Olson y col. (1963)(37), han aislado un complejo de pigmento-proteina,
de bacterias verdes del azufre.

Pero en la actualidad, aunque la idea de complejos es generalmente aceptada, no existe
prueba directa de que la existencia de tales complejos, sea la causa fundamental del co-
rrimiento espectral antes mencionado.

Algunos resultados obtenidos por Griffiths (1955)(38), Calvin (1955)(39) y Sistrom y c'gl.-.-
(1956)(40), utilizando un mutante de Rhodopseudomonas Spheroides, que carece del cc;m
plemento natural de carotenoides, permiten suponer que las interacciones de los pigmen-
tos con los carotenoides son, en cierta forma, responsables d;e las bandas de absorcion.
En este mutante, los maximos de absoreiéon han cambiado en intensidad y nmero.
Krasnovskii y col. (1952)(41), Krasnovskii y col. (1962), ‘42)han intentado explicar las mu1t;
ples bandas de absorcidon "in vivo", y las diferencias que existen entre este estgd(_) Y S0-
lucidn, en términos de diferentes agregados de bacterioclorifila "a". Para ello, es me-
nester tener en cuenta que, las capas secas muy delgadas de bacterioclorifila, son simila---

res, en ciertos aspectos, a la bacterioclorofila "a" "in vivo'". Ahora bien, ocurre comin-~"
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mente, que las bandas de absorcibn y atin las bandas de fluorescencia en este tipo de modelo,
sean mis anchas que las bandas observadas '"in vivo'. La figura 2 muestra el espectro de
absorcidn Min vivo" para Rhodospirillum Rubrum. Se puede observar en ella, que este mi-
croorganismo presenta solamente dos bandas en el infrarrojo cercano; una a 802 y otra al-
rededor de 883 mu. Sin embargo, el espectro de 1a mayor parte de las bacterias fotosintt-
ticas muestra, por lo menos, tres bandas de absorcidon en esta zona, La Figura 3, espec-
tro de absorcién de cepa D de Chromatium y la Figura 4 de Rhodopseudomonas Spheroidos,
refleja lo expresado anteriormente. Por supuesto, que los picos de absorcidon cvidenciados
dependen, fundamentalmente, en cuanto a su intensidad relativa, de las condiciones de cve-
cimiento.

Los estudios de Bril (43) y (13), sobre absorcibon y fluorescencia en cromatdforos de Rhodos-
pirillum Rubrum, Chromatium y Rhodopsecudomonas Spheroides, han demostrado que los de-
tergentes pueden cambiar estas caracteristicas, por medio del blogueo de la transferencia
dc energia cntre los complejos de bacterioclorofila que poseen las bandas de absorcién de
mayor y menor longitud de onda, con transformacion de la forma que absorbe a mayor lon- -
gitud de onda.

Dos explicacione: alternativas pueden darse para este Giltimo fendmeno: o bien la banda de
mayor longitud de ondx €5 un estado de agregacion, que es destruido por 1a accidn de los
detergentes, o bien s¢ trata ¢2 un‘.comple.jo de proteina y bacterioclorifila que seria modi--

ficado, en cierta munera, por los detergentes.

. h=Carotenoildes en el aparats “ciosintético hacteriano

El apairato t'ntosini_;éi:ico de todos los fototrofos contiene, invariablemente, carotenoides,
pero hasta ¢! ﬁxoxnento no se ha dado una explicacidn satisfactoria sobre su distribucion.
Comq veremos, los carotenoides contribuyen a la fotosintesis bacteriana, transfiriendo la
energia que cllos absorben mas o menos eficientemente, a la bacterioclorofila, ampliando
de esta forma el &mbito espectral utilizable. De todas maneras, muchos investigadores
dudan aQn de que esta sea su _1'unci6n fundamental.

Algunos, tales como Yamamoto, Chichester v Nakayama (1962)(44), han sugerido, aunque
sin fundamento experimemal, gie los carotenoides pueden funcionar como "carriers" de

electrones o de oxigeno.



Por otra parte, el simple hecho de que mutantes que no contienen el compleis- te 111 .al
de carotenoides, puedan efectuar fotosintesis, (Griffiths y col.1955)(38), (Sist.« ny c>l.
1956)(40), (Cohen-Bazire y Stanier 1§:8)(H3), (Dworkin 1958)(46), (Bergzrony coi. 1959)
47) y (Crounse y col.__..l'.963) (48), induce a suponer que los carotenoides no estin involu-
crados en las reaccilbnes fotoquimicas primarias, Sin embargo, en e¢ste tipo de mutiun-
tes, o en las células en las que se ha inhibido la biosintesis de¢ carotenvides por medio de
'su:étanc;as :ciufmicas, la exposicif)l\.:a .la luz y oxfgeno produce la destruccion de su bacterio=
clorof.ila y; ;(;e-w}je;tualmenté',' la muerte (Griffiths y col. 1956)(38) y (Sistrom y col. 195b) (V).
Tambidn se ha efectuado este tipo de estudios, con cromatdforos aislados de estos mic ro-
organismos, los que resultaron dafiados de manera sim:ilar (Fuller y Anderson 1658).
Debido a que eéﬁe'tim de fenéme'n.o ocurre en células o’cromatdforos normales. Stunier
propuso para los carotenoides, en 1959, el papel de agentes antioxidantes efectivos, para

contrarrestar los procesos de fotooxidacidn catalizados por bacterioclorofila,

¢~-Estrgctura submicroscodpica del aparato fotosintético bacteriano:

Cuando se observgn las célul:;ts vivas 'con el microscopio dpticoe, resulta imposibie distin- ‘
guir la localizacibp de los pigmentos fotosintéticos. Lo finico que puede observirsc es la
distribucion de los mismos.

En 1925 se reconoci6é por primera vez, que los pigmentos de las bacterias parpu. s estaban
asociados con las protefnas celulares obtenibles de las células rotas (R.Wurmser, R. Ly
y G. Tessier) 1925)¢49). En 1938, (C.S. French 1938)'(50)'logr6 un sistema pigmentade il
de células, de Rhodosph:__illum Rubrum, que mostraba el mismo espectro de absorcion guc
la suspensidon original de células. Pero ninguno de los intentos efectuados para sepava: bi -
terioclorofila de spirilloxantina, tuvo éxito. Ello lleiré a French a deducir, que estos pig -
mentos desiguales estaban unidos a las mismas proteinas. Por esla época, ya se sabiz que~
cierto tipo de bacterias son fototrofos facultativos (C. B. Van Niel 1944(51). Cuando cxas -
bacterias crecen en aerobiosis y en la oscuridad, el contenido en pigmentos fotosinteticos
es extremadamente bajo.

En 1952, (A.B.Pardee, H.K.Schachmany R.Y. Stanier 1952)(52)‘analizaron,' en la ultra--

centrifuga analftica, extractos de Rhodospirillum Rubrum crecidos aerdbicamente, en la

oscuridad y fotosintéticamente, De los extractos de células crecidos en la luz podia sedimen:
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tarse ripidamente una fraccion pignientada, cuya constante de sedimentacion fue estimada
entre 190 y 200 S. EIl material sedimentado, observado en el microscopio electronico, po-
nfa en evidencia particulas en forma de disco, con un didAmetro aparente de 1100 & . Los
extractos de células crecidas en la oscuridad, no posefan una fraccién similar, Estos in-
vestigadofes dedujeron, que los pigmentos obtenidos a partir de células crecidas fotosin-
téticamente, estaban asociados con particulas que denominaron cromatdforos, adelantando
que las mismas debian ser el lugar donde se producian las reacciones fotoquimicz/ls prima-
rias. Mhs tarde, (A.W. Frenkel 1954)(3), demostrd que los cromatdforos podian efectuar
un prc;éeso tan fundamental como la formacidon de ATF, a partir de ADF y Fosfatl:o inorga-
nico.

En 1958, (A. E. Vatter y R.S. Wolfe 1958)(54), pﬁblicaron el primer estudio cito]égico en
bacterias fotosintéticas plirpura, por medio de la observacién, en el microscopio electro-
nico, de secciones delgadas. Se pudo d;etérmi-n.ar asi, que el Rhodospirillum Rubrum
crecido fotosintéticamente , contiene estlﬁcturas_, en gl citoplasma, muy similares a las
que habfan sido descriptas para los cromatdforos. -Estas particulas parecian estar .ro-
dcadas, ademas, de una membrana, En las c'élu]as crecidas en la oscuridad, no e podia
observar este tipo de p:_u'ticulas citoplasmicas. En otras bacterias, tales como Rhodos-
pirillum Rubrum y Chromatium cepa D, se podian bbservér estructuras similares, aunque
mAs pequefias.

Estos datos permitieron, inmediatamente, identificar a los cromatdforos previamente ais-
lados, con las particulas fot(')quimicame'nte. act_iva's, de este tipo de bacterias.

Por otra parte, también se pensd que los llamados cromatdforos, podrian ser un artefacto
de preparacion, resultante de 1a fragmentacion de estrucfuras mas grandes y mis complc-
jas.

En 1959, A. L. Tuttle y H. Gest (55), mostraron que otro tipo de.'rupturas, especialmente 1a
osmbtica, no ponfan en libertad cromatdferos, sino que mfs bhien, 1:od-oi el pigmento prescn--
te en la ctlula original sedimentaba a bajas velocidades, conservando este precipitado todos
-los atributos de los cromatdforos. Estos resultados tuviercn como interpretacion logica, la
de que los pigmentos fotoactivos estfin asociados con los cqmpon'e“:nte.s lipoproteicos de 1la
membrana citoplasmfltiéa{.y-o con extensiones membranosas dentro del citoplasma. De to- .

das maneras, la idea de representar a los cromatdoforos como estructuras independientes
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y organizadas, continud prevaleciendo (Bergeron y Fuller, 1961)(56).
Al mismo tiempo Drews en 1960 (67), trabajando sobre Rhodospirillum Molischianum y
Boatmany Douglas (1961)(58)con Rhodomicrobium Vannielii, 'evidenciaron que lo que habfa
sido mostrado para R. Rubrum, Chromagium y R. Spheroides, no era un fenémeno de carfc-
ter general en las-bacterias fotosintiticas. Efectivamen_te, . se compro_bb que, ¢n este tipo
de bacterids, existe un sistema lamelar situado en la periferia de la célula. Este tipo de or-
.ganizacidon ha sido también comprobado en R. Fulvum, R, Fotometricum, ;aét como en otras
bacterias parpura que no corresponden al grupo del azulre.
La teorfa de Tuttle y Gest (1959)(55), ha encontrado fundamento en las e'xperie'nc_ias realiza-
das <.:“on R. Rubrum (Cohcen-Bazire y Kunisawo, 1963)(39) (Drews y Giesb.rech‘t,. 1.963)(60), (Holt
y'Marr: 1965)(61) v con R. Svhevoides (Mrews v Giesbrecht, 1963)(60). -En estos 'casos se obser-
yb gue existeuna continuidad ffsica entre 1a membrana citoplasmaitica y las estructuras vesi-
culares citoplasméaticas.
De todas mane s, oo et ‘e no existe evidencia citologica de que
Ins estructuras vosicilaves o lamelares descriptas, representen o] aparato fotesintético, hay
pruchas circunstanciales que apoyan esta suposicion. Es asi como, por ejemplo. el contenido
de pigmentos fotosiniéticos pueds variay ¢ n amplio rango, en respuesta a diferentes inten-
siditcien de Juz v temperatura (Cohen-Bazive v coi. 1957)(62), (Gibbs y col. 1965)(63), y en los
acrobios facultativos, como respuesta a la tension de oxigeno (Cohtn Bazire, 1960)(64). El
R. Rubrum, por ejemplo, crecido aerdObicamente, contiene muy pocas incl.usioheé' vesicula~-
res. Cuando la sintesis de pigmentos sc¢ produce en condiciones de oxigeno limitado, apare-
cen, correspondientemente, mas invaginaciones vesiculares de la membl'ana citoplasméitica
(C'ohori Bazire, 1963)(65). Las célula: cue crecen a altas intensidadés de luz y que contienen -
relativaomente poces piginenlos, inuesuan, on scecciones delgadas, menos e‘struct\:lras mem-
brunosas que otras ctlulas que, crecidas a baja intensidad luminosu,.contienen. mavor canti-
dad de pigmentos (Cohen BBazire 1963)(66) (Drews v col. 1963)(60).

d-kracciones cromatoforicas

-Propiedades fisicoquimicas: Les métodos usados en la preparaciéon y purificacion de la frac-
¢ion cromatoforica, son similares a los ya desarrollados para membranas celulares. Los méAs

utilizados son: la prensa de French, homogeneizacion con alimina, lisis osmbtica y sonica~

cion, todos ellos seguidos de una centrifugacion diferencial. Se han obtenido fracciones, pesada
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y liviana, mediante el fraccionamiento del :material cromatoforico de R. Rubrum y R. Sphe-
roides (Cohen Bazire y col., 1960)(64), (Worden y col., 1964)(37). Tales fracciones han si-
do denominadas asf, por su posicidén en un gradiente. Worden y Sistrom mostraron que las
fracciones, no solo diferfan en sus velocidades de éedimentacibn, sino en sus relaciones en-
tre bacterioclorofila y carotenoides, y las bandas de absorcidon correspondientes a la bacte-
rioclorofila. . Sin embargo, todavia no resulta claro el significado fisiologico de estas dos
fracciones. Por otra parte, Gibson en 1965, en una serie de trabajos, ha mostrado que el
material cromatofdrico de Rhodoseudomonas Spheroides, posee una constante de sedimen-
tacion de 1658, lo que hace suponer que la fraceidn pesada y.liviana de Worden y Sistrom,
f)odria ser un artefacto producido por la fuerza idnica del medio.
El estudio de estas particulas con el microscopio electronico, sugiere que, por lo menos,
una gran parte del material cromatoférico estd compuesto por elementos de forma casi es~
férica. -de 50 milimicrones de diametro, lo que coincide con los datos dé- difraccion de rayos
X de Langridge (1964)(63).

-Composicidon guimica de la fraccidon cromatoforica

thmentahlememe, los-trabajos llevados a caho hasta este momento, ncgrca de la-composi-
cidon quimica de+la fraccion cromatoforica, son muv pobres. El finico estudio més o menos
completo es el reulizodo por Newton (1957)(69). En esta oportunidad, se determind que la
proteina ‘era el doble del material lipidico. » que la cantidad de fosforo inorg‘é.pico lipidico,
era el 5% de la proteina.: La composicidon en fosfolipidos, en Chromatium, resultd ser muy
simple.- Los inicos productos de hidrolisis, detectados por Newton fueron, Glicerol y Etano-
lamina. .Este investigador. por otra parte, no analizb la composicion en Acidos-grasos. Re=
sulta importante hacer resaltar,- que 1as bacterias fotosintétic_:.is-, en marcado contraste con
otros organismos fotosintéticos, no contiene’ 4cidos grasos polinosaturados y, en especial,
scido o - linolénico.

-Estructura: Es relativamente escaso lo que se ha realizado, en’cuanto a la estructura y
sub~estruetura de la fraccion cromatoforica. La primergs micrograffas electrdnicas de pre-
paraciones secadas al aire, revelan estructuras en forma de disco, relativamente homogé-
neas en cuanto a tamafio y forma. Mediante otro tipo de técnicas, se ha podido observar que
estos discos no parecen cerrados. sino que tienen forma de taza (Cohen Bazire 1963)(66), cu-

vo didmetro varia entre 200 y 900 £ . En ciertas preparaciones, - se han observado sub-uni-
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dades de alrededor de 50 A de didmetro, (LOW y col. 1964)(70). Estas subuniduacs, »on
muy similares a las observadas en mitocondrias (Stockenius 1963)(71). Algunas veces, las
subunidades se observan en forma de inclusiones en la superficie de los cromatdforos (tlolt
y Marr 1965)(72), y son muy parecidos a los cuantosomas observados en cloroplastos (Park
v col. 1963)(73).

Sobre la base de estos resultados, pareceria prematuro adelantar alguna hipdtesis sobre s

estas subunidades representan en realidad la unidad fotosintética.

9-Informacidn general sobre reacciones de fotooxidaciéon y fotoreduccidn en bacterias

fotosintéticas;

Van Niel ha demostrado claramente, usando células enteras, que la fotosintesis bacterian:.
involucra la oxidacion neta de las moléculas del sustrato, bajo la influencia de la lvz (74).
Esto ha sido puesto en evidencia en las bacterias del azufrc e¢n las cuales, varios estados de
oxidacion del azufre pueden ser detectados y correlacionados con la reduccidn del CO,.
French (75) describid la fotooxidacidn del ascorimto, por extractos de Rhodovibrio, y Vernon
y Kamen (76), l1a del citocromo "c'" de mamiferos, por extractos de R, Rubrum. Mis tarde
(77)se observd que esta misma reaccion trzmscu.rria en anaerobiosis, si se agregaba un accp
tor de electrohes, tal como el fumarato.

Ibafiez y Lindstrom (78), extendieron los estudios sobre la fotooxidacidn del indofenol redu
cido, y comprobaron quc existe un acoplamiento entre la fotooxidacion del DPIPH2 y la fo--
torreduccion de sulfato.

De los experimentos descriptos méas arriba se dedujo que el citocromo '.'c" reducido y ¢}
DPIPHZ, eran fotooxidados de una manera similar a las reacciones que ocurren durante c)
proccso de fotosintesis. Una prueba més directa de la oxidacidn del citocromo, como reac
¢idn primaria en fotosintesis en hacterias, fue ob;aenida , independientemente en 1954, por
Duysens y Chance (20) (79), poniendo en evidencia la reduccion de citocromo "in situ'. Es
ta reaccidn fue estudiada lucgo por Chance y Smith (80) y por Olson y Chance (31) (32), La
fotooxidacidn del citocromo tiene lugar a temperaturas tan bajas como 80° K (21) lo que indr-
ca que esta reaccidn no involucra mecanismos de colis}f_m caracteristicos de las reaccionces
quimicas comunes, sino que, mis bien, representa una transferencia electronica divectadel

citocromo, que debe estar en contacto intimo con el centro de reaccion.
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Reuacciones similares en cromatdforos aislados de R. Rubrum y de R. Spheroides,  ypueden
observarse en la fotooxidacidn del citocromo e y en la fotoreduccidn del citocromo "h,
Sin embargo, cromatdforos secos y afin céh;las ehteraS de R. Rubrum y de R.Spheroides,
no muestran una fotooxidacidn de citocromo a 77° K (28), lo que indica una menor estabi -
lidad estructural d(_el centro de reaccidn, cuando se comparan cstas bacterias con ¢l Chroma-
tium, a bajas temperaturas.

En las células del Chromatium, tres djl'erentes citocromos (C 422: C 423,5: C 426) son ¢ -
dados pr;l* Jlumindcién. De los tres, el C 423, 5 es fotooxidado p"referencial.mcnte, sobre todo
a hajas tc—h:peru,turus ’(8])(82). Sin embargo, en cromatdforos secos, el C 422 parece estar
favorecido (83).

F! npoder oo las-células de Chromatium, para fotooxidar el citocromo a la temperatura d-:
nitrogeno 1Iqui_d_o. .indiqa una transferencia fisica de clectrones entre moléculas de bacte
rioclorofila y ci'tocrom.f)s. Una mayor informacién sobre aste tipo de reacciones, puede o'y
tenersce de las exper"iencius de Chance y colaboradores (34), quienes examinaron el efecto
de la viscosidad del medio en Chromatium y R. Rubrum. Se pudo obsevvar que ¢l efecto del
medio era de_spr.egiable. Sin embargo, las reacciones en la oscuridad que se obtuvicron
en estas experiencias, eruan sensibles a la presencia del glicerol, lo que indica que sc tro-
taba de reacciones’ enzimiticas comunes.

Los resultados obténido:;'ccn Chln_)ropseudor_nonas Ethylicum y Clhorpbiumthiosulphuu)phi--
lum (85), demuestran que las reacciones descriptas son de tipo uni_v;ersal y due debido a

su insuns’ibllidad. ala viscosidad del medio, parecen ser originadas por bacterioclorofila

en el centro de I.'eacc_i(m"t;-lel cx‘or;latéforo, representan;io una de las reacciones fotoquimi-
cas primarias de la f.oto'sintesis hacteriaﬁa.

Los cromatbforos de R, Rubrum, son capaces de oxidar citocromo "¢ de mamifero (77),
ascorbato (75) y la forma rec_iucida de un gran nﬁmefo de colorantes que incluyen DPIP,
Azul de Metileno, Fenazina metdsulfato (77) y FMN, E!l ascorbato y el DPI}*, forman un2
parcja de tipo redox que es rApidamente fotooxidada por los cromatdforos(86) y (87). En es-
te caso, el ascorbato reduce al colorante de indofenol, - quimicamente, el que luego reaccio
na con ¢l sistema fotoquimico. La fotooxidacidn del Ascorbato-DPIP, ha,sido acoplada a L

reduccion del oxigeno (87), del rojo de metilo, y azul de tetrazolio (86). Los cloroplastos
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son capaces de llevar a cabo una reaccidon similar usando, en ese caso, el sistema foto-
cquimico I. Este es un tipo de reacciones fotoquimicas idénticas, para plantas y bacieriuas.
Posteriormente se demostrd que la fotooxidacidén.del DPIPH, se produce en dos fases (88).
Si solamente el DPIP H2 esta presente, tiene lugar una muy répida aunque limitada reaccién.
31 se agrega NAD o fumarato, la reaccidn inicial es seguida por una segunda fas¢ més lon-
ta. Se supone que la primera reaceidon corresponde a la reduccidn de un componente endoge: -
no, probablemente una quinona. Lo mismo se observa (89) con TMPD, azul de metileno y
citocromo "' reducido. El ferrocianuro c.e potasio no es efectivo en este tipo de ieaccim.
Con Chroinatihm o R.SEpheroides, tambiln se observa la reaccion 'inicial, pero el agreg:do
de NAD o fumar..'ato, no produce una rececidn secundaria mis lenta.

Clayton (9(.)),’ 'ha. relacionado los cambios inducidos por la luz en la regidon entre 240 vy 3
mu, con la reduccidn de ubiquinona, y también ha mostrado una relacidén unitaria entre ci
citocromo 'o:;idado y la ubiquinona re¢ducida. Bales y Vernon (91), también observaron un

-

cambio en 280 mu con R. Rubrum, el que fue atribuido a ubiquinona que acompafiaba a la

iotooxidacidn del DPIPHZ.

1o-Reacciones de fotoreduccidn:

La fase reductul'a, en el proceso de fotosintesis, se poné de manifiesto en la reduccidn del

C 02.

Los experi‘meqtos ya mencionados de 'Pfench (75) y Vernon y Kamen (87), demostraron la
capacidad de-lo; cromatdforos de R. Th.‘;b]-i":lm, para fotoreducir oxfgeno. Frenkel (92) mos-
d que el NAD es fotoreducido po; fragmentos de cromatdforos de R. Rubrum, acoplado a
'a fotooxidacibn de-FMNHZ. MAs tarc‘;e., se observd que esta reaccidon podfa ser acoplada

2 1a oxidacibn de succinato 93) y (54). ﬁozaki (95) demostrd que el DPIPH2 podfa servir
zormo dador de hidrogeno.

Se han descripto otras fotorreducciones que involucran rojo de metilo, azul de tetrazolio(86),
DTNB (96) y sulfato (78).

C onsidglja_ndo la fotorreducci6n del DTNB (96), debe tenerse en cuenta que esta reaccidn re-’
wiere la presencia de un colorante, tal como benzil o metil violdgeno. Al parecer el agen-

e que es reducido primero es el colorante, el que luego reacciona quimicamente. Esto de-

ermina que se incluya a los colorantes de violdgeno, en la lista de las sustancias que puc-




den ser reducidas, directamente, por los cromatodforoes.

La fotorreduccidn de piridin nucledtidos, es una de las reacciones que se observa después
de iluminar las céltlas de bacterias fotosintéticas, y parece estar acoplada a la fotooxi-
dacidn del citocromo ''c'". Un muy buen resumen sobre la reduccidon del NAD, ha sido rea-
lizado por Vernon, acerca del cual no entraremos aquf en mayor detalle (98).

La ubiquinona ha sido postulada como aceptor nvrimario en fotosintesis en bacterias (99) y
(100). Los recientes experimentos de Zaugg muestran claramente una recaccidn acoplada
entre la fotooxidacidon del citocromrmo v 'a rcduccion de ubiquinona, en R. Rubrum.

La iluminacidn, en un sistema que contenfa citocromo "¢" reducido y ubiquinona 2 6 6,
produjo una transferencia de electrones entre el citocromo y la ubiquinona; la reaccidn era
reversible en la oscuridad. Zaugg y col. (101) han extendido sus investigaciones. en las
reacciones acopladas con la reduccidn de ubicquinona, para incluir fenazina metosulfato,
Aquf también se produce una fotooxidaci6n inicial muy rapida (8 a 10 milimoles/h. mg bcl. ).
Esta reaccidn es muy similar a la mencionada anteiiormente, v podriamos esquematizar-

Ia de 1a siguiente manera:

PMSH2 + UQ --» PMS + UQH2

PMS + UQH, -— PMSH, + UQ

11- Secuencia de transferencia de electrones en el cromatdforo bacteriano:;

Vernon ha propuesto un esquema (Ver Esquema 10 en el Capitulo IV), para la secuencia de
transferencia de electrones en R. Rubrum, que tiene en cuenta los resultados anteriormen-
te mencionados (98).

De acuerdo con Vernon, tal esquema debe ser tomado solamente como una hipotesis de
trabajo, en la que se supone que los caminos fotosintéticos y oxidativos, contienen compo-
nentes similarves. Sin embargo, los componentes respiratorios y fotosintéticos pueden cstar
en cadenas separadas, pero interrelacionadas, y en una muy grande proximidad ffsica.
Chance (102) ha propuesto un sistema similar, basado en analisis cinéticos, en el cual la N
finica diferencia con el propuesto por Vernon, y aquf presentado, es un componente que &l
denomina "X" y que. lo sustituye en lugar. de la Férredoxina.

Horio y Yamashita (103) han propuesto un esquema, en el cual el RHP se encontraris situa-
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do entre la flavoproteina y la guinona.

En e! esquema 10 (Capitulo [V) se obscerva qiic hay dos camino:: que llevan a la ubiquinona,
basados principalmente en la evidencia presentada sobre la fotorreduccion del fumarato,

y el NAD (89). A partir de esta evidencia se ha deducido que ¢l NAD no cae en el siste-
ma ciclico de transferencia. La inclusién de FMN en este lugar, se debe, principalmente ,
al hecho de que el FMN estimula la fotorreduccion del NAD y no tiene efecto sobre la re-
duccién de fumarato. El succinato y el fumarato reaccionan con la ubiquinona, para la
cual se ha establecido un rol central, en el fotometabolismo del R. Rubrum (104), debido
al hecho experimental de que la ubiquinona puede ser reducida en la oscuridad, por succi-
nato, cn presencia de fragmentos de R. Rubrum (105).

Es posible que la porcidon de la cadena que esti entre NADHy RHP, pueda funcionar co
mo NADH oxidasa, en la oscuridad. Esto implica que, al carccer estos organismos de la
oxidasa tradicional, el candidato para este propodsitc sea el RHP (106) (103).

Los componentes que son fotooxidados por los eromatdforos, se muestran interaccionando
con citrocromo "c2'". La razon fundamental para proponer este punto de entrada, es que la
fotooxidacion de estos componentes no se ve afectada, apreciablemente, por inhibidores
respiratorios como antimicina A y HOQNO, a concentraciones a “is cuales el proceso de
fotofosforilacidon estd completamente inhibido. Los experimentos de Nishimura, indican
que estos inhibidores actiian en algin lugar entre el citocromo "b" y el citocromo c2.

La entrada de DFI PHz y otros compuestos fotooxidables, a la altura del citocromo "c¢2",
es también concordante con ¢l hecho de que el citocromo "¢2'" no se encuentre unido a los
cromatdforos. Esto indica que el citocromo '"c2'", se halla relativaizente evpuesto al me- .
dio acuoso, y , en consecuencia, seria un sitio de accién para estos componentes. Tam-
bién la fotooxidacién de PMS y citocromo "'c", estudiada por Zaugg y col. (107) (101), aco
plada a la reduccion de ubiquinona, muestra un perfiodo de retardo inicial, indicando que
el PMSH2 y el citocromo '"¢" agregado, estin reaccicnando a través de algin componen-

te endbdgeno de la cadena.
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INFORMACION GENERAL SOBRE BACTERIAS FOTOSINTETICAS

A -- Generalidades
Las bacterias fotosintéticas conocidas hasta ¢l presente, comprenden tres grandes grupos,
a saber,

1 - Las bacterias verdes del azufre o Chlorobacteriaceae, representadas por los
generos Chlorobum y Chloropseudomonas.

2 .- Las bacterias pGrpura del azufre o Tiorodaceae, siendo las mas conocidas las
espceies Chromatium y Tiospirillum.

3 . Las bacterias purpura no pertenccicentes al grupo del azufre o Atiorodaceae, con
los bien conocidos géneros de Rhodopscudomonas, Rhodospirillum y Rhodomi-
crobium.

En el presente trabajo nos ocuparemos de un miembro representativo de cada uno de los
grupos dos y tres,

Tal como su nombre lo indica,lus Chlorobacieriaceae son de color verde, mientras cque las
Tio y Atiorodaceae se presentan en varios tonos de parpura, rojo y marron.

Todas las bacterias fotosintéticas contienen bacterioclorofila y carotenoides, y las diferen-
cias entre los ¢olores de distintos cultivos dependen, principalmente de variaciones en la
naturaleza o en la composicidtn de sus carotenoides. Ademas, el color puede scr influen-
riado por las condiciones de desarrollo, Por ejemplo, cultivos de bacterias del azufre,
parpura y verdes, que crecen en presencia de sulfuro, son visualmente opacos, debido a
la presencia de globulos de azufre de alto poder refringente. En las tiorodaceae estos glo-
bulos se encuentran en el interior de la célula, mientras que en la Chlorobacteriaceae

-que son mas pequeiias- se hallan en el exterior. Si se desarrollan en presencia de sulfuro,
y éste ha sido oxiduado totalmente a sulfato, los cultivos se hacen mas transparentes y su
coloracidn mas intensa, estableciéndose una tonalidad diferente.

Micentras que la division en bacterias verdes y parpura es relativamente sencilla, pues se
basa fundamentalmente, en €] color de los organismos respectivos, la sub-divisidon entre
bacterias parpura del azufre y las que no pertenecen a esta categoria, se basa c¢n el hecho
de que las Tiorodaceae son predominantemente autdtrofos, mientras que lis Atiorodaceae

son heterotrofos.
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La distincidn no ¢%. sin embargo, tan senrcill como alguna + .- se creyd. Es verdad que,
en [u naturaleza, las Tiwobacteriaceae --como tipicas bacterias del azufrce- cstan siempre
asociadas con la presencia de acido sulfhidrico (que ellas oxidan a sulfato) mientras que
las Atiorodaceae no lo requieren, dependiendo de la presencia de sustancias orghnicas. Pe-
ro pequenas cepas de Tiorodaceae (que hasta fecha reciente eran las finicas que se obtenian
en cultivos puros) pueden c¢recer también en un medio carente de dcido sulthidrico y usar,
en cambio, un gran nimero de compuestos organicog, comporitindose, en este aspecto,
como la Atiorodocecae. 1.0 mismo, pero en sentido inverso ocurre con ciertas cepas de

las Atiorodacceae.

B - Detulles sobre el Rhodospitvillum Rubrum

Como se expuso precedentemente, el Rhodospirillum Rubrum integra el grupo de bacte-
rias parpura, Atiorodaceae, es decir, no perteneciente al grupo del azufre.

Se trata de bacterias espiraladas, gram negativas, que se encuentran ampliamente difun-
didas en aguas estancadas v lodo.

Cultivos " venes de Rhodospirillum Rubrum, ponen e¢n evidencia su movilidad, producida
por la existencia de flagelos polares, Debido a su necesidad de nutrirse con compuestos
orginicos, estas bacterias son incapaces de crecer en medios estrictamente minerales,
atin en condiciones que permitan o favorezcan la asimilacion de hidrogeno.

El tamafo v las caracteristicas de la espiral de las células, depende de las condiciones
del medio ambiente durante el periodo de desarrollo.

El ancho de las células varia entre 0,5 + 1,5 micrones y su longitud, entre 2 y 50 micro-
nes.

La distancia entre espirales consecutivas es de 1 a 4 micrones; el didAmetro aproximado
varia cntre las cifras sefialadas precedenteniente. Las células desarrolladas en un medio
de malato, tienden a producir espirales achatadas. Es importante. para obtener un creci-
miento no floculento, mantener la concentracidon de idon Ca, dentro de ciertos limites.

Las células son altamente coloreadas por la bacterioclorofila y los carotenoides, princi-
palmente spiriloxantina, Los cultivos completamente desarrollados son de color rojo par-
do, y despiden un olor caracteristico, que recuerda al de las levaduras.

Las células pueden se1 adaptadas para el crecimiento aerdbico o anaecrébhico. Durante est

Gltimo es cuando se produce cnergia, mediante un proceso fotosintetico. El desarrollo re-
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sulta posible en un amplio rango de pll, que varia entre 6y 25,
La temperatura optima de crecimiento se sitha entre los 27y 32 (.
El rApido desarrollo fotosintético de estas células, depende de la disponibilidad de un da-
dor de hidrogeno. Otros resultados indican que ¢l metabolismo del Rhodospirilum Rubrum,

en la oscuridad, depende, principalmente, del ciclo de Krebs,

C  Detalles sobre el Chromatium

Los Unicos cultivos puros de esta bacteria purpura del azufre, son pequeias especics de
Chromatium, género que puede ser definido como una tiorodaceae, cuyas células adoptan
una forma ovolde v s¢ movilizan por medios de un unico flagelo polar. Cuando las células
sc¢ desarrollan en un medio que contiene sulfuro, depositan en su interior grianulos de azu-
fre que desparecen posteriormente, cuando todo el sulfuro ha sido usado.

Es muyv probable que los cultivos empleados habitualmente, inclusive los denominados Ce-
pa D.deban ser asignados al grupo que incluye al Chromatium Mirrus, Chromatium Graci-
lis v Chromatium Minutissmun.

Estas diversas especies, han sido establecidas sobre la base de diferencias de tamaifio. Pero
como las dimensiones sefnaladas por difcrentes investigadores, presentan un muy amplio
rang» de variacion, resulta posible afirmar que una distincion de las especies, fundamen-
tada de tal manera, puede resultar arbitraric.

Los cultivos puros de que se dispone en la actualidad. son anaerobios, y pueden ser desa~
rrollados en medios minerales, libves de vitaminas, utilizando sulfuro, tiosulfato, hidro-
geno o bien, simplemente compuestos organicos oxidables. Se ha observado que, en me-
dios que contienen sulfuro, las células pueden variar considerablemente, de tamafo y for-

ma. Este fendbmeno se debe, principalmente. a la concentracion de sulfuro y al pH del

medio.



CAPITULO 111 -2

METODOS. APARATOS y MATERIALES

A Meétodos

1 = Medio de cultivo utilizado para ¢l erecimiento del Rhodospirillum Rubium (Cepa S 1)

El medio de cultivo ¢ ntiene los siguientes componentes, por litro de agua destilada:

Acido DL - malico 6,0 gm.
Acido L - glutamico 2,0 gm,
Extracto Difco de levadura 0,83a1,2gm.
K H, PO, 0,6 gm,
MgSO,. 11,0 0,2 gm.
CaCly. 2 11,0 50 mg.
I-‘eb‘()4. 7'12() 3 mg.
Biotina 1,4 mg,
Solucidon A 1 ml.

Solucion A+ (Proporciones para 100 gm, de agua destilada)

Zn(NOg3)9. 6 HoO 25 mg.
MnSO,. 4 Hy0 210 mg.
Cu(NO3)2. SHZO 20 mg.
H3B04 280 mg.
NuMoO_l. 2H20 75 mg.

El medio de cultivo se ajusta a pH 6, 8 con NaOH (se requieren aproximadamente 4 gramos
por cada litro de solucion); se coloca luego en hotellas de cuello ancho y se procede a su
esterilizacion,

Un medio sdhido de la misma composicién se puede obtener si se agrega de 1 a 2% de agar,
antes de proceder a su esterilizacidon, Generalmente se 1nicia el crecimiento en medio 1f-
quido, a partir del medio solido, por crecimiento en hotella de 50 ml. de capacidad. Se
transfiere lucgo a botellas de 250 ml y se obtiene, de esta manera, suficiente cantidad de
células viabhles como para crecer cn mayores cantidudes de medios de cultivo.

En general se utilizan botellas de 2 lhitros, iniciando el desarrollo por el agregado de un

3 a 5% de indculo, que estd formado por células cultivadas durante 2 dias en medio l{quido

Se obti=ne de ¢st manera un desarrollo exhuberante y las células se encuentran listas pa
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ser cosechadas después de 40 horas de drf sarrollo.

z = _Medio de cultivo utilizado para el crecitinento del Chromatium (Cepa D)

Consiste en dos soluciones que contienen minerales, las cuales se tratan en autoclave y se
mezclan inmediatamente, antes de agregar ¢l indculo. El procedimiento de crecimiento de
indculo v de preparacion de medios sdlidos, es el mismo que el descripto para el Rhodos-
pirilluni Rubrum usando, por supuesto, en este caso, el medio mineral de Chromatium.
Cuandc :c¢ requiere un crecimiento exhuberante sc puede agregar un 0, 2% de malato de

sodio.

Solucii >~ .\ : (Prcyorciones para un volumen final de un litro de solucidn)

NacCl 10 gm.
NH,4Cl 2 gm,
KHZF’O4 1 gm,
CaCly. 2HoO 0,2 gm.
Solucidén Larsen (113) 2 ml.
SO4H, concentrado 9 ml.

Solucidn B : (Proporciones para un volumen final de litro de solucidn)

Na?‘CO3 12,6 gm.
Na2 S2 04. 5 HyO 6,0 gm,
EDTA 0,2 gm
Na,S. 9 HyO 1 gm.

Como se ha mencionado mis arriba, estas soluciones se tratan en autoclave, por separadoe
r Tuegn, para su ugo, s¢ “~czclan en itaalcs volitmenes., El »li resultante ¢s de 7, 5.

El crecimiento se 1nicia -como para el Rhodospirillum Rubrum- con un indculo de 5% en
concentracidon final. El tierapo de desarrollo es un poco mis largo que para el Rhodos-
pirillum Rubrum, pudiéndasc recoger !as ctluics iuezo de 48 hs. Ia temperatura optima

de crecimiento ecth dentro de los mismos limites que para el Rhodospirillum Rubrum.

B - Aspectos metodoldgicos comunes para el Rhodospirillum Rubrum v el Chromatium

1 - Centrifugacion de células v preparacidn de comatdforos:

El método de preparacidon de cromatdforos, es esencialmente el mismo para el Chromat
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y ] Rhodospirillum Rubrum,

Sc basa en Iv ¢enf-ifugacinn diferencial de 1os extractos de células obtenidos después de la
ruptura de las mismas.

Luego que las cilulas han crecido entre 32 y 48 horas, la suspensidon es centrifugada en
una centrifuga Sorvall, modelo R, de flujo continuo a 12, 000 rpm,

Unua vez sedimentadas, las células son lavadas por rgsuspensién en Tris buffer .01 M

pH 8,1, repitiendo la operacidn dos veces.

Lucgo las bhacteris< son resuspendidas en una solucidn del mismo buffer, hasta obtener una
concentracidn de aproximadamente de 300 mg, de peso de células himedas por mililitro
de solucidn. Resulta conveniecnte el uso de esta concentracidn final, ya que experimental-
m. nte —durante Ia operacion de ruptura de las céiulas—- se ha observado que, a mas altas
concentraciones, se produce un ripido descenso en el porcentaje de células rotas, y que
a4 moneres concentraciones se producen particulas de tamafio muy pequeiio y muchas veces
ur2a solubilizacidn de enzimas y cofactores esenciales para las actividades fotosintéticas

a detcrminar . Por lo tanto, con esta suspension dptima, se procede a la ruptura de las
ctlulas.

Se han ensayado varios métodos, pero los resultados, en cuanto a porcentaje de rupturas
han sido los mismos, produciéndose Ia finica difirencia, en el tiempo requerido para el
tratamiento. Es por eso que, teniendo sblo en cuenta el factor tiempo, se ha usado, a
través de todo cste trabajo, la ruptura por medio del ultrasonido. Los otros métodos en-
sayados son: la disgregacidn por medio de alimina y la prensa de French.

En todos los casos, el porcentaje de rupturas cs de alrededor del 95%, comprobado expe-
rimentalmente por observacidn microscdpica de los extractos de células, antes y después
del proceso de ruptura.

La sonicacidon sc llevd a cabo en un oscilador ultrasénico Rayteheon 10 KC, a mAximo po-
der. Son varias las condiciones requeridas para realizar una buena sonicacidon, siendo prr
l:ablemente, 1a mAs importante, la concentracién de células y el tiempo de sonicacidn, ha
biéndose establecido para Chromatium y Rhodospirillum Rubrum, condiciones optimas ¢n
cada caso, Mas tarde se comprobd que era un factor importante, la temperatura a la cui

se efectuaba la ruptura, para la preservacidon de la estructura de los cromatbdforos, eli-



gitndose tanto para ¢l Rhodospirillum Rubrum como para o Chyaogmatium, -4 C,

El ticmpo requexrido para la ruptura de Chromatium es de 4 minutos, mientras que para el
Rhodospirillum Rubrum es de 1,5 a 2 minutos.

Una vez chtenido el extracto de células rotas, se aplica, como ya se ha mencionado, un mé-
todo de centrifugacion diferencial, para la obtencidn de la fraccidon cruda de cromatoforos.
El extracto es centrifugado a 15, 000 rpm, durante 10 minutos, para eliminar células y
fracciones mayores, repitiéndose luego el proceso de centrifugacién, una vez mi-ls . Pos-
teriormente, el sohrenadante de esta operacidn es centrifugado a 144. 000 x g. durante 90
minutos. Dcbe tencrse ¢n cuenta que, en estos tiewnpos de centrifugacidn, no estan incluidos
los de aceleracion v desaceleracibn,

Lucgo de L. Glvima contridugacion, cl precipitado conticne todo el pigmento original y el so-
brenadante, una serie de proteinas y algunos pigmentos solubles.

Finalmente :os cromatoforos sedimentades son resuspendidos una vez mas en el mismo
buffer, csta vez hasta una concentracion final de proteinas de 10 mg. por mililitro. Esta
concentracidon es dHptima para una posterior purificacién de la fraceidn cromatoforica asi
sedimentada.

En el Esquema 5 siguiente, puede observarse con facilidad, el proceso de la operacidn

descripta precedentemente,

2 - Método usado en la purificacion de cromatdforos

Sc ha comprobado, cxperimentalmente, que la fraccidn cromatoforica obtenida en las con-
diciones mencionadas en el punto 1, todavia contiene impurezas, principalmente proteinas
que pueden ser climinadas por alguno de los siguientes métodos: Electroforesis sobre gel
de poliacrilamida, centrifugacidén en gradientes de sacarosa o centrifugacion en gradientes
de medios densos no viscosos, tales como soluciones de cloruro de cesio o de rubidio. ILo:.
métodos de purificacion usados en este caso fueron el de gradiente de sacarosa o de cloru-
ro de cesio. Ambos métodos son muy sencillos. Este Gltimo consiste en una centrifugacis
de la fraccidn cromatoforica que contiene, aproximadamente, 10 mg. proteina/ml. de sus-
pensibn depositada sobre una capa de solucidn de cloruro de cesio al 50%. El procedimier
to correspondiente se¢ ilustra en el esquema 6. El método mediantc gradiente de sacaros:
se lleva a cabo, asimismo, por una centrifugacidon en un gradiente de sacarosa discontinu

En el esquema 7 se puede apreciar el desarrollo de este proceso y en la IFigura 5 una fotc



ESQUEMA B

OBTENCION 0E FRACCIONES CEOMATOFORICAS
LAVADAS

CELOLAS COLTIVADAS ENTRE 32y 48 HIORAS

N

|

CELOLAS LAVADAS EN TRIS BUFFER.O1 M- PH 8.1 (300 mg. frot /mL )

| /
N

|

EXTRACTO tE CéLUL/\S FOTAS . 10 MINUTOS A 12000 rpm (10 AMNUTOS A

L 20.000 % g P
SOBEENAOANTE CeLOLAS INTACTAS
— ~" — Y TeOoZOS MAYOERES

| l 10 MINUTOS A 20.000 x g

SOBEEVALANTE EESTO 0E TROZOS MAYORES

_ I S0 MINUTOS A 144000 g
FrACCION CEOMATOFORICA  SOBEENAGANTE
(CESUSPENSION EN BUFFER OFIGINAL)

_ l 90 MINOTOS A 144.000 x g
CEOMATOFORDS SOBRENADANTE
LAVADOS (LIQUIDG OE LAVADD)




EsQUEMA &

PURIFICACION DE CROMATOFOROS EN
CREADIENTE DE CLORUOUKRO DE CESIO.

16 mL. FRACCION TrROMA -

1 TOFORICA LAVADA

| 10 mg. PROTEIRA /mL.

|
|
}

-
|

120 MINOTOS A105.000x9

)

FOTOR ¥*30 ULTEACENTR -
oo L

FOGA SPINCO

AL COMENZAR. LA
CENTRIFOUGACION

y

&ml CsCL ALBO % EN
Teis DUFFER.OIM PH 8.4

AL TERMINAR LA
CENTRIFOGACION



ESQUEMA T

PURIFICACION DE CROMATOFOROS
EN GRADIENTE DE SACAROSA

7

, &ml FrACCION Croua .
TOFORICA {AAPURA
(1o mg FrotEINA/mL.

s 8ml SAcAarcsa 4%

120 MINUTOS A 105.000 xq

AL COMERZAK. LA
CENTRIFOGACION

VAN

Foror. N*30 ULTEACEN -
TR FUGA SPIRCO MoIELO L

> 8ml. SACAEROSA 28%

) 8ml. SAcAEROSA 57%

AL FINALIZAE. LA
CENTRIFUGACION



FicorRA 5

vistriovucidn dei meterial pigmentado despuss de la centrifugacibn de
.08 crumatéforos de shodospirilium nudrum en un gradiente discontinug
40 sacarosa, durante dos goras = 210,000 x g« 21 zradiente se compone
Jde iguales vollmenes de vuriaas soluciones ae sacarvsa ( Joncentrazeilbn
51 - 20 y 15 % )
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después de finalizada la centrifugacion.
Se observa que, a fravés de los diferentes pasos empleados ¢n la obtencidn y purificacion
de la fraccion cromatoforica, se¢ elimina proteina no pigmentada y por consiguiente, la re-
lacion de bacterioclorofila a proteina aumenta, hasta llegar a un valor constante después
del proceso de purificacion. Estos rcsuitados se encuentran registrados en la Tabla 1.
Como 3¢ verf mis adciante, cuzndo ics aifereuntes pasos dcl proceso de obtencidn y pu-
rficacidn, son levados a ¢:bn de acucrdo con esta deseripeidn, la fraccidn cromatoforica

¢s altamente homogi{ren a In observacidon con ¢! microscopio clectrdnico.

3 - De'ermirnc’®n o bBeetorise’ore fln

El método consiste cn 11 extincce:;in y Jdeterminacion espectrofotométrica de 1a bacterio-
clorofila.

Es sabido que cuando les cromatdferes son extraidos con solventes orginicos, tales como
acctona o metanol, la bacterioclerefila es detectada en ¢l extracto, presentando solamen-
te un pico en cl infrarrojo a 770 inu. (Ver Figura 3), Clayton (111), trabajando con bacterio-
clorolila purificada, detcrmind que ¢l valer del coeficiente de extincidon molar de la bacterio-
clorofila, en solventes orginicos, es de 75. Este valor es especialmente cierto, cuando la
extraccidn es realizada con una mezcla de acetona y metanol en la proporcidn 7 a 2.

Con este proposito es importante recordar que la aplicabilidad de este dato es correcta,
cuando la cantidad de solvente acuoso, en el extracto de solventes orgfinicos, no es mayor
de 1 a 100y, preferentemente, de 1 a 200, Es decir cue con el proposito de determinar
bacterioclorofila por este método, se extrae generalmente entre . 03 a . 05 ml. de la sus-
pensidon cromatoforica, con 5 ml de la mezcela anteriormente mencionada de acetona y me-
tanol. ks importante recordar, que si bien los pigmentos fotosintéticos son cstables en su
cstado natural en la célula o bien cuando se encuentran formando parte del cromatéforo, el
agregado de solventes organicos, con la consiguiente soluhilizacion de la bacterioclorofila,
determina que esta sea sumamente sensible a la luz. Es gor c=o que todo el proceso, inclu-
yendo la extraccidn, la consiguiente centrifugacion de las proteinas y la lectura del extrac-
to en un espectrofotdmetro Beckman DU, no debe llevar rciis de 5 minutos, para evitar la
fotooxidacidon de la bacterioclorofila, aGn bajo condiciones de muy débil iluminacion,

Se usa, en este caso, un valor de 990 como peso molecular para la bacterioclorofila, de



TABLA |

RELACION ENIRE BACTERIOCLOROF{LA vy
PROTEINA EN RIOVOSPIRILLUM RUBKUM y
CHROMATIOM, A TRAVES DEL PROCESO tE
OBTENCION v PORIFICACION 1E CROMAIOFOROS

. . - RUSOOSPIRILLUM RUBROM CHEROMATIOM
IGNA . .
DESIGNACION Ug bel /mg PrOTEINA OD530/mg PROTEINA
CELULAS ORIGINALES 10- 15 030
DESPUES 0E LA SONICACION 10 - 15 030
DESPUES 0E LA SEGONIA
ZENTRIFOGACION QURANTE
10 AMNUTOS A 20.000 x9. 20-25 oG
CROMATOFOROS LAVAIOS 35 0BG
CROMATOFORDS LAVAICS
Yy PORIFICANOS BN Cs CL 29 ,o-12
bel i BACTERIOCLOROFILA

mg PEROTENA : MILIGRAMKOS 0E PROTEINA TOPAL

ODE3O © ABSORBANCIA A 530 milimu



muare it de pode s efectny [a conversion aug,

r.onetudo Cxoattomens opradoaible s se trabuja o suficientemente ripido como para evi-
i desaaeciton det pigmento a determinar.,

Ei va! e que Cluy ton »o- o ogenda para Chromatium, para el coeficiente de extineidn molar,

eode 90 1Ty

Er Chromulivm, sin ecmbargo, nos fue imposible usar este método de determinacidi, ya que,

Pt viveunatancia s san ne determirades 1o adic 7w de < 3ivente orglnlics 2 ias fracciones ob-

tenidas por medio de Triton X 100 si bien permiti? ¥ exteacri%p de "o: pigmentos, los re-

sulttdos 11 1 even ceproducibles iehide principalmente, a la destruccidn de la bacterioclo-

Coven T Corsdeoanteooemente . nn kv unn razén conereta que explique este

Schervaads on et coss de Chrematiom, ja comparacidn de 1a banda de absorcion carecte~
Coties dedn boeteeat 0 T T e vive™ o 39U mu. Es discutible 1a validez de los resultados
shioatdos con la aplicacion de ¢xte criterio. Se puede argumentar en contra, que si bien
~e-rfa un buen metodo para comparar la concentracidn relativa de bacterioclorofila, en
d. = "acciones similares, el caricter de esta banda de absoreidn puede no ser transitivo,
con ¢! eonsziguicnte caumbio en el cveficiente de absoreidn melar. De todas maneras este es
un argumento que, Sj bien puede ser cierts, no existe prueba de que 1o sca efectivamente,
di vrrern quooen el momerto en e se establezea ia valiaez de un argumento en contra,
Cot oy o det oo ns D e verdade ot Cocliciente Je extineidn., serd muy senci-

ito efectuar ia conversién del dato presentado en esta tesis, transformindolo en el valor

redi.

4 - Método de determinacién de proteinas

Para esto se ha usado el método de Lowry (112) v, lo Gnico que se describe en este punto,
<5 el métedo de yrerarvacion del extracto de proteinas cuya concentracidn se desea deter-

minar,

Primero. (2 Importonie tener én cuenta e los extracto- de eromatéforos deben ser trata-
dos, d¢ cierta manera, pora roder efectuar el anilisic de proteinas, pues se ha comprobad
experimentiimente, que i~z pigmentos interficren en el valor obtenido.

Para esto se precipitan las proteinas con acetona-metanol en la proporeién 7 a 2, se cen-
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trifuga, y el precipitado se reextrae con ¢l mismo solvente. t'osteriormente, el precipita-
do de proteinas se seca al vacfo y luego se resuspende en HONa 1,0 N y se homogeiniza en
un "potter" de vidrio esmerilado. Se calienta a 100°C durante 10 minutos, lo que ayuda a la
suspension del precipitado, y luego se toma una alfcuota, con la cual se determina la con-
centracion de protefnas. Se ha comprobado que este tratamiento no interfiere con el proce-
so de determinacion, y que la alcalinidad de l1as muestras no es obsticulo para obtener re-

sultados reproducibles.

5 - Determinacion de citocromos

Existen muchos métodos que tratan la separacién de los diferentes citocromos, y su deter-
minacidon por medio de la observacion y comparacién de sus espectros oxidados y reducidos.
También existen otros métodos que, basados en la lectura de los espectros oxidados y redu-
cidos, a diversas longitudes de onda, permiten la determinacidon simultinea de citocromos
de dilerentes tipos.

En este caso. sin embargo, no era el propoésito de la determinacion efectuar un anialisis
cuali-cuantitativo de los diferentes citocromos presentes en la fraccion cromatoférica si-
no, méis bien, realizar un cllculo estimativo de las diferencias, en cuanto a su contenido
¢n citocromos sc refiere, de las distintas fracciones obtenidas por tratamiento de la frac-
cion cromatofdrica con Tritén X-100. Para ello, y teniendo en cuenta que las bacterias fo-
to sintéticas contienen preferententmente citocromo ¢2, cuyo espectro de diferencia pre-
senta una banda a 551 mu, se usd el valor en unidades de densidad optica de esta banda.

A una de ellas se le agregd un exceso de hidrosulfito de sodio y a 1a otra un exceso de
ferricianuro de potasio.Inmediatamente se determind el espectro de absorcion de la frac-
¢ion que contienc hidrosulfito, usando como referencia la que contiene ferricianuro de po-
tasio y se leyd la absorbancia a 551 mu, usando este valor como representativo de 1a con-

centracidn de citocromo prescnte en la muestra en estudio.

6 - Determinacion de guinonas.

Para esto se usd un método basado en la extraccidon lipidica que contienen las quinonas.
Los cromatdforos fueron oxidados, previamente, con 1/4 de volumen de una solucion de
cloruro férrico al 5%, en etanol. Se dejd que la oxidacidn transcurriera durante 20 minu-

tos y luego se extrajo un volumen de cromatdforos oxidados con ocho volimenes de metanol
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buffer de acetato, pH 7,5 (Relacidon 9 a 1).
Esta mezcla se transfirid a una ampolla de decantacidn, de donde se extrajo 4 v.:vi:s con
el mismo volumen de eter de petrdleo, fraccidon liviana. El extracto amarillo donde se 'ep-
cuentra la quinona en solucidn, es secado sobre sulfato de sodio, durante 8 hs. y luego se
evapora al vacfo, en un evaporador rotatorio.
El residuo se disuelve en una cantidad conocida de hexano y se utiliza, sin mas tratianien-

to, para su anflisis en cromatografia en capa delgada.

7 - Procesos de cromatograffa en capa delgada.

Se usa indistintamente silicagela G o H, ;emplean*t_io un z'tplicado1"come1-cial que permita la
disposicion del material en capas homogéneas, de un espesor de 250 micrones.

Una vez preparadas las placas se eran secar al aire y luego se activan, antes de ser usadas
por calentamiento durante 30 minutos a 120 grados, y se dejan enfriar_en un desecador que
'.contenga cloruro de calcio.

Luego, se aplica sobre la misma la solucidon a cromatografiar, en forma de bandas, usando,
con estg proposito, una micropipeta de 50 microlitros.

Se deja secar el extracto y luego se introduce en un tanque que contenga cloroformo. Se de-
]a c_o;-ref el solvente, aproxirrizidamente 45 minutos; se scca la placa al aive, y iuego se re-
ve'la'.l.a posicidon de las quinonas usando una solucidén de azul de metileno 10-3 M. reducida
con zinc y Acido sulfirico.

Se revela asf la posicion de los compuestos cupaces de oxidar el azul de metileno en estas
condiciones, sobre una placa que se corre paralela a la anterior, luego se raspa el mate-
rial que se encuentra en la misma posicidon que las manchas de azul de metileno oxidado.

De esa manera se recoge la silicagela que contiene las diferentes quinonas y se extrae es-
ta fraccidén con alcohol etflico.

Luego se efectlia una determinacidn espectrofotométrica de Ja quinona practicamente pura,
contenida en el extracto alcohdlico, registrando sus espectros oxidado y de reduccion, por
agregado de una cierta cantidad, en exceso. de borohidruro de sodio. Se toma la diferen-
cia a 275 mu y se usa como coeficiente de extincion molar un valor de 12. A tul fin. 1o <0 -

lucidn a analizar se distribuye en dos cubetas dpticas.

8 - Preparacidén de quinona reducida




k1 método usado se basa en el método de Green Burkhard (110),

La quinona a reducir es disuelta en etanol, tratando de obtener, aproximadamente, uai con
centracidn final de 10 micromoles/ml. Luego se agrega un exceso de Borohidruro de =caro,
para tener la certeza de que toda la quinona en solucidon ha sido reducida.

Se agrega, posteriormente, suficiente agua destilada como para precipitar la (uinony «a solu-
cidn, y se extrae la suspensidn resultante con hexano, Dos extracciones son, ¢n gencs.s:, sufi=
cientes como para extraer toda la quinona presente.

Esta solucidon en hexano es llevada a sequedad al vacfo y en la obs_;curidad, vy Juego se i el

residuo de quinona reducida en etanol, hasta un cierto volumen.

9 - Determinacidn de la concentracion de quinona reducida en solucidon

El método se basa en la determinacion del espectro ultravioleta oxidado y reducido, del pro
ducto logrado.

Se toma primero el espectro ultravioleta del producto obtenido, que contiene practicamente un
100% de quinona reducida. Luego se oxida la quinona obtenida. alcalinizando ia solucion eta -
nolica con un muy pequeito volumen de HONa, 5 N. En general, la proporcion es de . 001 ml
por cada 3 ml de solucidn a oxidar, Se agita el etanol alcanilizado, lo que provoca, en uno o
dos minutos, una completa oxidacidon de la quinona presente. Se toma entonces el espectro de
absorcion del producto oxidado y se mide la diferencia de absorcién a 275 mu, empleando un
val_or Fie 12 para el coeficiente de extincidn molar para esta diferencia, de acuerdo con lodes-
ci‘ipt(; por Dilley (113). Ver Iigura 6.

En realidad, la determinacién espectrofotométrica no necesitarfa el registro del espectro de
absorcibn en el ultra:violetzi pero. sin embargo, se ha visto que debido a impurezas presentes
en el producto comercial o en los solventes usados, o bien por que se produce una fotodestruc-
cion de la quinona,” él punto de interseccién a 292 mu que puede observarse en la Figura 6. mu-
chas veces no se prc;duce..

Es decir, que el hecho de tomar el espectro de absorcion antes y después de la oxidacion, sir-

ve, en cierta medida, como control de pureza de las drogas usadas.

10 - Preparacion de citocromos reducidos

Consiste, sencillamente, en la.reduccidn del citocromo de mamifero, oxidado, pox 7o dr

hidrogeno gaseoso, en presencia de un catalizador de platino o paladio. El renduniento es dc
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alrededor del 98%. En este caso, no se determina la concentiacion final de ¢itocromo reducido
en solucidn (analizando la solucidn obtenida después dc la rcduccion) =immo que, simplemente, se |
pesa lo mas exactamente posible el citocromo a reducir y sc lleva o un volumen conocido. Ge-
neralmente, las soluciones empleadas para ser reducidas, conticnen entre 25 y 30 mg. de ci-
tocromo por ml, A esta solucidn se le agrega una punta de espituli de ashestos de plztiinn 0
paladio v se burbujea hidrégeno durante 15 minutos, Sc celimina luego el catalizador, porv
centrifugacidon. Se ha empleado este método con éxito, para la reduccidon.de citocrof_no "el

de mamifero o de citocromo "c2", obtenido a partir d¢ Rhodospirilliin Rubrum.

11 - Tratamiento de los cromatdforos con detergent.

El método consiste, simplemente, en la suspension. <n cicrtas condiciones, de los ecromato-
foros correspondientes a Chromatium o Rhodospirillum Rubium, en solucidn de Trij.(’),n X-100.
Inmediatamente después de obtener los cromatotos s puiilicado:s . por medio de um')_'. de-los di-
ferentes medios antes expuestos, se 'resuspenden en una solucidpn de Tris Buffer pH-8.1. .01 M
gue contenga concentraciones -variables de Tritén X-100. pcro cuva concentracion final siem -
pre oscile entre 3y 5%.-

En el caso del Chromatium, la proporcion de Triton X-100, o sca. mg de protefna por mg. do
Triton X-100, es de 2, 6/100.

P,-ara. Rhodospirillum Rubrum, la relacion es de 40 mg. de proteina por 100 mg. de Triton
X-10Q.

La suspensidon en Tritdon X-100, debe ser hecha bajo condiciones de baja iluminacidén, para evi-
tar lzi-.‘fotooxidaci(')n de ' bacterioclorofila,

Rﬁpiciamente, desi)ués que los cromatbforos estin en suspension, sc colocan en un desecador

y o bien se provoca el vqcio, por medio de una bomba dc vacfo, o se reemplaza la atmosicra,
por una de Argon o Nitrogeno.

Aparentemente, de acuerdo con los resultados obtenidou=. lo mcjor ¢s usar Argbdn, como pro-
tector,

Los cromatdforos se dejan a -4° C en la oscuridad, bajo esta atméosfera de Argon, duranie

3 a 5 hs. Posteriormente, la suspension resultante es sometida a una centrifugacion en gva-
diente de sacarosa.

L.as condiciones descriptas més arriba dan resultados reproducibles, y lo que es adn mis im -
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portante, mantienen en cicrta medida, la actividad de fotorreduccion de NAD.

12 - Gradientes de Sacarosa:

Kste método ha probado ser de suma utilidad para la separacion de di.fe.rentes fracciones de
los cromatoforos, obtenidas por tratamiento con Tritén X-100,

También permite hacer desaparecer el resto de células, rotas, que no han sido e!iminadas por
los gradientes de Cl Cs o de sacarosa usados en la purificacion de 1a fraccién cromatoforica.
Finalmente , los tubos son centrifugados durante 15 hs. a 30. 000 rpm en el Rotor Nro. 30 (4n-
gulo fijo), de una ultracentrifuga Spinco, modelo L.

El hecho de usar un 4ngulo fijo en la centrifugacidon, no afecta para nada la posicidon de las @i~
ferentes fracciones, y las bandas obtenidas en estos tubos son, aparentemente, homogéneas y
bien marcadas, segln puede apreciarse en la Figura 5.

Transcurrido el periodo de centrifugacion, las {racciones son extraidas por medio de una agu--
ja hipodérmica que se introduce a través de los agujeros laterales existentes en las tapas de
los tubos de nitrato de celulosa. Este método es mucho més cohveniente que el clisico de agu-
jerear el tubo en la parte inferior, y recoger gota a gota el liquido, ya que evita el movimien-
to de las bandas y no provoca la destruccion del é;‘:{diente obtenido.

Por altimo, se dializan las fracciones durante 24 horas contra Tris buffer pH 8.1 (8 litros, dos

cambios), quedando asf listas para su posterior caracterizacion.

C - Aparatos

1— Espectrofotdmetro v modificaciones introducidas al mismo

Las reacciones fotoquimicas fueron registradas en un espectrofotometro Baush and Lomb, mo-
delo 505, modificado de acuerdo con lo descripto por Vernon (108),

La transformacidn que se llevd a cabo en el espectrofotdmetro original, consiste, como se pue-
de ver en el.'-Esquema 8, en la instalacidn, en el sistema original, de una fuente de luz que de-
nominamos excitadora.

La descripcidn de este espectrofotofmetro modificado es la siguiente:

Un rayo de luz mgnocromfztico pasa a través de la mu;stra C.

El detector se encuentra protegido de la luz excitadora, por medio de filtros de colores com-
plementarios, x-y.

Los cambios de intensidad optica son registrados en R.
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Este mismo arreglo puede ser usado cuando se rnide-r.l pequefios cambios de densidad oOptica
producidos por la luz.
£n este caso, si se emplea un aparato comercial como el ‘Perkin Elmer, usado en este tra~
bajo, es necesario acoplar, al sistema antes mencionado seglin puede apreciarse en ¢l Es-
quema 8, un sistema amplificador tal como se ilustra en el Esquema 9.
Estos son los medios mis simples para.detectar cambios foto-inducidos de la densidad oOptica.
Los espectros de absorcion fueron registrados en un -espectrofotémctro Cary Modelo 15. Los
espectros ESR fueron obtenidos con la ayuda del Sr. R.W. Threharne, usando un espectrome-
tro Varian V4502, de acuerdo con lo que ha sido deseripto por Heise y Vernon(109). Las mi-
crograffas electronicas fueron tomadas por el Dr. Hilton Mollenhauer, usando un microsco-

pio electronico Philips, modelo 200.

2 = Cubetas:

Los cambios de densidad Optica, ¢n las reacciones de fotorreduccidon y fotooxidacion fueron
seguidos, como se menciond anteriormente, en un espectrofotometro Baush and: Lomb, mo-
delo 505. Se usaron cubetas dpticas dobles. modificadas, similares a las que se muestran

en la Figura 7.

De esta maneia, lo que se registra es la diferencia (Luz menos oscuridad).

Como se ve, el sistema puede convertirse en anaerobio, ya que la parte superior de la cube-
ta es un tubo de Thurnberg comn que. por lo tanto. se puede conectar a una bomba de vacio.
El método para transformar un sistema determinado, en anaerodbico, es el siguiente:

Se hace el vacfo durante un minuto, seguido por burbujeo de argdn durante unos pocos segun-
dos; este prpcedir‘niento se repite 4 veces y.por altimo se deja el sistema bajo Argodn o bien
al vacio, La experiencia indica que es mejor que en el sistema exista una presidon positivaya
mue e estamuanere. el aire no penetra y se evita ¢ onics: Lo de pérdidq que pueda produ-
cirse,

Cuando realmente resulte indispensable eliminar el oxigeno de una manera casi completa, se
ruede acoplar un sistema consumidor de oxfgeno, como por ejemplo el de glucosa-glucosa
oxidasa.

3 — Descripcidn de la '"Caja de luz"

Se trata, simplemente, de una caja (ver Figura 8) en la que se han colocado dos o méas ban--
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cos de luz. Las fuentes luminosas son lAmparas de tungsteno, comunes, de 200 watios,
Cuando las ctlulas son cultivadas en botellas de vidrio blanco, de 2 litros de capacidad y
15 cm. de diAmetro, la intensidad luminosa sobre la superficie de la botella es de aproxima-
damente, 500 pies /candelas.

La temperatura de cultivo dentro de la caja, se regula por medio de circulacidn de aire. De
esta forma se puede asegurar una fluctuacion de la temperatura no mayor del 5%. De tal ma-
nera, durante el desarrollo de este trabajo se procurd mantener una temperatura constante

de alrededor de 30° C.

D - Drogas Empleadas:

Las drogas empleadas durante la realizacion de este estudio fueron obtenidas, en su mayo-
rfa de la Sigma Chemical Co.

El Triton X-100 (Alquilfenoxipolietoxietanol) es un detergente no iénico. Fue obtenido en
Rohm y Haas Co. de Philadelfia (Pensilvania). Este detergente tiene de 9 a 10 grupos oxieti-

lenos por molécula, lo que da un peso molecular promedio de 625.
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APITULO IV

RESULTADOS

e

N CHROMATIUM-

1=

(!

Gialas culuvadas a alta intensidad luminosa:

Y. ta -ide demostrado, por varios wnvestigadores, entre ellos Fuller y colaboradores (142),
que la concentracidon de los difercentes complejos e bacterioclorofila, en crerto tipo de hac -
rerd T oTosintéticas, puede ser modificada dentro de un amplio rango, evidenciado por los
arfercenwes espectros de absorcidn de los diversos cultivos, especialmente en la zona del in-
Irarrojo cercano. Esta variacidn se puede incducir, en general, cambiando las fuentes decar
bonoe v el pH de los medios de cultivo, pero principalmente, por modificaciones en la mten-
sidad luminosa a la cual estas bacterias son cultivadas.

Se ha obscrvado cn Chromatwum que, sila intensidad luminosa es alta, la cantidad del com-
plcjo 1S90 es preferencialmente incrementada, mientras que el complejo resulta muy dis-
minndo, st ias células son cultivadas a bajas intensidades luminosas.

Hemos elegido, para el desarrollo de este trabajo, dos diferentes intensidades luminosas pa-
ra el cultivo de Chromatium. Ello da como resultado el crecimiento del mismo tipo de célula
con dos espectros de absorcidon muy diferentes en el infrarrojo cercano, como sc verf mac

adelante.

a - Efccto del Triton X-100 sobre cl espectro de absorcidn de los cromatdforos luego de

diferentes tiempos de incubacidon con el detergente:

Bril ya ha demosiraco que, de acuerdo con los espectros de absorcidn que se pueden detec-
tar y los espectros ae fluorescencia resultantes, pareceria cue el Tritdon X-100, entre otros
detergentes, efectuara una separacion fisica de los diferentes complejos de bacteriocloro-
fila y protefna, dentro del cromatdforo. Observd, asimismo, que para que este efecto <e ze-
paracion tuviera lugar, era necesario la presencia de sales y que la concentracidn optima e
CINa a utilizar fuera de 0,25 M. A esta solucidn de ClNa y a una concentracidn de 0, 1% de
Tritdn X-100, se observaba una disminucidn de la densidad dptica en el infrarrojo ccreano,
que sc intensificaba con el tiempo. S1 se omiiian las sales, no se observaban efectos. Tra-
tando de reproducir los mismos resultados, observamos que el tiempo de tratamiento era

otro de los factores importantes y que el porcentaje de material fotosintético disuelto, au
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mentahi con ¢l meremento del Tr.ton X-100. S1 la concentiracion de Triton X-100 era aumen-
tada hasta una proporcion de 13 mg. de Triion X 100 por m. g. de proteina, se podfa obser-
var que, en todos los casos ensayados, la solubilizacidon' de pigmentos cra casi del 100%.
La “solubilizacion se ensayo, simplemente. midiendo la cantidad de pigmento que permane-
cia en Ia fraccion sobrenadante, cuando ¢l extracto de cromatdforos era centrifugado durante
una hora a 144,000 x g.

Era 16gico entonces suponer, que de esta manera se habia obtenido una "solubilizacion' de los
pigmentos fotosinteticos, debido principalmente, al efecto del Triton X-~100, y que esta '"solu-
bilizacion * estaba acompaiiada por una real separacion fisica de difcrentes complejos de bac-
terioclorofila v proteina.

En la Figura 9 pucde observarse el efecto de Triton X-100 sobre cromatdloros de Chroma-
tium, cultivados a 1500 pices candela (lo que denominamos alta intensidad luminosa).

Puede obscervarse en la Figura 9 que el efecto principal del Tritdon X-100 es el de producir
un descensoen la densidad dOptica de uno'de los preos de absoreiéon mas importantes de Chromatiurm,
¢l B 850 v ¢l aumento del pico en B 800, pero sin afectar casi al que absorbe a 890 mu.

Esto significaria que, realmente, existe una diferencia entre los distintos complejos de bac-
terioclorofila y proteina ¥ que, muy probahlemente, tanto ¢l B 800 como el B850, sean mas
suceptibles al ataque del detergente. De aqui que pueda suponerse, cn principio, que el B800
v el B 850 provengan de un lugar diferente del cromatdforo, a aquél en que se encuentra ubi-
cado el B 890, Se vera mas adelante, que esto ha sido confirmado por las micrografias elec-
tronicas de las fracciones obtenidas.

h - Efecto de la centrifugacion sobre lus suspensiones de Triton X100 v cromatdforos:

De acuerdo con lo mencionado en el punto anterior, una vez que los cromatodforos fueron
suspendidos en Tritdén X-100, hasta una cierta relacion de proteina/detergente, el problema
consistia en aislar los distintos complejos que, tedricamente, se hahian separado del cro-
matoforo por disolucidon. Para esto se adopté un método basado en la centrifugacion en gra-
dientes de sacarosa. Después que se llevaron a cabo los primeros intentos realizados en
estas condiciones, ain luego de prolongadas centrifugaciones a altas velocidades, no se ob-
servd una separacion neta de bandas, sino que mas bien, el material cromatoférico se dis-

tribuia cn un pigmentado continuo que se extendia entre la mitad del tubo vy su parte superior.
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Luego de diversos intentos, en ios que se variaron las relaciones de T'riton X-100 y protcn’na,
s¢ ohservo que era importunte, para obtener una scparacidn con formacion de diferentes han-
das, mantener la concentracion final de protei'na y Tritdon X-100, dentro de ciertos limites.
As{ las condiciones dptimas para la separacion resultaron: 100 mg. de Triton X-100/2, 6 mg.
de pr()tcfna y una concentracion final de Triton X-100 y de protel’nas, del 3al 4 % y de 10mg./
ml. respectivamente,

La centieiiugacion se llevd a cabo durante 15 noras a 110, 000 xg.

En [a Figura 10 se puede apreciar el aspecto final del tubo de centrifuga, luego de una cen-
irifugucion de ios cromatdforos en Triton X-100, en las condiciones antes mencionadas.

Este tubo est2 dhbujado a escala, asi como la intensadad y ancho relativo de las fracciones en
b revresceniadias

Se puedc observar que se ohtuvieron dos bandas de diferente color y en diferentes posiciones.
De acucrdo con la posicidon en el tubo de centrifuga, sc las denomind banda pesada (P) v li-
viana (L).

También puede observarse, en la parte superior del tubo, una banda, o mas bien zona ama--
rilla, que parece contener, como veremos méis adelante, preferencialmeunte carotenoides,

La banda L es de un color marrdn, y a veces no mucstra una separacidn neta con la banda
amarilla. Por otra parte, la banda P es de color rojo,y henios comprobado que siempre a
separaciéon entre Ly P ha sido neta y bien definida.

S1 sc¢ usa una concentracion final de Tritdon X -100 del 1%, dejando constante la cantidad total
de protefnas cromatoforicas, sc¢ pucde obtener, ademis, una tercera banda tal como la que
euede ohservarse en la Figura 11. Posteriovmente se aprecid que esta banda debia estar
constituida por cromatdforos intactos o bien por trozos de cromatdforos, atin muy grandes,
que contenfan todavia ambos complejos. Se supuso que esta Gltima parecia ser la hipotesis
mas acertada, lo que se vio luego confirmado por las micrografias electrdonicas. 51 sc re-
extrafa esta tercera fraccidon con cantidades adicionales de Triton X-100 y luego sc li anu
lizaba en forma similar, en un gradiente de sacarosa, se comprobaba la formacidon de las
bandas L y PP anteriormente mecncionadas.

¢ - _E_:_s:[gg!gg de absorcidn de las fracciones obtenidas-

Los espectros de ahsorcidon de {as fracciones obtenidas por medio del procedimiento ante:
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rior estan registrados en las Figuras 12 v 13, Se puede obscrvar, de acucrdo con ostos
datos, la naturaleza dilerente de las dos asociaciones de bacteroclorofila y proteina, ya
que el prgmento asociado a estas [racciones es ¢l mismo, Esto se comprobd extravéndolas
con acetona y metanol, y determinando el espectro de absorcidon en el infrarrojo cercano.
I.as dos bandas. c¢n estas condiciones, presentan un Gnico pico de absorceidon a 771 mu, ca
racteristico de la bacterioclorofila en solucion en solventes orginicos, Tal como va sc ha
cxpresado en el Capitulo 111, este analisis no puede llevarse a cabo con fines cuantitativos.
Sc¢ puede obscrvar en la Figura 12, que la banda P ha sido grandemente enriquecida con Ia
forma de bacterioclorvofila que hemos denommado B 890; aunque las formas B 500 y I3 850
s¢ cncuentren todavia presentes. Asimismo, que la [raccidon 1, estd cast completamente
desprovista de absorcion a 390 mu, pero, en cambio, contiene las dos otras [ormas (13 300
v B 350). en concentraciones equivalentes (suponiendo que ambas formas posean ¢l msmo
coeliciente de extinelbn molar).

Por otra parte. la fraccion amarilla que permanecia en la parte superior del tubo de cen-
trifuga, parecia contener una muy pequeia cantidad de BB 800; ademas se pudo comprobar,
que ¢l principal componente de esta banda, en el visible, eran los carotenoides.

Existe una muy pequena ditferencla en el complemento de carvotenoides, entre las [raceiones
Ly P. Esta dilerencia consiste en las distintas rclaciones entre los picos de absorcion a
520 y 460 mu, hahiéndose obscervado que, en la fraccidon P, ¢l pico de absorcidpn a 520 mo
cri mis prominente. Otra pequeia diferencia en la misma region del espectro, es la distin
ta posicion de las bandas a 590 v 370 mu. Esto refleja, muy posiblemente, diferentes inter -
acciones de las moléculas de bacterioclorofila en las diferentes bandas, con ¢l medio que las
roden.

d - Purilicacidn de las bandas L v P

Se ensayaron varios métodos para la purificacion de tas fracciones Ly P antes obtenidag,
La mayvor dificultad consistid, esencialmente, c¢n la imposibilidad de eliminar ¢l Triton X
100 del sistema, sin afectar la estructura de las particulas obtenidas, Esto hizo imposible
la aplicacion de téenicas de cromatografia ¢n columnas o bien de electroforesis, L amdn
del Triton X-100 con estas fracciones es realmente muy fuerte. Si por cjemplo s¢ procura

. . I'd . B
cfectuar una precipitacrdn de las proteinas por medio de Sulfato de Amonio se comprucha
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44 ! Trithn X 100 es arrastrado por las proteinas y precipita conjuntamente con los com-
plejos. Asimismo, si se pasan estos complejos a través de columnas de Sephadex (G 100
> 2% 'as handas corren como bandas homogéneas, pero siempre el detergente se encuentra
asociado a las mismas.
S puede cles tuar una posterior separacidon (y por lo tanto purificacidn) de los diferentes com-
plejos de bacterioclorofila y protefna, si estas fracciones son reextraidas con cantidades adi-
cionales de Triton X 100, Se usa en este caso, un exceso de detergente, pero teniendo siem-
o en cuenta gue la conceniraciin de detergente se encuentre entre 3 y 4%. Este tipo de ex-
riment: demeestra que, con toda probabilidad, las tres bandas de absorcion en el infrarro-
o cercano observadas in vivo™, en estas bacterias, se debe a tres asociaciones diferentes
¢ bacter:sel-rofila v protefna.
C..ando sc pr..cedi's a reextraer la banda P, ello causaba la casi completa eliminacidn de las
,.andas B 800 y B 850, produciéndose un espectro de absorcidn similar al que se muestra
vn la Figura 14. Fue posible observar también, que las inicas bandas detectables en ¢l in-
frarrojo cercano del producto reextraido, eran las B 890 y B 800. No es posible, sobre la
base de estos resultados, decidir si esta pequeiia cantidad de B 800 que se detectd, fue o no
debida a una contaminacidon con B 800, proveniente de la fraccidn L, o bien si se tratabha de
una banda de absorcion menor del complejo B 890, Probablemente se haya tratado de esto
Galtimo, lo que estarfa de acuerdo con el hecho de que, posteriores intentos efectuados pa-
ra separar esta pequeia cantidad de B 800 decl complejo B 890, hayan resultado infructuo-
sas, También Clayton ha discutido (136) sobre la posibilidad de que una banda de absorcidon
en 800 mu esté asociada con el centro de reaccidon, en este tipo de hacterias. Es muy posi-
ble entonces, que esta pequei banda a 800 mu, no forme parte de la masa de bacterioclo-
rofila que absorbe a esta longitud de onda,sino que sea mis bien una parte integrante del
centro de reaccidon y que, logicamente, esté asociada con ¢l complejo B 890,
Si se lleva a cabo una reextraccidon de 1a banda 1., se produce una destruccidn parcial del
complejo B 850, dando como resultado una particula cuyva absorcion se encuentra principal-
mente a 800 mu. (Figura 14). No ha sido posible, por lo tanto, separar fisicamente los com-
plejos 3800 vy B 3570 que como se haobservadc siempre aparecen juntos, si bien, c¢n algunas

ocasiones, el complejo B 850 aparece solumente como una pequeila saliente del espectro,
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no como una banda delmmida. Aunque existe una cercana relacion entve ¢l B 300 y el B 850,
Aemos comprobado que las absorciones relativas a estas longitudes de onda, varian con las
condiciones de cultive Por las razones expucstas resulta posible apreciar, que las tres ban-
fus do ubsorcion covresponden a tres formas separadas de bacterioclorofila. El B 850 seria
rarticularmente sensible v facilmente destruido. Esto es dilerente con lo que ocurre e¢n
2-odopseudomonas Spheroides, en la que las bandas a 800 v 850 mu parecen no variar en
eminos doe suointensidad relativa, Sobre esa base, Sistrom dedujo que estas dos bandas re-

resentaban un solo tipo de bacteriociorolla  Por otra parte, sin embargo, los experimen-

< e Bl (13) evidencian gue pueden obtenersce dos particulas dilerentes a partir de esta

sCrerna. una que se ha enriquecido con el complejo que absorbe a 875 mu, v la otra conte-

cendo B 300y B 350

2 Celuias cultivadas a_bajas intensidades luminosas
Jomo se ha mencionado anteriormente, ¢l espectro de abscreion de Chromatium cambia con
.2 mtensidad luminosa de cultivo.

—a diferencia mas notable entre este tipo de células y las cultivadas a alta intensidad lumi-

=5sa, es ¢l marcado incremento en B 800,

i

. se¢ Heva a cabo el mismo tipo de experimento, ¢s decir la solubilizacion de los pigmentos

-1 medio de Triton X 100, se puede observar lo siguienre:

- El agregado de Triton X 100 a los cromatoforos, de acuerdo con las condiciones descriptas
-2 lafigura 9 permite observar un cambio en ¢l e ~ctro de absorcion, En este caso hay
_na disminueion de la thsornancia v codo el infrarroio cercaso, mientras que en el caso an-
erior, el complejo B 290 permanecia malterado  Esto veflearia por lo tanto, una diferencia
=2 laorganizacion interna del cromatoforo, la que determinaria una distinta sensibilidad de
~2s complejos [rente al detergente. Ver Iigura 15

- Cuando se trata de analizar los productos sceparaaos por o welccgenle, se obserya un casc
s.milar al mencionado anteriormente, e¢s decir la formacion de dos diferentes fracciones que
wuapan, aproximadamente, la misma posicion en el gradiente que las fracciones aisladas de
cz.ulas cultivadas a alta intensidad luminosa. El espectro de absorcion de estas fruceiones,
L por similitud con lo va desceripto se han denominado, Ly P2, de acuerdo ¢on sus pos)

oo nes en el gradiente de sacarosa, pucde verse en la Figura 16.
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- Se observa que, excepto el incremento en B 500 observado cn este expernmento, los es-
pectros de absorcidon de estas particulas son esencialmente los misnios que anies,

Este resultado indicaria, por lo ianto, que a pesar de las diferencias observadas ¢n los es-
pectros de absorcidn, enire las células de hacterias cultivadas a alta y baja intensidad lumi-
nosa, ¥y pese a la dferencia de solubilidad y sensibihdad, frente al T'riton X 100, de los pi-
cos en el infrarrojo cercano, ellas senalan tan sélo un cambio ¢n las cantidades relativas
de los tres tipos de pigmentos , v no cambios esenciales en la estructura del cromatdforo

de estas bacterias.

3 - Actividades fotoquimicas de las particulas 1.y P obtenidas a partir de cromatdloros
de Chromatium:

I?: 1 este exrerimento sc utilizaron, solamente, células cultivadas a altas intensidades lu-
minosas. Las razones por las cuales se utilizd este tipo de células, son las siguientes:
- El rendimiento por litro, ¢n gramos dc células, es aproximadamente tres veces mis cle-
vado, en ¢l caso de células crecidas a altas que a bajas intensidades luminosas,
- El rendimiento en cromatdforos, por gramo de células, es tamhién mayor.

En gencral, la estructura de los cromatdforos obtenidos por sonicacion de las células,
s¢ halia mejor preservada.
Las reacciones estudiadas son represenmaiivas de las actividades fotoquimicas del eroma -
4foro bacteriino.
£: ¢abdo que atn muy pequenas concentraciones de Tritdén X 100, destruyen Ja actividad
ie fotolcsforilacidn de los cromaidforos intacios (103), v ademas, sc¢ ha comprobado que no
oucde detectarse ninguna actividad en este tipo de particulas.
Tampoco las fracclones descriptas conservan la actividad de rceduccion del NAD, aunque de-
1e tenerse presente que , atn cromatdforos preparados en dprimas condiciones y ensavados
.~mediatamente después de su obtencion, presentan una actividad sumamente baja, v que
vierden ripidamente esta actividad, después de 3 a 5 horas de haber sido obtenidns,
No es pues de extrafiar, que las particulas tampoco consevven esta actividad, usanca Aseor
sato-Indofenol o succinato, como dadores de clectrones.
Zromatéforos intactos o bicn las particulas obtenidas, son incapaces de fotoreduenr ¢l Ro-
-» de Metilo, usando Ascorbato-Indofenol como dador de clectrones. Esti rcacciom es, por

cierto, ripidamente catalizada por cromatdforos de Rhodospirillum Rubrum . (86)
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Por lo tanto, se ha comprobado que estas particulas son solo capaces de catalizar dos reac-

ciones fotoquimicas.

a Fotooxidacion de PMSH2 y TMPD: Sus dos fotorrcacciones detectables son:

- La fotooxidacién aerdbica del TMPD,
La fotooxidacidn anaerdbica del PMSH,, acoplada a la reduccidn de UQye 6 UQg.
En esencia, la descripeidn de estas dos reaccirones ¢s la . guiente:
El TMPD es transformado . por oxidacidn, c¢n un compuesto cuvo maximo de absorcidon se en-
cuentra a 612 mu. Probablemente, el mecanismo de esta rcaccidn sea simpiemente la trans-
ferencia de electrones del TMPD al oxigenc atmosféricn, catalizada por la hacterioclorofila.
El lugar de intcraccion del TMPD con la cadena fotosintética de transferencia de electrones,
7
se cncuentra a la altura del citocromo "'c 2", el que luego reaccionarfa, inmediatamente, con
la bacterioclorofila excitada, transliriendo sus electrones al oxfgeno. En ¢l ¢aso del PMSH,,
se trata de una oxidaci6n anaerdbica, en la que la quinona actGa como aceptor final de elec-
trones.
I.a reaccion se inicia con PMS y UQH,, los que reaccionan quimicamente, formando PMSHy
v UQ. Luego la luz invierte este proceso, y lo que se¢ mide cs ia fotooxidacidn del PMSH2
formando c¢n la oscuridad, segln cl incremento cn densidad dptica a 388 mn.
En general, se sostiene que las reacciones fotoquimicas que tienen significacion fisiologica
cn estas bacterias, son iniciadas en o por un centro de reaccidn, ¢l que como ya s¢ mencio-
nd anteriormente, contendria un tipo especial de bacterioclorofila, I.a singuiaridad de¢ esta
bacterioclorofila residiria en su contacto, o al menos proximidad (1o quc I¢- hace adquirir tal
singularidad) con los agentes de transferencia de electrones neccsarics, *ajes camo citocro-
mos v posiblementc quinonas.
Aunque este centro de reaceion no ha sido hasta ahora aislado v caracterizado, se puede de-
tectar, y por lo tanto poner en evidencia, por medio d¢ experimentos durante los cuales se
miden los cambios del espectro de absorcidn de la bacterioclorofila en el inlrarrojo cercane,
inducidos por 1luminacibn.
Tanto la fotooxidacidn acrobica de TMI’D como la fotooxidacién anacrabica de PMSH,, en la
cual una quinona intervendria como aceptor de electrones, requiercn la presensia de un cen

tro de rcaccidn. Esto ha sido demostrado por Clayton y colaboradores (127) en Rhodopscudoe:
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monas Spheroides, por lo menos.

En estas experiencias se observa que, solamente las particulas que hemos denominado P.,
son capaces de llevar a cabo estas dos fotooxidaciones, mientras que las particulas L care-
cen de tal capacidad.

Estos resultados pueden observarse en las Figuras 17y 18.

E!l hecho de que solamente las particulas P pueden catalizar con eficiencia las rcacciones de
fotooxidac1dn, debe sefialarse como una indicacidn de que el centro de reaccion especializa-
do, debe encontrarse presente en estas particulas.

Si esto llegara a ser cierto, una serie de propiedades deberian ser observadas en las parti-
culas P v no en las L, que podrian ser asociadas con la presencia del centro de reaccion

cn P,

b - Ubicacidn del centro de reaccidn:

Esta ubicacidén se puede efectuar, midiendo el cambio de absorbancia en el infrarrojo cer-
cano inducido por la luz (890 mu).

Los primeros trabajos para detectar el centro de reaccidn, se deben principalmente a
Clayton. quien en una serie de investigaciones, cstudid las caracteristicas del centro de
reaccion, en diversos organismos fotosintéticos.

Se lleva a caho una reaccion, mediante la simple iluminacidén de una cubeta, que contenga,
en forma diluida. la fraceidn a medir en condiciones acrdbicas.

Como se sabe, la manifestacion del centro de reaccidén es acompainada, no solamente por
cambios en ¢l espectro de ahsorcion de la bacterioclorofila, sino también por cambios de
absorcion debidos a citocromos y quinonas.

La oxidacidn del citocromo, la aparicidon de las reacciones P 890 y el cambic de absorcidon
de la quinona (que denominaremos reaccidén UQ), presentan un caricter competitivo. Es de-
cir, que las reacciones P 890 y UQ, son detectadas cuando la reaccién debida al citocromo
(que llamaremos reaccion Cit) no ocurre. Estas reacciones parecen ser diferentes manifes-
taciones, de eventos que se producen en el centro de reaccion.

La deteccidon de las reacciones P 890 y UQ involucra, como hemos dicho antes, a una mo-
lécula especializada de bacterioclorofila y ocurre, eficientemente, alin a muy bajas tempe-

raturas. Esta propiedad sugiere que la formacidén de P890+ y UQ ', representa el primer
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acto fotoquimico de transferencia de electrones de la fotosintesis. Una alternativa obvia se-
ria 1a de supor:er que ¢l primer acto fotoguimico ¢s una oxidacidon del Citocromo, acoplada

a la reduccion de un aceptor, aln no identificado que denominaremos A, que también podria
ser una molécula de clorofila especializada, inciuso P 890,

Exislten varios argumentos cn favor del segundo mecanismo (reacciones Cit” y A ) como
primer acto lotoquimico. La irreversibilidad de 1a oxidacion del Citocromo a bajas tempera-
turas, {ambién esta en favor del segundo mecanismo, va que implica que el Citocr-mo es un
producto estable. mientras que el aparato enzimatico de transferencia de electrones no es oxi:
dado Pero es aGn mias significativo, que son la oxidacién del Citocromo y no ins reacciones
P890 UQ , la reaccion primaria que se detecta en células cn 6ntimas condiciones.

Ambos tipos de reacciones (P 3907 UQ™ v Cit™ A7) no son cxcluyentes, si se supone gue am-

bos ocurren ¢n una rapida secuencia tal como:

luz * . -
P390 - UQ ----—--- P890 + TQ------ P 3890 - UQ (Reaccidn 1)
P 890 + Cit -—--=-—m- P 890 + Cit™ (Reaccibn 2)

Solamente seria necesario, que la segunda reacceidn siguicera a la primera muv rapidamente.
Por 1o tanto, mientras Cit sea capaz de reaccionar con P 890, como ocurre en células intac-
tas (en anacrobiosis), no s¢ podria detectar una acumulaciéon de P 8907 .

Pero si se trabiaja con cromatoforos lavados, que han sido expuestos al oxigeno atmosférico,
o bien simplemente con células aisladas, el citocromo estaria en estado oxidado v por lo
tanto, la reaccidn 2 no se observaria. Es de hacer notar que UQ™  ocurriria aungue la se-
gunda reaccidn se produjera o no.

Ciertos investigadores como Chance, sostienen un mecanismo alternativo, en el que se su-
pone que la oxidacion decl Citocromo, acoplada con la reduccidn de la bacterioclorotila, es
el acto primario de la fotosintesis.

De aquf que, de acuerdo con este punto de vista, fas reacciones P 8907 y UQ™, sc producen
inicamente cuando el citocromo se encuentra oxidado. También, de acuerdo con esto, no ha
bria un motivo especial para suponer que UQ sea un aceptor primario de electrones, lo que

equivale decir, que la bacterioclorolila reducida, podrfa donar su etectiOa a otra molécuia



d ferente Goe UQ.

Existen ciertas propicedades detectadas recientemente, en las que se obscerva o que se ha
denominado reaccidn B que ha sido asociada con la reduccion de una molécula de bacterio-
clovolila  Esta reacciéon acompaiia a 1a oxidacidn de un citocromo, posevendo aquella su
misma cinetica v propiedades de saturacidn por la luz, La reaccidpn (Citt B7) v la (P 8907
UQ 1 se manihiestan una en preseso.a de la otra y pueden ser diferenciadas por su cinética,
En la acwahidad, la evideneia qac .o osce on Tavor de una u otra reaceién como acto foto-
qumico primario, no permite deci:: v enfre cinguna de las dos v por lo tanto queda librado
« tspetulactiones.

En ¢} caso presente. se puede ver eni2 Forera 19 que 1a Gnica [racceibn que presenta un
camio de dabsoreron caracteristico, que puede ser relacionado con la reaccidpn P 590" uQ ,
¢s 1a fraceion P, y que no ha sido posible dotectar ningin cambio inducido por la luz, on la

fraccion L.

¢ Resonancia paramagneética electréonica:

Asi como los cambios inducidos por la luz, anteriormente citadons, fueron relacionados con
¢l acto fotosintético primario, también Calvin v Androes (131)(132) y (133) han sugerido que
las seiales debidas a radicales libres producidos porla luz, estén realmente asociadas a proce-
sos de oxidacion de la bacterioclorofila.

En e] caso de las fraceiones Ly P, se detectan las schales inducidas por la luz. Ellas «¢ en-
cuentran localizadas a un valor del campo magnético de 2. 002 gauss.

Como se puede observar en la Figur 29 jus particulas P dan una seital mas grande o de
mayor 2mphid, de acuerdo con su contenido de bactevioclorofila.

Cuando se examina la cinética de la aparicion de estas sefinles, sc observa que mmentras las
particulas 1. poseen una cinética de aparicion y desaparicibn lenta, las P evidencuan una di-
ferente y mucho mas rapida.

Es interesante hacer notar, aunque el problema no hava sido investigado, que Ins porticulas
P decaen con una cinética bitasica, lo que indicaria dos tipos diferentes de clectrones ne
apareados.

Aunque como se puede ver en la figura 20, el tipo de cinética que prescentan las particulas

P es muy similar al que sc puedc observar @n cromatdloros intaclos, la prescencia de est(a
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reaccion en los dos tipos de particulas (L y P ) es suficiente como para poner en tela de
juicio la supuesta relacidn existente entre los electroncs no apareados que se detectan de

esti nanera, con el verdadero acto fotoquimi-n.
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4 Aaalisis cuali-cuanutativo de las diferentes particulus:

Duv 1o dicho anteriormente se desprende que en Chromatium, ¢s posiisle concenirar en una
fracceion, ol centro de reaccidbn nor sumnle extrace:6n e la masa de la bacterioclorofila de
low erona aoros, lo que separa una fraccion que hemos denominado P, que presenta todas
s CLvin s cTaTozas o Sino esaee 3t Co osacterioclorofila e 1a que se supone estd formado

ol oo de reaceidn, Un aeesxd »is, que confirma aue ¢i ceatro de reaccid . reswlta con-
centrado en dw fracceidn P, es que cn ella se encuentran reunidos los citocromos asociados
<ol translerencia e ejccetrones.

En o Tigura 21 puede verse el espectro de diferencia (oxidado menos reducido) que pone en
cevidenceia las caracteristicas espectrales de los citocromos contenidos en estas particulas.
' c-sectro de diferencia efectuado en las condiciones descriptas, no permite evidenciar una
a.lerenciacion entre los iistintos tipos de citocromos presentes, pero sies posible observal
que parece haber una distribucidon homogénea cualitativa.

b . intercsante hacer notar, sin embargo, que las diferencias cuantitativas son muy grandes.
Esxte tipo de analisis ha sido llevado a cabo con particulas P, L y cromatdforos que poseen

lue siguicntes caracteristicas:

Particulas P:  Luas pertenecicntes a la fraccibdn doblemente extraida, observable

en la Figura 14,

Particulas L. Las pertenvcientes a la fraccidn erudy, es decir, las que se obtienss

después de la primera extraccién de los cromatdforos con detergent

y cuyo cxpeciro de ahsorceién se puede opnservar en la Figura 12,

Cromatoforos: Los obtenidos como se describe en el acapite 1, apartado B del ca-

pitulo IO, y purificados de la manera que se informa en el acapite 2,
apartado B del mismo capitulo.
Cuando se efectlia el analisis cuantitativo y se relaciona la cantidad de citocromo con la con
centracidon de proteina en cada fraccidn, se obtienen los datos registrados en la Tabla 3. Se
observa que la fraccidon P se encuentra enriquecida en citocromos y que la fraccion L sbdlo
contienc trazas de los mismos. Como en ¢l caso de la fraccidn L se usd una forma no pu-

rificada, es posible que los citocromos detectados provengan de impurezas de la fraccidon P.
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En la tabla 2 es posible observar, ademas, las cantidades relativas de protefnas y bac-
terwoclorofila. Como ya se menciond anteriormente, estos datos son validos si se supone
que el coeficiente de extincion de la bacterioclorofila, en ambas fracciones, es similar

al de la bacterioclorofila de los cromatdforos. El valor més alto para esta relacidn, co -
rresponde a la fraccion L. Debe tenerse c¢n cuenta que esta diferencia obedece a un em-
pobrecimiento en proteinas pero, fundamentalmente, a la concentracion de la masa de
bacterioclorofila en esta fraccidon, originalmente presente en los cromatdforos.

Algo similar ocurre con las quinonas presentes en estas fracciones.

La cromatografia en capa delgada descripta en el Capitulo III, permite el aislamiento de
ubiquinona (muy posiblemente UQ7) . En la figura 22 puede verse el aspecto de una placa
luego de haber sido revelada con azul de metileno, en la que se ha identificado 1a quinona
obtenida en estas condiciones, corriéndola paralelamente con el producto comercial. Se
observan también otras manchas de azul metileno oxidado. Si bien no se ha identificado

al compuesto capaz de producir tal oxidaci1don, se puede suponer que se trata de naftoquino-
na, de acuerdo con el espectro de absorcidn correspondiente (no mostrado en este trabajo)
v la posicidon en el cromatograma. En la Tabla 3 se muestra la distribucion de 1a quinona
chan gradiente de sacarosa, similar al que ilustra la Figura 10, y se observa que dicha
distribucion es paralela a la de Triton X 100 en el tubo de centrifuga. Ello evidencia queno
toda la quinona interviene en el proceso fotoquimico y que serfa necesario llevar a cabo un
estudio mas detallado, para determinar el significado exacto de los datos presentados en

esta Tabla.

B - En Rhodospirillum Rubrum

Son muy interesantes los resultados obtenidos con este tipo de bacteria, ya que mediante
ellos resulta posible realizar una comparacion entre dos organismos, que si bicn obtienen
su cnergia de la misma fuente, estin caracterizados por procesos fisiologicos diferentes.
Cuando se comparan los espectros de absorcidn de Chromatium y de Rhodospirillum Ru-
brum, inmediatamente es posible observar que existe una gran semejanza en la absorcidon
en el infrarrojo cercano. Es cierto que, en el caso de Chromatium, es posible detectar una
banda de absorcidn adicional, pero esto a juicio de muchos investigadores, solamente refle-

jaria diferencias en la interaccion de bacterioclorofila y proteina. Dada csta semcjanza de



TABLA 2

CONCENTRACIONES RELATIVAS DE BACTE

RIOCLOROFILA » CITOCROMO EN CROMA-
TOFOROS » PARTICULAS DERIVADAS DE

CHROMATIUM
1
1 | |
! - . 1 !
| FRACCISN ABSORBANCIA | | A ABSORBANCIA
| 580 mu/mMg PROTEINA 423,5 mU/mg PROTEINA
! CROMATOFOROS o. 86 0. ¢
| |
| i
FrRACCION P 0.62 1 O, 44
|
FRACCION L 1.2 0o07s

LA ABSORBANCIA, .4 »30MU SE TOMA COMO MEDIDA DE LA CONCEN-
TRACION DE BACTERIOCLORSEILA. EL CAMBIO DE LA ABSORBANCLA A
4235 MU SE TOMA COMO PROPORCIONAL AL CONTENIDO EN CITOCROMOS.
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DiSTRIBUCION DE QUINONA ENTRE
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los espectros de absorcidon, es 16gico suponer que la organizacidon interna celular debe ser
semejante y, en particular, la distribucidn de los pigmentos en la fraccidon cromatofdrica.
De acuerdo con los resultados obtenidos, esta comparacidon muestra, solamente, coinci-
dencia en ciertas manifestaciones tales como los espectros de absorcidon ya mencionados.
Pero s{ existe una marcada diferencia estructural, tal como lo ponen de manifiesto los re-

stlrados que desceribiremos a continuacidn.

1 - Ceélulas cultivadas a baja intensidad luminosa

« - Efcctos del Trithn X 100 sobre el espectro de absorcién de los cromatdforos de

Rhodospirillum Rubrum. luego de diferentes tiempos de incubacidon con el detergente-

Es con este cxperimento e se comienzan a poner en evidencia las diferencias existentes
cntre la organizacion estructural del Rhodospirillum Rubrum y del Chromatium. En Chro-
matium, hemos visto que se producen cambios fundamentales en el espectro de absorcion,
por cl agregado de Triton X 100, en ciertas condiciones experimentales. Pero en Rhodos-
pirilllum Rubrum ha sido imposible detectar cambio alguno en las bandas en el infrarrojo
cercano. El Ginico cambio observable, es la formacidn de una verdadera solucidn limpida.
Adcinias, cuando los cromatdéforos de Rhodospirillum Rubrum tratados con Triton X 100,
son ccntrifugados a altas velocidades (por ejemplo: 144,000 x g durante 60 minutos), no
se observa precipitacidn de pigmentos, sino tan solo la formacidén de un sedimento de color
blanco. Esto significa que los complejos de bacterioclorofila y proteina, responsables de
las bandas de absorcidon caracteristicas, han sido solubilizados y cue, aparentemente, este
tratamiento puede conducir a la separacidon de los diferentes complejos de bacterioclorofila,
Cuando Bril estudi1d el efecto del Tritdon X 100 sobre el espectro de fluorescencia de los
cromatoforos de Rhodospirillum Rubrum (13), obtuvo resultados sumamente complicados
que hacian imposible pronosticar cual seria la secuencia estructural de estos complejos en
el cromatdforo, y cual seria el orden de transmisi16n de la energia de excitacion. Es decir
que , en este aspecto, existen todavia dudas sobre la relacidon estructural entre el centro
de reaccidn y las moléculas de bacterioclorofila denominadas cosechadoras.

Una explicacidn alternativa que permitiera por lo menos justificar este comportamiento,

seria la siguiente- Clayton (136) ha demostrado, recientemente, trabajando en Rhodopsen-
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domonas Spneroides, que las bandas de absorcion a 800 y 890 mu, estin estrechamente re-
lacionadas v que, prodahblemente, ambas pertenezcan al centro de reaccidn, siendo el orden
de tronsforencia de encrgla de excitacién, en este caso,de P 800 a P 890. Ademéas se ha
comprobado, cxperimentalmente, que la transferencia de energfa es atin mas efectiva en-
cre 1o comnlejos que absorben a 800 y 890 mu, que entre los que absorben a 850 y 890 mu.
Por 1o &als, ouisitc oL verdadero contacto fisico entre los complejos que absorben a 800 y
500 mu. Quizl esic sea el mismo tipo de organizacidon que existe en Rhodospirillum Rubrum,
yoode, Sibeommarainsos los efectos de los detergentes sobre los espectros de fluorescencia
7o AU lorusw y Rhodopseudomonas Spheroides, veremos que son muy semejan-
A § A

Fe sobre o wisc ae ostas consideraciones, qgue aparece la importancia de efectuar la com-
»ineidn de resuitados entre Chromatium y Rhodospirillum Rubrum, sobre todo por que ella
nermitird decidir si las suposiciones efectuadas anteriormente tienen alguna verosimilitud,
v si, ademils, es posible usar un detergente del tipo del Triton X 100, para efectuar un

anilisis tal como ¢l qae se pretende llevar a cabo en este trabajo.

h - Efectos e la centrifugacidn en gradiente de sacarosa de los cromatdforos tratados

con Tritdon X 100:

Anflogamente ¢on lo cfectuado en Chromatium, se empled en este caso la misma distribu--
c1on Jde coaceniraciones de sacarosa para la confeccion del gradiente. Por supuesto, las
condiciones cxperimeniales en cuanto a relacidpn de bacterioclorofila, detergente y protef’-
nas varido cu uno y otro caso.

Las condiciones en que se efectud este experimento, ya han sido descriptas en el Capitulo
III, nor lo guc o ¢ irare™os en dztalles,

Sc puede obszrvar cn la Figura 23 la distribucidn que se obtiene, luego de una centrifuga-
cidn en el gradiente <de sacarosa, de los cromatdoforos tratados con Triton X 100. Esencial-
mente,se observa la formacidén de dos zonas pigmentadas que contienen bacterioclorofila y
una banda color marrdn, en la parte superior del tubo de centrifuga, que aparentemente no
contiene bhacterioclorofila. Por similitud con los resultados obtenidos en Chromatium, estas
bandas pigmentadas han sido denominadas pesada (P) y liviana (L), de acuerdo con su posi-

c10n en ¢l gradiente. La banda color marron, detectable en la parte superior del tubo de cen-



FicGUR- 23

V ///

LAY

XXX

Fec

PrecipitADo

separacibn ade las diferentss fracciones obtenidas a
partir de Khodospirilium Hubrum, con Tritdn AlOC, por

centrifuzacidbn en gradiente.




-5 -

trifuga, ha sido denominada Feo (por abreviacion de Feolitina, que es uno de los compo-
nentes que absorhen en el infrarrojo cercano en esta fraccion),

Las bandas L vy P son muy nitidas, y tienen una colocacidon sicmpre fija en el tubo. Por
ortra parte, la banda IFeo es mis bien una zona, ya que sus bordes son difusos. Aclara-
mos que la banda Feo es la zona que se ubica entre la parte superior de la Banda L.y

vo bewde s ccee, e ol tabo de centrifuga.

También se observa un precipitado, cuyas caracteristicas no han sido investigadas, pero
que se ha comprobado que contiene casi el 50% de la proteina presente en ¢l material no
watado. Latiidios posteoriores han demostrado que es posible eliminar una parte de este
precipitado, mediante el cuidadoso lavado y purificacion de los cromatoforos, de donde
resulta la posibilidad de que parte de este precipitado esté formado por impurezas (pared
celular, v trozos mayores), de diffcil eliminacion.

Las zonas entre las bandas tienen un color rosado, debido a diferentes cantidades de bac:-
terioclorofila y carotenoides, no presentan caracteristicas distintivas entre si, y no con-

tienen mas del 2 al 3% de la bacterioclorofila original.

¢ Espectro de absorcibdn de las fracciones obtenidas

En la IFigura 24 se puede observar el espectro de absorcién, en ¢l infrarrojo cercano, de
cada una de las fracciones obtenidas., Como se pucde comprobar, los espectros presentados
no proporcionan una idea sobre la concentracién relativa de las diferentes fracciones.
Cuando se comparan las fracciones P y L, se puede ver que ambas contienen el complemen-
to normal de bacierioclorofila. Asi, la relacién de absorbancia entre los picos que absor-
ben a 800 y 880 mu, es la misma en ambas fracciones. Lo mismo ocurre en la zona del vi-
sible, cspecialmente en la relacidon entre carotenoides v bacterioclorofila. 1.a pequefia di-
ferencia en la posicion de los maximos de absorcidon mostrados en la Figura 24, represcenta,
probablemente, diferencias en la asociacidn de bacterioclorofila y su proteina correspondien
te. Por otra parte, la fraccidon Feo, sblo posee una limitada cantidad del complemento nor
mal de bacterioclorofila siendo ademéas posible detectar en ella, una nueva banda de absor:
c1Hn que ha sido identificada como bacteriofeofitina.

El espectro de ahsorcion de la fraccion Feo presentado aqui, ha sido tomado después de

una didlisis prolongada contra Tris buffer. Es interesante recalcar que, en c¢stas condicio-
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nes, cl contenido de pigmentos de la fraccion Feo no scdimentd atn después de una cen-

Iy N

Iritugac.fa durante O noras, x 144,000 x g,
Como veremos mis adelante, la fraccidn Feo contiene itambién grandes cantidades de cito-

cremo, 2 conro ha gido Dosibie comprobarlo mediante la observacidn directa de su espec-

tro dc ansorcidn enire 600 y 400 mu.

2 - Andlicgis cuali-cuantitativo de las diferentes particulas

¢ ofectud un analisis cuantitativo de la cantidad de protefna y bacterioclorofila presente
o czaa una Ao las fracciones. 103 resultados se encuentran registrados en la Tabla 4. Es
nosiadie dduervar aue de aa ochenta a un ochenta ¥y cinco por ciento de la hacterioclorofila
~..al recuperada, luego de la ceatrifugacidn en gradiente, se encuentra asociada con la
handa P - que la handa L solamente acumula un dos por ciento de esta bacterioclorofila.
Ello nareceria i licar que la cantidad de Triton X 100 usada para efectuar esta separacidn,
no u.olera sido suficiente comd para poner en liberta toda la forma I presente en los
cromatdforos originales. Sin embargo, la pequefia cantidad de bacterioclorofila presente
en la > I, reodresenta ja mayor parte de la fracciéon L presente en el cromatoforo. Es-
tn ha 3ico cowronado meaciante experimentos eon los que se tratd de extraer cantidades adi-
cionales do fraccidon L, que pudieran existir en la banda P va purificada.

Sc pudo comprobar asi, que la banda P contenfa, en algunos casos, algunos cromatéforos
no enteros pero que, csencialmente, no era posible obtener mas banda L, pues, a pesar
de liberarse una serie muy grande de handas pigmentadas, ninguna de ellas posefa carac-
teristiz~ 7 ermifteran ideniificarlas con la banda I..

Por lo tanto, la aparicidn de la banda L no es sbdlo la consecuencia de una solubilizacidn,
sino ¢ s¢ trata de una entidad con existencia real en el cromatbdforo.

Ec intercesante hacer notar también, que tampoco es posible obtener cantidades adiciona-
les de fraccion Feo a partir de la fraccion P, por lo que también podrfa postularse que la
handa Fco representa proteina presente, aunque sdlo en cantidades limitadas, dentro del
cromatdforo.

Por otra parte, cl analisis de la cantidad de proteina presente en cada fracciébn, permite
comprobar la enorme diferencia que existe en la relacién bacterioclorofila a proteina, en-

tre las fracciones P y L. Dicha relacion es, aproximadamente, unas 30 veces més alta en



TABLA 4

CONTENIDO DE BACTERIOCLOROFILA ¥
PROTEINA DE LAS DIFERENTES FRACCIO-
NES OBTENIDAS POR CENTRIFUGACION
EN GRADIENTES DE SACAROSA

—~ - PUORCENTAIE PorcCENTAJE »E
— LW . ‘ .
TRACCION V2 OPROTEIN A eacTERICCLOROFiLA Y BCY/nG-F
FEO 10 ) _————

L %-8 2 71
P 18 80- 85 125,
PRECIPITADO 45- 5O a- 1o 7.4

/

ZROMATOFOROS 10C 1O 350
YWOTA :

_DS HIFERENTES PORCENTAIES SE HAN OBTENIDO TOMANDC
_AS CANTIDADES PE BACTERIOCLOROFILAS (BCL) Y PROTE A

TOTAL (P) INICIALES COMO 100 %.



en la fraccion L que en la P, Esta es una observacidn interesante, ya que podra ser co-
rrelacionado mas tarde, con las actividades fotoquimicas de ambas bandas.

Como hemos mencionado més arriba, se observd que la fraccion Feo contenia citocromo.
En las figuras 25 y 26 es posible ver los espectros reducido y oxidado, en ¢l infrarrojo
cercano v en el visible, para la fraccion Feo.

El espectro de absorcidon de esta fraccidon, en el visible. cvidencia la presencia de un ci-
tocromo relacionado con las bandas de ahsorcion a 551,53 vy 410,35 mu. Cuando se agrega
hidrosulfito de sodio aparec> la forma reducida del citocromo. El pico de absorcidn, antes
centrado : 450 S muse ha corrido a 417 mu y ademas, se¢ ve que ha aumentado en intensidad.
Por otro lado. la handa apenas detectable que se observaba en la forma oxidada a 551,5 mu,
no ha cambiado de posicion, pero se ha intensificado. Estos datos son los que permiten
identificar, como componente principal de esta fraccidn, a un citocromo de tipo ¢, aunque
se observd, posteriormente, que no es este el Gnico tipo de hemoproteina presente, ha-
biéndose identificado por lo menos, otro pigmento tal como el RHP (Rhodospirillumheme
protein) (A. F. Guarcia, resultados no publicados).

La porcidon en el infrarrojo cercano, del espectro de cbsorcidon de la fraccion Feo, muestra
que la banda de absorcion & 756 mu desaparece por reduccidn, mientras mie las bandas

que se pueden asociar con la bacterioclorofila, no se ven afectadas.

No es posible decidir, sobre la base de estos experimentos, si el citocromo ¢ u otro ti-

po de hemoproteina, se encuentra asociado con la feofitina, formando una Gnica fraccion

dentro del cromatdforo.

3 - Actividades fotoquimicas de las particulas L y P obtenidas a partir de eromatdforos

de Rhodospirillum Rubrum:

En todas las fracciones se midieron las reacciones caracteristicas de los cromatdforos
de Rhodospirillum Rubrum.

En el esquema 10 (Cadena de transporte de clectrones fotosintéticos) se pucede ver 1a mas
probable composicidn y secuencia de los componentes de los cromatbdforos de Rhodospiri-
Ilum Rubrum. Se puedemobservar asimismo, en este esquema, los puntos de interaccién
de esta cadena de transferencia de electrones, con algunos de los dadores o aceptores de

electrones artificiales usados en este estudio.
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Sin embargo. este esquems todas .y no ¢St complicto, v oaun o non controversias, sobre
puntes tan 1mportcistes come el mecanismo de reduccion del NAD. Por analogfia con las
plantas y otro tipo de bacterias fotosintéticas, se incluye a la Ferredoxina como compo -
nente del sistema de transferencia y como aceptor principal de los electrones provenien-
tes del centro de reaccion. No existe, hasta el presente, en la iiteratura, una demostra-
«i6n fehaciente de la existencia de este tipo de hierroproteina no hémica, en Rhodospiri-
um Rubrum.
Las dos veerizs fundamentaies existentes acerca del mecanismo de fotorreduccidn del
NAD «n bacterias fotosintéticas, son las siguientes:

El sistema de reduccidn del NAD requiere energia para efectuar la transferencia de ciec
tiones Gesde o 1)[’11’H2 o desde el succinato. Esta energia puede ser suministrada direc-
tamente por la juz. a un sistema de transporte de electrones no ciclico, asociado con la
formacion de AT

Lz reduccidon del NAD se produce por inversion de ia cadena de transporte electronico.
La energia necesaria para este proceso es suministrada por el funcionamiento del trans -
porte ciclico de ¢letrones, el que determinarfa la acumulacion de ATF o compuestos ri-
cos en en>rgia
Investigaciones efectuadas con mitocondrias de mamiferos, han establecido que es posi-
ble cfectuar ub transporte de electrones contra un gradiente termodinamico, utilizando la
cnergia suministrada por el ATF e intermediarios ricos en encrgia, que se encuentran
asociados con la fosforilacidn oxidativa (114) (115) y (116). Esto ha dado origen 2 diversos
experimentos, en los que se ha tratado de demostrz: que las reacciones promovidas por
li luz, en bacterias fotosintéticas, pueden ser originadas en un transporte de clectrones
inverso, para el cual se requicre energia.

De acuerdo con esto, la funcidn de la luz seria la de promover la formacion de ATEF o
bicn compuestos precursores, ricos en energia. Estos compuestos scerian formados du-
rante ¢l transporte ciclice de clectrones y constituirfa el proceso denominado "'fotofosfo--
rilacién ciclica™.

Existen varios resultados que apoyan esta teoria, perc taumbién hay otros que permiten cx-

plicar el proceso de reduceidn del NAD, por un mecanismo no ciclico de transpo:te de elec



trones.

Experiencias llevadas a cabo con Rhodospirillum Rubrum comprueban la formacion de H, ,
mediante la accidn de la luz (117) (118) y (119). Se ha visto que dicha formacidn tiene lugar
en presencia de sustratos orghnicos fotooxidables, tales como ciertos intermediarios del
:iclo del acido citrico. La produccidn de 1{2 se ve 1nhibida por la presencia de sustancias
desacoplantes de la fotofosforilacidn ciclica. tales como Antimicina A; 2, 4-dinitrofenol, v
Oros.

L adicidna de estos compuestos en cantidades suficientes, a células iluminadas, no sola-
mente inhibe La produceion de Hy sino que, ademas, induce la fermentacidn de reserves
enddgencs a acidos grasos, proceso que solamente puede ser detectado normalmente b
e.nte el metabolismo on la oscuridad. De cllo se desprenderfa, que la inhibiciéon de 1a fo-
trfnsinriizeidn cfelica conduce a la supresion del fotometabolismo de estas células.

Muchas lineus de investigacion evidencian que la conversidn dependiente de la luz, de sue-
cinadn y otras sustancias organicas, en anhidrido carhbnico y HZ’ ocurre por operacion
del ciclo del acido citrico, y que, de alguna manera, sec produce la evolucidén de }12 a par-
tirv del piridin nucledtido reducido.

Una expiicacidn razonable del proceso esquematizado mas arriba, serfa la de suponer la
cxisteneia de un trantpsrt- inverso de clectrones, y que ¢l Hz proviene del piridin nucleo-
tido reducido originado durante el proceso oxidativo del ciclo del dcido citrico.

Unu ventaja de este mecanismo seria, ademés, la de proveer al sistema de un mecanismo
regulador, que permitiria mantener, dentro de ciertos niveles, el ATF y ¢l piridin nucled-
tido reducido.

En general, ¢l mecanismo de reduccién del NAD por la accidn de Ja luz, utilizando succi-
nato como dador de electrones, es descripto mediante la hipbtesis del transporte no cieli-
co de electrones. Pero es evidente que, de acuerdo con lo expresado anteriomentc, tam-
bién puede ocurvir por un mecanismo de transporte de electrones inverso, de mancra simi-
lar a lo que ocurre en mitocondrias (120)(121).

El hecho de que la fotorreduccion de NAD, en prescncia de succinato como dador de elec-
trones, seu inhibida en presencia de Mg, Piy ADI (122) y (123), sugiere una competencia

por un mismo compuesto, rico en cnergia, cntre esta reaccion de 6xido zeduccibn y el
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d - a do A teetverse I cerividad medida fue. cn el mejor de ics cases, 1/% de
TERYY Luurenr - sc puede med.. en viomatdioros recién preparados (3 microme’es,’n x

mg 't > v 30 10 microriole . g bl Esta enjericneia dic wagar 2 cierts - sypacalzcid@n

~

soboes b pes ble mecamismo de 1o reduccion dei NAD en cromatdtforos. Ya se ha demostrado
N e staner de detergente, suno2sper st de Tritén X 2000 (nhiken 2! proce-
de YenToes o b dner ¢ omatiforos do Rbodospiviihee Rebrum. (126).
D  lu 0o uxtoer i cenclusdn de gue las [racciones obtenidas a partiy do Racdos-—
Ribrom v secifndel Taadn X 100, dehen carceer de capacidad de fotofcsfori-
GG S - mtargo, 4 pesar de gue no existe formaciGn de ATF, esta frzccidn puede fote-
soduer PNADD pete ecauttado stacfo cncontt s do: mecsninas de Sercfe Y0 T oein o

ceebic sostando por Arnon (125) y en contru teinbién, del mecanisine do tzansporte in-

~naeeml DL Ce s e R recaloa (Qlie este GlUimo mocsnisiie Ro €3 k"\-lln}.-;f.l.zl‘;lf nte incom-
Jutible con ios resuttados obtenidos en este trabajo, sino que podriz coencinarse, si s re-
«aood T ds farmacion d- ATE, no impiicd ia no foimacidn de intezy .20 mion

110 0S en energla.

O reacsiones fotequimics s catalizadas o Gos fracciones L P, s Feo:

muestran que todas 'as fraccinones son erprees d¢ ot o T remaeg -
d:ci'nde TMPDy Ctociemo ¢. Tamhbién pe:miten ohservar gue, pe:d cinkas _.occiones,

tr [taceifn Feo niev2 ia reaccidn més lejos que las otras dos.
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