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RESUMZN

Como parte de un proyecto de largo alcance destinado a elueidar
la genetica molecular del aparato fotosintético de la bacteria

. . / .
Rhodonseucdomonas cavsulata, hemos estudiado la biosintesis y la

e .
funcion de los carotenos de ese organismo,

Los carotenos aon polienos con cuarenta atomos de carbono,cuya

./ . . . -
funcion es proteger a las celulas de la destructiva combinacion de
oxfgeno y luz; y tambien actuan como pigmentos fotorreceptorese En

. e . o L
combinacion con proteinas especificas y clorofila, forman el aparato
fotosintético de Rhodovseudomonas capsulata, que esta contenido en

invaginaciones de la membrana plasmaticae

Para estudiar el "pathway' metabolico,utilizamos cepas mutantes
con bloqueos geneticos en etapas sucesivas de la biosintesis de estos
compuestose.Los carotenos acumulados por cada mutante fueron analizados
por cromatograffa, deriVatizacidh, analisis quimicos y espectrometria
visible y de masao. En base a los resultados obtenidos, describimos
una nueva region genetica,crt F, que codifica la sintesis de una
enzima que metila el C-1 de los carotenose Un compuesto que no habia
sldo descripto previamente, demetilesferoidenona, fue identificado en
células de cepas mutantes cultivadas en presencia de oxigeno, Tambien
describimos un caroteno, metoxyneurosporeno, cuya existencia habia
sido solamente sugerida. Hemos encontrado que este es el caroteno que

se une especificamente a los centros de reaccion de Rhodopseudomonas

sphaeroides.o. Esto corrige una identificacion equivocada por otros

autorese

En esta Tesis presentamos un diagrama metabélico para la bios{n-
tesis de los carotenos en Rhodopseudomonas capsulata , identificando

los genes y los productos que estan involucradoss

Terminadec el '"pathway" biosintético, estudiamos los espectros
de fluorescencia de los carotenos unidos al sistema fotorrecoptor I
(LH~-I) o el sistema fotorreceptor II (LH-II), usando mutantes con
sistemas antena modificadoss La conclusidn es que los carotenos con



nueve o diez doble ligaduras pueden transmitir energia a la cloro}ila

de los sistemas Lil-I o LH=II con un 80% de eficienciae. Este es el primer
estudio realizado acerca de las propiedades fotorreceptoras de los
cerotenos asociados con el complejo Li-I, y tambien el primero acerca

de la eficiencia de los caroilenos nonaenos como pigmentos fotorreceptoe

I'€Se

Utilizando las mismas mutantes, estudiamos las propiedades foto-
protectoras de los carotenos asociados con ambos sistemas antena. liemos
descubierto que los carotenos del LH-1 protegen a las celulas de los
efectos fotodindmicos que pueden ocurrir "en vivo'. Encontramos,usando
espectrometr{a con un rayo laser, que el mecanismo de esta proteccion
en los complejos antena LH-I, es a través de '"valvulas triples'", Este
mecanicmo consiste en la eliminacion de los estados triples de la
clordfila por los carotenos, los que, de esta manera, previenen la
formacion de los radicales libres oxﬁgeno (oxigeno en estado simple),
que potencialmente pueden destruir la celula, Hemos encontrado el
misno mecanismo en el sistema LH-II y en los centros de reaccion,
confirmando de esta manera 1o que habia sido descripto en especies

relacionadas, por otros autorese

Las proporciones en las cuales se sintetizan los sistemas LH-I
y LH-II dependen de varios factores ecoldéicos, pero las concluesiones
de este estudio indican que,en cualquier caso, los carotenos actuan
eficientemente como pigmentos fotorreceptores, y protegen a las
celulas de posibles danos fotodinamicos a través de "valvulas Eriples',



Abrevicturase

Bchl, bacterioclorofila

chhl, 3Bchl, estados excitados simples y triples de la Bchl,respectivammnte
3Car, estado excitado triple de los carotenos

crt, locus geneético que afecta la bios{htesis de carotenos
CD, dicroisno circular

D50, dimetilsulfoxido

ICM,membranas intracitoplasma@icas

nm, nanonietros

1H-I, sistema antena I,o B 870

Li-II,sistema antena II,o B 800+850

102, estado excitado simple del ox{beno

POKy muerte de las celulas por fotooxidaciohes El termino rroviene de "photo
oxidative killing'", tal como figura en la literatura.

Res relacion de frente en cromatograffa

tolecey,cromatografia en placa dclgada de silica gel,
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ILTRCDUCCION

- . ‘. - :
El avarato fotosintetico de Rhodopseundomcnas capnsulatae

Las bacterias fotosinteticas purpura (Rhodospirillaceae) son

uno:.: de los distintos grupos de procariotes que pucden fotosintetizar
en ausencia de oxigeno, usando como dadores de elctrones compuestos
organicos simpless £l aparato fotosintetico Y los componentes de la
cadena del transporte electrdhmco, se encuentran contenidos en
invaginaciones de la membraona plasmatica, .que, en consecuencia,se
dentminan membranas intracitoplasmaticase La formacion de estas
membranas iniracitoplasmaticas, y por lo tanto del aparato fotosin-
tético, depende de la presion parcial de oxigeno y la intensidad de

la Juz en el ecosistenmae

Los miembros de esta faiiliaa tambien pueden crecer heterotrofi=-
camente en la obscuridad, obteniendo la energia mediante respiracion.
Las celulas aque crecen en estas condiciones tienen cantidades minimas
de pigmentos, por lo tanto no serian capaces de fotosintetizar,
Cuando la tension de ox{geno baja de un nivel umbral, las celulas

152 Bl makimo

comienzan a sintetizar membranas intracitoplasmaticas
de desarrollo de cstas membranas se obtiene en condiciones de anaero-

biosis y con luz de muy baja intensidad.

La regulacion de la formacion de las membranas intracitoplasma-
ticas constituye un modelo muy atrayente para el estudio de la
diferenciacion celulare Los genes que codifican la formacion del
aparato fotosintético se encuentran agrupados en una region discreta
del genoma de R.capsulata}. La caracterizacion de los productos de

los genes en esta region del cromosoma e€s un paso necesario en el
proceso de entender los mecanismos regulatorios involucrados, que,

'
probablemente, ocurran en la ctapa de transcrigipion.

El aparato fotosintético esta formado por dos tipos de pigmentos:
Bechl y carotenos, y por una serie de proteinas hidrof&bicas. La

existencla de complejos proteinas-pigmentos se refleja en tres



formas espectrales de la Bchlu. Dos de ellas corresponden a complejos
antena (Li-l y 1¥-I1), encargados de recibir la luz solar, y el
tercero es un centro de reaccidh, donde ocurre la primer etapa de la
reaccion fotoquimica, LH=I tiene un maximo <te absorcion a 870 nm,
LH-I1 tiere dos picos, a 800 y 850 nmelos cambios en la tension de
oxfgeno afectan principalmente al LH-Il, pero eventualmente, a
concentraciones dec oxigeno muy altas, la sintesis de pigmentos puede
cesar totalmente, la energia solar recibida por los complejos antena
¢s transferida eficientemente a los centros de reacci6h, en los cuales
se produce una sepvaracion de cargas a traves de la membrana que es

la fuerza wotriz para el flujo circular de electrones y,consecuentemen-

te, para la formacion de ATP y NADH,.

Existe una coordianacidn entre la sintesis de caroterios y LH-II,
Por lo tanto, mutaciones que afectan la sintesss de estos pigmentos
generan celulas que tienen solamente LH-I , y centros de reaccion,
Y que se denominan gené}icamcnte "azul-verdosas'"s Las mutantes que se
han obtenido hasta este momento afectando la sintesis de Bechl tampoco
tienen carotenose. Esto sugiere una coordinacion entre las sintesis de

ambos pigmentose

Cuando se rompen las celulas mecéhicamente, la continuidad que
existia entre la membransas plasmatica e intracitoplasméiica se interrumpe,
liberando vesiculas cerradas llamadas cromatoforose Estas vesiculas
contienen todos los componentes del aparato fotosintético y de las
cadenas del transporte de electrones (respiratoria y fotosintdtica).

Los cromatoforos tienen un peso molecular de 30 millones de daltons, y
un coeficiente de sedimentacion de 140-160 S?

Biosintesis de los carotenos

Los carotenos de las bacterias fotosinteticas tienen por lo general
cuarenta atomos de carbono, son alifaticos y frecuentemente tienen

grupos hidroxido o metoxido en el carbono 1, Cuando las celulas se



cultivan en presencia de oxfﬁeno, los carotenos pueden tener un grupo
ceto en el carbono 2.

La biosintesis de la unidad basica (CL0) probablemente sea similar
en todos los microorganismos, Yy consiste esencialmente ‘en la adicion
de ocho unidades isopreno (C5): .e kstas unidades de cinco carbonos
(isopentenil pirofosfato) se condensan dando geranil pirofog&fato (C10)
(fige2), luego dan farnesil pirofosfato (C20), y, finalmente, se conden-

san cola con cola para dar la promer unidad Cy0e En Recarsulata la
primer unidad Cyo es fitoeno (fige2)e Lste caroteno es el precursor de
los compuestos mas desaturados 6. En las bacterias fotosintéticas, el
primer aaroteno que tiene color es neurosporeno, que se forma a partir

de fitoeno a traves de una serie de reacciones de desaturacion. (fige2)e.
?

’
trabajaron con mutantes de tomates. zn bacterias fotosinteticas, Daviess,

Schmidt 3y Liaasen-Jensen ?
forma 7,8,11,12 tetra-hidro licopeno.

Esta serie fue postulada originalmente por Porter y Lincoln quienes

encontraron que en vez de 4=~ caroteno se

Para estudiar la biosintesis del caroteno princival de Ro.capsulata

Yy Resvhacroides, que es esferoideno, se utilizaron dos inhibidores:

nicotina y difenilaminae Nicotina probablemente inhibe la hidratacion
del carbono 1. Difenilamina, se piensa que interrumpe las reacciones de
desaturacion que preceden la fprmacion de neurosporeno, porque las
celulas que crecen en presencia de este inhibidor no acumulan ningun

8
caroteno con color.-,

El disello experimental de esos trabajos consistio” en hacer crecer
las celulas en presencia de alguno de los dos inhibidores, luego lavar
las celulas y seguir la formacion de los distintos carotenosa’Ilo

Singh y cole, usaron nicotina en R.enhaeroidesla, Y postularon que la

reaccion de desaturacion de la doble ligadura entre los carbonos 3 y 4
ocurre antes que la metilacion del carbono 1.(fige4)e. Davies ‘3,
trabajo con difenilamina en las mismas bacterias, y encontro que se
acumulaba 3,4 dihidroesferoideno. En consecuencia, el postuld que la
metilacidn (fige}y) precede a la desaturacion (fige3d).



Cuando las celulas crecen en presencia de ox{éeno, s2 forma el

4

. ; . 1
2=ceto derivado del . esioxoidzno (esferoidenona) °

o » Y L3 "
ldentificacion de los carotenos.

Los carotenos tienen color, 0 sea absorben luz en la regioﬁ
visible del espectro, gracias al juego central de dobles ligaduras
prescnte en la molé&ula, 6Z.que por lo tanto se llama cromé%oro.
La determinacion del espectro visible de absorcicn es entonces un
elemento fundamental en la identificacion de los carotenose

La energia de formacion del estado excitado simple de los caro=-
tenos es una funcion de la longitud del cromd}oro. Por lo tanto, 1la
ubicacidﬁ de los maximos de absorcion en la region visible del espec=
tro (usualmente tres) se desplaza hacia el rojo a medida que la
longitud del cromdforo aumenta ( o sea se agregan dobles ligaduras).
(fig.q).El 0jo humano puedo detectar carotenos con un numero minimo
de siete dobles ligaduras, que son de un amarillo péiido.

En base a osta propiedad, el primer paso en la identificacion
de un caroteno desconocido consiste cn extraerlo de las celulas con
solventes organicos y determinar el espectro de absorcion. En la
literatura se pueden encontrar tablas con los picos méiimos de varios

15

cacion del caroteno desconocido es estudiar su mobilidad en placas de

carotenos en distintos solventes e El siguiente paso en la identifi-
telecs Las propiedades de adsorcion cromatografica dependen basica-
mente del numero de dobles ligaduras'y de la existencia y naturaleza
de grupos funcicnales terminalese. Dependiendo del numero de dobles

ligaduras, la influencia de la union carbono-carbono es como sigue:
C=C=C { CuC~C < CWC~C <C=CmC

La influencia de los grupos funcionales oxigenados es como
sigue:
=0R < =C=0 2(~C=0) < -0l <~-COCH



Los dos metodos que henos mencionado se pueden combinar con
otro tipo de estudio, por ejemplo coeficientes de particioﬁ en
fases liquidas y derivatizacionese. Sin embargo, la 1dentificacidﬁ
rigurosa de un caroteno requiere la determinacion de su espectro de

masae

La espectrometrfa de masa de los carotenos es peculiar en el
sentido de que se obtienen fragmentaciones de moleculas intactas y
de productos de descomposicioﬁ termica al mismo tiempoe. Sin embargo,
la naturaleza y las cantidades relativas de estos pproductos de des-
composiciéh térpica son constantes, y en realidad ayudan a identificar

el caroteno en cuestione

Tres productos de descomposicidﬁ termica se forman tipicamente
de la region del cromdforo: tolueno, xileno y CipHpQe Estos tres
compuestos dan sehales a M=92, M=106 y M-158 respectivamente, La
senal a M-158 es generalmente pequena (¥ 5%)o. Las otras dos son general-
mente intensase El cociente }M=92/M=106 is inversamente ' provnorcional

16

a la longitud del cromoforo ' °, y tiene, por lo tanto, valor para el

diagndstico,

Los grupos terminales (-OH, .CH30- -C=0) generan senales intensas
y caracteristicas de cada uno de ellos. La mayor parte de estos valores

16’17. Por lo tanto, si uno obtiene el espectro de

han sido tabulados
masa dd un caroteno puro, se puede deducir la estructura quimica en

P d
forma univocae

Asociacion de los carotenos con 1los complejos antena,

Tradicio.nalmente, la composicioﬁ de los pigmentos y las proteinas
de los sistemas antena (LH-I y LH-II) y de los centros de rearcion
fueron estudiados en complejos aislados de las membranas con el uso
de detergentese Sin embargo, el uso de detergentes ha sido una continua
fuente de artefactos, por lo cual siempre es deseable la confirmacion

de esos datos por otros mediose

Codgell y col.‘8 aislaron centros de rmccion de Resphaeroides ,




y encontraron un caroteno asociado con esos complejose Sin embargo,
este aaroteno se encuentra en pequeﬁ%s cantidades en la celulas.
Esto sugiere que pueden haber requerimientos estructurales para la
union de los carotenos a los centros de reaccidﬁ.Estudiod de reconse

19

titucion de membtranas apoyan esta interpretacidﬁ. Esto tambien
constituye una buena prueba en apoyo de una participacion fisioldéica

de los carotenos en la estructura del centro de reaccione

Respecto al sistema LH-II, el hecho de que su sintesis este
coordinada con la sintesis de carotenos tambien sugiere una participa=
cion de estos polienos en dicha estructurae

La situacion con el sistema Ll-I es bastante mas complicada o
Este complejo es muy dificil de aislar con detergentesa. Por otro
lado, el enfoque genetico es tambien diffcil, puesd0 gue como la
sintesis de carotenos y LH=-II esta coordinada, las mutantes que tienen
s01lo LH-I generalmente no contienen carotenose

Usando manipulaciones gene%icas y mutaciones, fue posible obtener
un grupo de mutantes con difercntes tipos de antena. Estas mutantes
permiten estudiar "in situ" las caracteristicas de los carotenos
unidos a ambos sistemas antenaes La cepa MV 442 tiene carotenos y LHE=I
solamente; la cepa Y 142 tiene solamente LH-II, y no contiene ni LHw-I
’ ni centros de reaccidﬁ.Utilizamos la primer cepa para estudiar
la -asociacion de los carotenos con cl sistema Lli-I, y la. segunda

para estudiar la asociacion con el LH-II,

Funciones de los carotanos

La luz absorbida por los caroienos es tramsmitida a la Bechl y
usada efécientemente en fotosintesis, de acuerdovcon la siguiente

reaccion:
' -
Car + 1light ~—— Car

Car + Bchl —3% Car + Bchl



Car* y Bchl* significan los estados excitados simples de los carotenas

¥y la Bchl respectivamentes

El método mas practico para medir la eficiencia de este procem
es iluminar los cromatoforos con luz de una longitud de onda tal que
sea absorbida por los carotenos, y medir el nivel de fluorescencia
de la Bchle Usando este metodo, la eficiencia en R.cphaeroides y

. . or . 0
en Rhodospirrilum rubrum se calculo en 90% y 30% respect1vamente2 .
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Este metodo nunca fue aplicado an Recapsulata, Sin embargo, GHbel

midid las eficiencias cuanticas de crecimiento usando luz absorbida

por los carotenos, y halld un rendimiento del 80 e

La otra funcion de los carotenos es proteger a las celilas
contra oxidaciones mediadas por la luze. Zste efecto fue descripto casi
25 ahos atras por Stanier y cole 22, quienes trabajaron con lzkepa
salvaje y una mutante deficiente en carotenos en la bacteria R.sphaeroidc-.

Cuando ambos tipos de celula fueron expuestos a la luz y oxigeno, se
hallo que la mutante era destru{ha, pero la cepa salvaje era resistentee.

22

Sistrom y col atribuyeron la resistencia de la cepa salvaje a la

presencia de carotenose. El mismo tipo de efecto fue luego descripto
23’24, 25, y bacterias no fotosinté%icasas.

en plantas algas

Un organismo es sensible a oxidaciones fotodinamicas cuando
contiene un compuesto sensitizador (3). Estos compuestos pueden
absorber luz, y formar estados excitados triples (35) a partir del
nivel excitado simple (1S), Cualquier compuesto natural con una estruce
tura porfirica Yy varios colorantes artificiales sirven como sensitiza-
dorcseEn el caso particular de Re.capsulata, Bchl es el principal

sensitizadore.

Las moleculas de 3S formadas interactuan con el ox{éeno en el
nivel base, generando moleculas de ox{geno en el estado excitado
simple (102 o) }]g), de acuerdo con el siguiente mecanismo:

's — 3

s+ 20, = 5 + lo,



La muerte fotooxidativa de la celula se produce cuando los
oxigenos simples reaccionan con dienos presentes en acidos grasos y

algunas purinas y amino acidose

El estudio del papel de los carotenos en la prevencion de la
muerte fotooxidativa de las celulas (PCK), se desarrolld a lo largo
de dos lineas cxperimentales distintas: '"in vitro" con pigmentos

28,29 y en cromatdforos 18’30’3]’32,

disueltos en solventes orgaﬁicos

Con el primer tipo de estudio se adguirid mucha informacion acerca
rd

de la formacion de triples carotenos en solucich; con el segundo,se

P T
obtuvo un conocimiento mas fisiologica del procesoOe

Fl mecanismo basico por el cual los carotenos protegen a las
celulas se denomina 'valvulas triples'".Consiste, esencialmente, .en
la eliminacion de los triples Echl por los carotenos, de acuerdo con

la siguiente reaccion:
3Bchl + Car —> JCar + Bchl

Los 3Car decaen répidamente (vida media % nsec), y sin emitir33

radiacion.la existencia de esta reaccién fue demostrada "in vitro" .

31

- Cd
En R.sphaeroides se hallo en cromatoforos Y en centros de reaccion

ra
aislados con detergentes’q.

Los carotenos son .tambien capaces de neutralizar los 102:

102 + Car .— 3Ca:n:' + 302

35

de formacion de los triples carotenos son inversamente proporcionales

Esta reaccion fue hallada "in vitro" por Foote””’, Las energias

a la longitud del cromdforoe. Por lo tanto, el numero minimo de dobles
ligaduras necesario para que los carotenos puedan neutralizar los
l02 €5 nueves,

Mutantes de Rhodopseudomonas cansulata

Mutaciones aue afectan la biosintesis de carotenos

Las mutaciones que afectan la biosintesis de carotenos mapean en

por lo menos ocho regiones distintas del genoma de Recapsulatas




La composicié% de los carotenos en la celula afecta el color de las
colonias formadase Se pucden describir tres fenotipos caracteristicos:
"azul verdoso'", 'verde" y ''marron''s Z1 fenotipo de la cepa salvaje es
"narron-rojizo' o "rojo!" de acuerdo a que las celulas se hagan crecer
en ausencia o presencia de oxigeno respectivamente,

- 4
El mapa genetico de la region fotosintetica del genoma de

Recansulata se muestra en la fig.j; Las cepas mutantes utilizadas se

Ve
describen en Materiales y letodos,

Objetivos,

-
El proposito basico de este estudio fue realizar una caracteri-
. . . . . Vg . o
zacion genetlca-bloqu{mlcd.de la biosintesis y la funcion de los
carotenos en Rscavsulatae

Los resultados obtenidos en los estudios de la biosintesis de
los carotenos usando inhibidores son claramente incompletos y,muchas

vecee, la evidencia experimental ofrecida era cuestionable.

En cuanto al estudio del papel de los carotenos en la celula,
las tecnicas -de cspectrometria de fluorescencia y cinética rapida18’3o’36
se perfeccionaron mucho en los ultimos aﬂos, pero nunca fueron usadas

” -
en combinacion con geneticae

Usando este enfoque genético-bioquimica, hemos podido obtener
un panorama completo de la bios{ntesis y la funcion de los carotenos

en Re.capsulatae




Leyendas, Figuras 1=5

1o Reacciones generales en la biosintesis de carotenoss

e Bios{ntesis de neurospoeeno, de acuerdo con Porter y Lincoln?.
3, "Pathway" biosintético para esferoideno, propuesto por DavieslB.

L4e Maximos de absorcion de los carotenos en funcion del nﬁhero de dobles

ligadurase

S5e Mapa genetico de la region de los pigmentos en R.capsulata
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Figura 4
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Figura 5
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MATERIALES Y METODOS

Cepas
37

SB 1003 es la cepa salvajes iy se obtuvo por mutagéﬁesis s €5
"azul verdosa', ol sea que no acumula carotencs. MY 442 es una rever=-
tante secundaria de i, y fue seleccionada por POKe MW 4422 es el
derivado 'verde" de M¥ 442, y fue obtenida tratando MW 442 coun el
"factor de transferencia de genes" 3 obtenido de la cepa 'verde!" R 121,
bsta cepa tiene una mutacion en el gen crt Ge Las cepas ''verdes"

MT 1131 y BY 1424 e obtuvieron con el mismo prnocedimiento a partir
de SB 1003 y la mutante deficlente en centro de reaccion Y 142 respec=
tivamentesBY 1291 es una cepa mutante en el geb crt D.

Condiciones de cultivo

El medio de cultivo utilizado es 003% peptona=0.3% extracto de
levadura en agua deionizada. Los cultivos fotosinteticos se prepara-
ron a partir de pre-cultivos aerdbicos, que se agitaron a 37°C hasta
que las celulas alcanzaron la fase estacionaria temprana. Este pre=-
~cultivo se¢ transfiric a botellas de litro de vidrio transparente,
llenadas hasta el tope para reducir la presencia de oxfgeno.Estas
botellas fueron incubadas a 30°C, iluminandolas con luz incandescente
(aproxe. 10 /m2)e

Las cepas "azul verdosas'" son sensible a la POK, por lo tanto
requieren una variacion de este metodoe. El pre-cultivo se hizo crecer
hasta la fase logaritmica tardia, luego se transfirid a las botellas
de litro y se incubd en las obscuridad a 300 C por tres horaseDe esta
manera, las celulas consumen el oxigeno respirando. Las botellas se

transfirieron luego a condiciones fotosintéticas normalese

En los casos en qud se indica, las celulas se hicieron crecer

- 7
anaerobicamente en la obscuridad en presencia de DMSO.)8
AMfcuotas de cada cultivo fueron sembradas en placas de agar

para detectar posibles contaminaciones,



V4
Los cromatoforos fueron preparados rompiehdo las celulas con una

prensa French, a una presion de 1000 psie.

Caracterizacion de los nigmentos

Los pigmentos fueron extraidos con el metodo de Britton and
Goodwinjg. La saponificacién (para separar- los carotenos de la Bchl)

se realizo a 56° C vor 20 umin en presencia de 6% KOH en metanol,

Para caracterizar un grsn numero de mutantes, hemos discfado
el siguiente método: las celulas fueron centrigugadas a 12000 xg por
30 mine El sobrenadante fue descartado y el pellet se extrajo con
metanol anhidro (aprox. 2 ml por gr de células) durante 30 mine. Este
paso elimina la nmayor parte de la Bchl y el aguas El extracto resul-
tante fue centrifugado a 12000 xg por 40 min, y el sobrenadante fue
descartadoo.El pellet se extrajo con benzeno (aproxel ml por gramo de
material) durante 1 hre La suspesién resultante se filtro 3don un
filtro de fibra de vidrio, se llevo a sequedad con Np, se resuspendio’
en cter et{iico y se cromatografid’en telece Los solventes usados se
describen en la tabla I., El licopeno se obtuvo de Sigma Chemical Co,
y se repurificd'en tolece La piridina se redestiloldos veces,

Todas las extracciones se realizarin en atmosfera de nitrogeno
y obscuridade

. . . . (4 3 I
Para determinar los coeficientes de particion, utilizamos el

metodo .le Petracek y Zechmeister“o.

./ . .
La estereomutacion se¢ obtuve irradiando las celulas en presencia

de :'Lodo.t’l

Utilizamos los metodos metionados por Liaaen-Jensen h2

para la
sililacion, dehidratacion,hidrdlisis alcalina,reduccion con LiAlH,,

acetilacion con anhidrido acetico en piridina y tratamiento con HCle.

Espectroscopia

Espectros vicibles

Para espectros en la region visible utilizamos un espectrofotdhetro



de ¥ayos duales Heath modelo EU 707-31

Espectros de masa

Utilizamos un espectrometro LKB 9000, con el sistema de¢ inyeccidﬁ
directa, un voltaje delionizacion de 70 eV, y 1-2 ugr de muestra purifi-

cadae

CD espectros

’ N I'e .
Usamos un espectrometro de dicroismo circular Jasco-=Durrum modelo
20, con cuvetas de 1 cne

= Cambios en la absorcion optica de los centros de reaccion

La disminucidh de la absorcioﬁ 6ptica a 605 nm se utilizo'para
medir la eficiencia en la transmicion de energia de loa carotenos a
la Bchl., Los espectroé se obtuvieron con el uso de un juego de filtros
de interferencia. La curva de transmitancia para cada filtro se integro'
para determinar la intensidad de luz incidente, La respuesta obtenida
al iluminar la Bchl a 590 nm se uso para corregir los resultadoseLos
cromatoforos se resuspendieron en 100 mM MOPS, pH 7, 100mM KCl, 1mM
cianuro de potasio, 0002 mM valinomicina, 1 mM ascorbato y 0,01 mM
DAD (2,3,5,6 tetramctil-p-fenilenediamina),

Medicioﬁ de la intemsidad luminosa

Usamos un radiometro YSI-Kettering modelo 65 A

7’ .
Esvectrosccpia de fluorescencia

Utilizamos el espectrofluorometro construido por el Dro. ReClayton b3
para obtener loes espectros de emision y accioﬁ.ﬁl espectro de emision
fue corregido de acuerdo con la respuesta obtenida usando womo cuerpo
negro una lémpara de tungsteno, con un color de temperatura de 2800°K.
Usando la equacioh de Plank, se puede calcular la eficiencia del
fotomultiplicador ##, Yy en base a cse valor se corrige la curva obtenidae
Los valores de la fluorescencia en el espectro de accioﬁ se corrigieron
de acuerdo con la intensidad de la luz actinivas La absorcion optica de

la muestra se expreso como la fraccion de luz absorbida (a= 1-=T)e



Los valores de flucrescencia obtenidos se corrigleron asumiendo un
100% de eficiencia a 590 nme Por lo tanto, la eficiencia en la
transferencia de energia en la region del espectro en la cual los
carotenos absorben luz se puede calcular a partir de la diferencia
entre los valores de la fraccion de luz absorbida y la fluorescenciae
En todas las longitudes de onda utilizadas, la sefal fue proporcional
a la intensidad de la luz act{nica, que se varid'utilizando filtros

neutrose.

Muerte por fotooxidacion (POK)

Una alfcuota de un cultivo liguido se extendio sobre una Placa
de agar, y se incubo en anaerobiosis y luz por 3 hrse. Luego, las
rlacas se expusieron 2l aire y la luz por tiempos diferentese.lLa
intensidad de luz fue aproxe 40O Watts/m). Las placas de agar se
protegieron del calor mediante una cuveta cromatOgréfica conteniendo

agua a 40 Ce

Detoccion de 3Car y JBchle

La muestra de cromaté?oros se pusO en una cuveta anaerobica,
Y se burbujeo Np durante varios minutos para eliminar el oxfgeno.
Usamos NapSp0y para bajar el potencial redox. En el texto, 'potencial
redox moderado" indica un potencial de alrededor +250 mV, el cual es
optlmo para la fotooxidac1on de los centros de reaccions

Para inducir la formacion de JBchl ( y eventualmenée de >Car),
es necesario iluminar la Bchl con flashes cortos e intensos (aproxe
10 nsec de duracion y 150 n einsteims de intensidad). Esto se puede
lograr con un laser de rublies, que ilumina a 694 nme Un rayo monocro-
matico de detecci6n se alined perpendicular al rayo del laserolas
senales de este rayo de medicidh se amplificaron con un fotomultiplica-
dor, y se digitaron en una computadora programada para promediar
cambios transitorios.31

Medicion de la bomba de protones

Una muestra de cromatdforos conteniendo 1e4 mgr de Bchl se



resuspendio’ en ¢l bufer glicina-glicina 2m M,pH 7.8, 100 mM KC1,

2mM ¥gCl y 0,02 valinomicina.la muestra se mantuvo a 28°C en una
cuveta de titracio'ia. Los cambios en el pH de la muestra cuando se
1lumind a 870 nm (usando un filtro de interferencia), fueron detecta-
dos con un electrodo sumergido en la nuestrae



RZSULTADOS

Biosintesis

Compuesios acumulados por cada tipo de mutante

Como fue explicado en la Introduccion, se pueden definir al menos
cinco tipos de mutantesY “azul-verdosas'", "verde'", "marroﬁ", "marron
rojizo" y "rojo'"e El estudio de varias mutantes ''verdes'" en telecC
indicd'que este fenotipo se encuentra en mutantes que tienen uno,dos
0 tres carotenos con nueve doble ligaduras (compuestos I,II y III de
acuerdo al orden de polaridad crecliente)eEl compuesto I es acumulado
por mutantes en el gen crt C. Las mutaciones en la region crt D vy
crt G generan celulas que acumulan los tres compuestoss Una cepa,Y 129
acumula solamente dos compuestos, I y III.zstudios gené%icos usando
el factor de transferencia de genest+5
dos mutaciones: crt G120 y crt ¥129, La cepa PY 1291 tiene un fenotipo

"marron", y acumula un caroteno inusval:ccmpuesto V,

indicaron que esta cepa tiene

Cuando celulas de la cepa salvaje (''marron rojizo") y de la mutan=-
te PY 1291 se hacen crecer fotosinteéticamente, es muy dificil distinguir
el colore Sin embargo, cuando las placas de incuban en cadiciones
aerébicas, las celulas de la mutante se vuelven de un color marrons

Posteriormente hemos encontrado otra mutacion en el mismo gen
(crt F21), que posee el mismo fenotipoe. Mutantes dobles crt G121 y
crt F21 tambien acumulan dos compuestos (I y III),

Identificacion de los compuestos

Compuesto I: Usando los solventes descriptos en la Tabla I, separa-

mos lcs carotenos de la cepa BY 1291 en telece El compuesto I, disuelto

en eter de petroleo, teene un espectro de absorcion con picos a 417,

440 y 470 nm, EZsto corresponde a un crom6foro de nueve dobles ligadurasheo
No detectamos ningun cambio en la mobilidad de este compuesto en telecC
luecgo de que fue sometido a sililaci&ng'dehidratacidh.

El espectro de masa de este compuesto tiene un ion molecular a

m/c 538, lo cual corrcsponde a una formula empirica Cy0li58e Los



fragmentos a M=69 y M-137 se forman, caracteristicamente, del siguiente

grupo terminal del neurosporeno:

A AR

D S
S A 1

El cociente entre los picos del tolueno y xileno (M-92/M-106 respec-
tivamente) es caracteristico de un cromoforo de nueve doble ligaduras.16
De acuerdo con estos resultados, identificamos al compuesto I
como neurosporeno ( 7,8-dihidro-TC-y- caroteno)e Es el primer compuesto

de la serie que tiene color y el unico acumulado por mutantes en el

gen crt Ce

Compuesto 11

Bste compuesto es ligeramente mas polar que neurosporeno, pero
tiene el mismo espectro de absorcicne. Luego de someterlo a sililacion
9 deshidratacidh, no detectamos ningun cambio en la polaridade Varios
espectros de masa de este compuesto dieron un resultado similar al del

conpuesto I,

Un fenomeno relativamente comun en carotenos es la existencia de
isomeria geométrica, que afecta la adsorcié% a la silica gel.t+1 Una
manera de explicar las diferentes aftnidades de adsorcion entre los
compuestos I y II, era postular que,al menos parcialmente, el compuesto

IT ema un cis- isomero del compuesto I

Para investigar esta posibilidad, sometimos ambos compuestos a
47

isomerizacion "in vitro" en presencia de iodo ‘e Este metodo permite
obtener todos los isomeros geometricos de un compuesto cuya formacion
no esta estericamente impedidae Terminada la reaccion, los distintos
isomeros se pueden separar en telece Entonces, si el compuesto II era
un isbmero del compuesto I, el tratamiento con iodo deberia generar
la nisma familia de derivados, S5in cmbargo, ambos grupos de isomeros
tuavieron moVilidades distintas en telecs Por lo tanto, la conclusidﬁ

. o < I3
fue que los compuestos I y II no eran isomeros geometricose



Otra pcsibilidad era que la diferencia se debiera a algun grupo
funcional que se perdia durante la volatilizacion de la muestra en
el espectrometro de masae LOs resultados negativos que habiamos obte-
nido con la sililzcion y la deshidratacion descartaban la presencia
de un grupo hidroxie. *1 siguiente paso fue entonces aplicar una
serlie de reacciones para detectar distintos gruvos funcionales en
carotenoshaz hidrolisis alcalina (detecta estems), reduccion con
LiAth (dctecta carbonilos), y finalmente, tratamiento con HCl concen-
trado (da un color azul con grupos epoxidos)e Todos los resultados

fueron negativose

Otra de las posibilidades restantes era un grupo metilo, Estos
grupos son dificiles de identificar, puesto que son muy poco reactivos,.
Por esta razon, decidimos emplear un enfoque diferente, Hicimos crecer
celulas de la cepa BY 1291 en (14C-metilo) metioninae. Luego, extrajimos
los carotenos y los analizamos en telecela medicion de la radioactivie
dad en la placa muestra (fig,£ ) que la marca se incorporo"en el
compuesto I1I, kEsto constituyo una evidencia bastante fuerte en favor
de la presencia de un grupo metoxido, Por lo tanto, comenzamos a
variar las condiciones de volatilizacign de la muestra en el espectro-
metro de masa, hasta que obtuvimos una fragmentacion adecuada (fig 7 ).
Este espectro de masa tien2 un ion molecular a m/e 570, E1 grupo
metilo genera la senal a M=32, La &aca posible ubiaacioﬁ para este
grupo es el C-1, puesto que el pico a m/e M=-69 ha desaparecido, pero
=137 es Mly sl&TOo

Consecuentemente, el computsto II se identifica como metoxineu-

rosporeno (3,4~ dihidroesferoideno; l-metoxil1,2,7',8'- tetrahidro-

\r- ‘f’-caroteno).

compuesto III1

Este compussto tiene un espectro de absorcidn similar a neurospo=-
reno, pero es mucho mas polar. Esto sugiere la presencia de un grupo
hidroxi. El caso de los compuestos I,II y I1I es ideal para el estudio

de coeficientes de particion, que son significativos solamente si los



compuestos estudiados tienen estructuras nuy similaresesEn estos
casos, la presencia de grupos nuy polares, como el hidroxilo, afecta
profundamente 1la distribucion del compuesto entre dos fases lfquidaso

El coeficiente de particidﬁ del compuesto III en eter de petroleo-
95% metanol fue S0:10. En el mismo solvente, el valor para neurosporeno
y metoxineurosporeno fue 100:0, Este remultado indica la presencia
de un grupo hidroxido. Z1 espectro de masa (fig.? ) confirmo” esta
identificacion, El ion molecular se encontro a m/e 556. Los picos a
M-=18 y li-137=18 corresponden a la deshidratacion de la moleculae

Para estar seguros de que habia un solo grupo hidroxido en la
molecula, analizamos el espectro de masa del compuesto sililado. El
ion molecular en este caso se encontro a m/e 629, indicando un solo
sitio de sililacione El Ry del derivado sililado en teleCe con el
solvente 10% acetona-eter de petroleo fue 0,94, mientras gae el del
compuesto original fue 0427 (tabla I.)es El compuesto III puede ser
deshidratado con PCCl3z en piridinaqz° El  producto de deshidratacion
tiene el mismo espectro de absorcioh del neurosporeno, lo cual indica
que el grupo hidroxido no interactua con el croméforo. La mobilidad
del derivado deshidratado en placas de te.leC con el solvente 5%
acetona-10% benzeno -eter de petroleo is 0,80, comparada con 0,20
para el compuesto no trdado (tabla II).

Tambien investigamos la posibilicdad de la existencia de un
grupo ceto, tratando el compuesto con un poderoso agente reductor,
LiAlHy he » bero no ocurrioc ninguna reaccion detectable (juzgando
por la mobilidad en teleCe)

Identificamos al compuesto IIT como.hidroxineurosporeno o
cloroxantina (1,2,7',8'- tetrahidro-’f- ’/-caroten-l-ol).

Compuesto IV

El espectro visible de este compuesto en eter de petroleo mostro’
maximos a 430,454 y 485 nme Esto indica un cromoforo de diez dobles
ligadurase. Sin embargo, este compuesto es mas polar que esferoideno



Este incremento cn la polaridad sugiere la prescncia de un grupo
hidréﬁido. Por lo tanto, sometimos este compuesto a sililacidﬁ. El
Ry del compuesto sililado €én 2% eter etilico-eter de petroleo fue
0097, mientras que para el compuesto original fue 0,08, El espectro
de masa (fige § ) muestra un ion molecular a m/e 554, y picos a
M=-18 y M=106-18, que corresponden a productos de deshidratacions

El espectro corresponde al compuesto demetilesferoideno (3,4=
didehidro-1,2,7',8'= tetrahidro -f’-)ﬂ-caroten-l-ol). El cociente
M=106/M=92 indica la prescncia de un cromoforo de diez dobles liga=-

durase

Coriouesto V

Este compuesto se forma cuando las celulas de la cepa PY 1291
-
se cultivan en presencia de oxfgeno.El espectro de absorcion se
asemeja al de esferoidenona, pero el pico esta desplazado,

Cuando sometimos este compuesto & sililacioﬁ, detectamos un
cambio no s0lo en la polaridad, pero tambien en el espectro de
absorcione (fige 10v), 11 espectro del derivado sililado es muy simi-
lar al de esferoidenona (compuesto VIII).Estos resultados sugieren
la presencia de un grupo hidroxido interactuando con el cromd%oro.

El espectro de masa muestra un ion molecular a m/e 5686El
espectro de fragmentacion corresponde a demetilesferiodenona
(1-hidroxi-},u,-didehidro-l,2,7',8'-tetrahidro-T’-'ytcarotenuaona)
Este compuesto e¢s el 2-oxo derivado de esferoidenona, y se forma en
esta mutante cuando hay oxfgeno en el medioe.Los fragmentos a M=18,
M=92, M=106,M=106=18 y M=13%7 se interpretan como en el compuesto IV,
El pico g M-88 se interprecta como en el caso de dechidroplectania=-

4

Xantina'~, o sea que se debe a la ruptura de la union 2-3, y sube
”~ ‘\/

secuente protonacion del fragmento mas pequenoeil pico a M=16 se

debe a la pérdida de ox{geno que ocurre en alcoholes alilicos

48, 105 picos a k=106-18 y M-106-16 representan la pérdida

aciclicos
de agua en el fragnmento descripto previammnte, El1 pico a M=158
corresponde probablemente a la perdida de 146,dimetil ciclopenteno

a partir de la cadena conjugada 49.



Conmpuesto VI

Este es el compuesto acumulado por la cepa salvaje cuando es
cultivada fotosintéticamentes El espectro de absorcion tiene maximos
a 427,453 y 484 nm, correspondiente a un croméforo de diez dobles
ligadurase Ei1 espectro de masa tiene el ion molecular a m/e 568,

y la fragmentacién corresponde a esferoideno,( l-metoxi-3,.4,didehidro
1,27',8' tetrahidro -\f-l{-caroteno).

Compuesto VIIL

Este compuesto se forma en cantidades muy pequéﬁas cuando la
cepa salvaje se cultiva fotosinteticamente. Ticnt basicamente el
mismo espectro de absorciofh de esferoideno, pero es mas polar (ver
tabla I'.)e El derivado sililado ticne un Rf de O.83 en 10% acetona-
eter de petroleco, comparado con Q.34 para el compuesto original,

No hemos obtenido suficiente material como para un espectro de
masa, pero basado en estos resultados, sugerimos que este compuesto
es hidroxiesferoideno (1'-metoxi-3',4'= didehidro-i1,2,7,8,1'2'=
hexahidro- | - 1L caroten-l-ol)lB.

Compuesto VIII
Este compuesto se forma cuando la cepa salvaje se hace crecer

en presencia de ox{éeno. Los espectros visible y de masa corresponden
a esferoidenona (1-metoxi-3,4~didehidro~1,2,7',8'= tetrahidro -}V - }V -
caroten-Z-ona)EO.

Carotenos de Resphaeroides Gae

Esta es una cepa ''verde'" que acumula tres carotenos nonaenos,
Empleando tres solventes distintos en telecs, y usando los carotenos
de Re capsulata como standars, identificamos a estos compuestos como

neurosporeno,hidroxineurosporeno y mctoxineurosporeno.



Mowrilidad de los diferentes carotcnos en telece silica gel, con

respecto a licopeno, el caroteno del tomate.

Las distintas mutantes se cultivarmon en condiciones fotosinte-
ticas, excepto cuando se preparo esferoidenona o demetilesferoi=-
denona, en cuyos casos se inirodujo oxigeno en el medio. La
identidad de los ccmpuestos sc confirmo con espectrometria de
masa, luego estos compuestos fueron usados como standars para
identificar,pcr co-cromatograiia en tres solventes diferentes,

a los carotenos de las otras mutantes,

Caroteno Movilidades relativas en:® Extraido de
10% A/P 5% A/10% B/P la cepa
I, Neurosporeno 1605 1,03 BY 1291
I1 . Metoxincurosporeno 0693 0e¢82 BY 1291
111, Hidroxineurosporeno Oe¢34 0e¢26 BY 1291
IV, Demetilesferoideno 0639 0.30 PY 1291
Ve Demetilesferoidenona Q52 0.27 PY 1291
V1. Esferoideno 0e?75 Oe71 SB 1003
VII, Hidroxiesferoideno Oe34 0,15 SB 1003
VI1l., Esferoidenona 0.68 0e59 SB 1003

ae s0lventes usados: A,acetona;Bebenzeno;l’, - eter de petrleo, La movili=-
dad relativa se define como el cociente entre la distancia que migro
‘cada compuesto y la distancia migrada por el licopenoe. El Ry del
licopeno es 0483 en 10% A/P y 04,78 en 5% A/10%B/P.



Leyendase Figuras 6-11

6 Incorporacion de grunos (140 retilo) en los carotenos de la cepa BY 1291,
Las celulas se hiciercn crecer en condiciones fotosintélicas en presencia
Oel mCi/ml de (1AC-metion¢na). Los carotenos fueron pxtra{aos, purificados
y separados en placas de teleCe de acuerdo con lo descripto en Materiales

y Metodos.
7+8,90 Espectros de masa parciales de los compuestos II,III y V. Las. flechas
indican fragmentaciones de ciertos grupos terminales en la moleculaesla

intensidad de cada pico es relativa al pico base,

10.Espectro visible del compuesto V (A) y su derivado trimetilsililester (B)e
Ambas muestras fueron purificadas en telece Yy disueltas en éter de petrdleo.

11. E1l "pathway" biosintetico propuesto en este trabajoe
Las reaccicnes que son afectadas por distintos crt genes se indican en
cada casoe Esferoidenona y demetilesferoidenona se fcrman, en nuestras

condiciores experimentales, s0lo si hay oxigeno en el medio,
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Discusion

En base a los resultados obtenidos, sugerimos el '"pathway"
biosintético mostrado en la fige4l o Proponcmos que la metilasa, que
es probablemente el producto del gen crt F, puede usar como substratos
hidroxineurosporeno Cemetilesferoidenos Por lo tanto, la enzima
desaturante que media en la formacio%de la unioﬁ 3l debe actuar
sobre hidroxineurosporeno o demetilesferoidenoela introduccion del
grupo ceto en el.,C-2, que es mediada por el gen 333_5,3 actua en
forma independiente de la metilacioﬁ del substrato,

Cd .
La jidentificacion de los carotenos de Rssrhacroides genera
. 1
algunas preguntas importanteses Codgell y cole 8 encontraron que en
esta cepa de Resvhacroides solo un ctaroteno se asoclia con los centros

de reaccion, a pesar de cgue los otros dos carotenos estan presentes
en concentraciones iguales 0 mayorese. Estos autores identificaron
este caroteno como hicdroxineurosporeno o cloroxantina, pero ahora
sabemos que es en realided metoxineurosporenp, ssto puede significar
que la metilacion del C-1 sea un requisito para la union del caroteno
al centro de reaccione Roucher Yy col.]9 tomaron centros de reaccion
purificados de la mutante G9 de Thodospiridlum rubrum, que no posee
carotenos, y ensayaron la afinldad de varios carotenos para unirse

a esta estructurae Los polienos usados fueron espiriloxantina,
esferoidene, esferoidenona y 'cloroxantina'e Sin embargo este dltimo
compuesto puede ser metoxineurosporenoe Seria importante ensayar

la union del compuesto verdadero para clarificar este punto,

Las diferencias en los carotenos de las cepas SB 1003 y PY 1291
cuando se cultivan aerobicamente c¢xplican las diferencias en el
colors cuando hay ox{geno en el medio, se forma demetilesferoidenana
en PY 1291 y esferoidenona en SB 1003, Los diferentes espectros se

muestran cn la fige /0



Figura 11

NEUROSPORENE
crt C 1
HYDROXYNEUROSPORENE METHOXYNEUROSPORENE
ert 0,6 ' crt D,G
DEMETHYLSPHEROIDENE Crt F o oLEROIDENE

HO>L &JQ/NJ\AJ%&&&A/\«A&/ SC.H3OMWWW
1,_ crt A 1
DEMETHYLSPHEROIDENONE HYDROXYSPHEROIDENE
Ho CHSOMMWV*
1] I | l |
0 OH

SPHEROIDENONE

CH30
)LH/MW\W
0



Ccmparaciones entre los carotenos de embos sis. . temas antenae

Zspectros Vislbles de las distintas mutantese

Como fue explicado previamente, estudiamos las caracteristicas
de los cerotenos unidos al sistema LH-1 usando las mutantes M\44e2
y M% 4422, La cepa "verde" MV 4422 tiene una mutacioﬁ en el gen
crt G 121, y por lo tanto acumula neurosporeno, hidroxineurosporeno

y netoxineurosporenoe

Para estudiar los carotenos asociados con el sistema LH=-II,
usamos las cepas mutantes Y 142 y BY 1424, que tiénen carotenos
decaenos y nonzenos respectivamente, Cuando la cepa salvaje §
las cepas ''verdes" con antena completa se hacen crecer fotosintetica-
mente, la cantidad de LH=1 y centZos de reaccion es minima comparado
con la cantidad de sistemas LH-II. Por lo tanto, es muy probable
que los carotenos es esos casos esten asociados principalmente con
el sistema LH-II,

Los espectros visibles de estas cepas, cultivadas en distintas

condiciones, se muestran en la fig, | Ce

El maximo de absorbancia en :-.la cepa "azul verdosa" W 4 se
encuentra a 872 nme Analizando el espectro de otras tres mutantes
"azul-verdosas" con diferente genotipo ( BW% 604, BPY 31 y BJS 11)
encontramos que todas ellas tienen el maximo a 872 nme No hemos
encontrado ningun caroteno en W 4, BYW 604 y BPY 3% En BJS 11
encontramos fitoeno ( 15-cis=7',8,11,12,7',8',11',12'~0ctahidro=-
J -2& caroteno).zste compuesto fue identificado por te.lece y el
t;p ctro de absorc1on en eter de petroleo. Por lo tanto, esta
identificacion es tentativa, ¥y tendria que ser confirmada con

4
espectrometria de masae

El espectro de absorcion de la cepa MW 4422 (que es una rever-
tante secundaria de W 4), tiene un maximo a 880 nm. Cuando la mutan-
te "verde" T 1131 se hace crecer a tensiones de oxigeno moderadas
(figei2 ), sc puede reprimir la sintesis del slstema Li=11, ¥y por
lc tanto lill-]1 es la unica antena presente, El néximo de absorcion

en estc caso tambien esta a 880 mm, como en la cepa MY h422 cuitivada



7
fotosinteticamente,

Los espectros de las cepas MT 1131, cultivada fotosinte%icamen-
te, y BY 1424, cultivada aerdtamente a baja tension de ox{zeno, son

sunamente similares, al menos en la region entre 400-800 nm,

Un analisis mas detallado de los espectros de las cepas que
contienen carctenos decaenos (fige i13) nuestra que los carotenos
unidos al sistema Lil-1 tienen maximos de absorcidﬁ que estan despla-

zados 10 nm respecto a los del sistema LHE-II. Un valor intermedio
se obtiene con la cepa salvaje SB 1003, probablemente como'consecuen-
cla de la presencia de ambas antenase.Para evitar la formacion de
esferoidenona, estas celulas se hicieron crecer en DMSO 38,en anaero-
biosis y obscuridade Observamos diferencias similares entre las
cepas MW 442 y SB 1003 cultivadas fotosintéticamente (datos no mostra=-

dos)e

CD espectros

Para caracterizar aun mas los carotenos de las distintas mutantes
determinamos los CD espectros de las cepas MW 442, Y 142 y SB 1993,
Los resultados (£ig /3 b,d y e) indican que los carotenos de las
cepas Y 142 y MW 442 difieren en la intensidad de la senal a 490 nm,
que es mas intensa cuando LH=II se encuentra presente, y en la forma
del pico a 520 nm, gue es simetrico en Y 142 y SB 1003, y asémé%rico
en Ml 442, No encontramos ninguna smBnal CD entre 400 y 500 nm en la

cepa W 4, 0 en carotenos en solucione

El analisis del contenido en carotenose

Los resultados que mostramos se podrian deber a una diferencia
en el contenido cualitativo o cuantitativo de los carotenos en las
4
distintas cepase Sin embargo, cuando determinamos esos parametros

no encontramos ninguna diferencia significativa entee la cepa salva-

Je y My 4u2( Tabla )

La bomba de vrotones

Para realizar un control adicional de la funcionalidad de las
membranas de la cepa MW 442, determinamos la capacidad de esta cepa



para formar y sostener un gradiente de phi a traves de la membmana,
que se forma cuando lz bomba de rrotenes se activa con luze La acti=
vidad de las membranas de la cepa MW 442 (fige!¥) fue similar a la
de las cepas W 4 y SB 1003

N e e
Transferencia de energla de los carotenos a la clorofilae

Para determinar 3a eficiencia de transmision de enmgfa entre
carotenos y cloréfila, redimos la eficacia de los carotenos de las
cepas M¥ 442 y SB 1003 para inducir la fotooxidacion de los centros
de reaccién, medida a €05 nm (P 605),

La base para este metodo consiste en medir el estado redox de
10s centros de reaccion. Cuando la antena absorbe luz, la energ{é
se transmite a los centros de reacci6h, quienes liberan un electron
que reduce al aceptor primario., En la transicion oxidado=-reducido,
los centros de reacci&h cambian el espectro de absorciéﬁ. Estos cam-
bios se pucden medir a varias longitudes de onda, pero a 605 nm la
interferencia de otros componentes (como por ejemplo los citocromos)

es ninima.

Por lo tanto, si los carotenos pueden absorber luz y transmitire
la a la antena Bchl, y por lo tanto a los centros de reaccioﬁ, se
debe detectar un cambio en la absorbancia a 605 nmeSi la intensidad
de la luz usada esta por debajo del nivel de saturaciéh, entonces
la eficlencia en la transferencia de en2gia puede ser calculada en
base a la senal a 605 nme Los rssultados (figei$) indican que en ambos
casos (SB 1003 y MW 442), la eficiencia es 60-70%., Usando las mismas
condiciones, detectados una respuesta lineal en W4 Es importante
observar quec este espectro de accich esta desplazado en MY 442 respec-
to a SB 1003,

Sin embargo, el uso de este metodo esta limitado a las cepas con
centros de reaccion activosePor ctro lado, tampoco permite la obtencidﬁ
de un espectro de accidn continuos

Debido a estas limitaciones, decidimod analizar los espectros



de flucrescencla de las distintas cepase La espectrometria de fluores-

cenclia no tiene esas limitacioness

.
Espectros de emision

El estudio de la transferencia degnerg{a de los carotenos a la
Bchl se hizo en dos etapasePrimero, esinecesario determinar la ubica-
cion de los mdximos de emision de la fluorescencia (espectros de
emisiGh)o Esto fue hecho iluminando la BEchl a 590 nm, y buscando por
el valor rmaximo de fluorescenciae Una vez ubicado el maximo para cada
cepa, se puede iluninar los cromatdforos con luz actfnica de distintas
longitudes de onda, y determinar el espectro de accion.

Cuando los cromatoforos de la cepa W4 se iluminan a 590 nm, el
maximo de emision esta a 900 nnm (fig.]é). Sin embargo, en las otras
dos cepas cue tienen antena LH-I solamente (MW L42 y MW 4422),1os
maximos estan :.desplazados 6=7 nm(fige[))eEsto esta de acuerdo con
los cambios en el espectro de absorcion que observamos en la zona
infraroja de estas mutantes (fige < )e

La Bchl que esta organizada en los sistemas LH=II emite luz a
un maximo de 876 nm, (fig.lé)o En cepas que tienen ambos sistemas
antena, la energia luminosa absorbida migra, en favor del gradlente
termodinamlco, hacia el LH-I 36.h.ste proceso se refleja en los naxi-
mos de emision de las cepas SB 1003 y MT 1131 (fige/f ), que estan

ubicados a 900 nme

Espectros de excitacion de la fluorescencia

rd
Conocidas las longitudes de onda para la emision de fluorescen-
cia en cada cepa, es posible determinar los espectros de excitacion,
Yy ror lo tanto la eficiencia con la cual el proceso de transferencia

P4
de energla ocCurree

Los resultados (figei!) indican que,imdependientemente de la
estrustura de la antena y de la composicion de Jos carotenos, la
eficiencia es 75-80%%

Basado en esta observacion, concluimos que neurosporeno y sus



s . . . 4
derivados son tan eficientes como esforoideno transmitiendo energia
a los sistemas Li~I o Li=II,

e
Resinstencia a2 la nuerte por fotooxidaclion en las distintas cepase

Si, en cualquier cepa, se forman BBchl en condiciones de intensa
iluminaci&h, las celulas pueden ser destruidas pcr los 102 foruadoss
Si las celulas son cultivadas sobre una placa de agar, el numero de
colonias que se formin luego de iluminar la placa en presencia de
oxigeno,indiaa’ la resistencia de esa cepa al POK.

Este tipo de anélisis en las distintas mutantes indica (fig./g3
que las -cepas que contienen carotenos y LH-I. o Lh-II y LH-I son
resistentes a POK. La cepa gue no contiene carotenos (i4) es sensible,

99% muerc en 7 mine

rd
fecaniemos de fotoproteccion

Una vez que determinamos que las cepas que tienen carotenos y
antena Ll=~I solamente eran rcsistentes a PCK, quisimos averiguar
si esta resistencia se debia a '"valvulas triples" o a otro tipo de
mecanismo, por ejemplo la neutrilizacidﬂ por los carotenos de los
102. Decidimos,en consecuencia,analizar la existencia de "valvulas

triples" en las distintas cepase

Cuando los cromatdforos son iluminados con luz muy intensa
(por ejemplo un flash laser), un gran numero de moleculas de Bchl
son elevadas al estado excitado simple (1Bchl)° Lote es el estado
util en fotosfntesise Sin embargo, la intensidad es tal que todos
los centros de reacciéﬁ estardn oxidadose Al no tener un medio de
liberar cnergia, las moleculas chhl pueden ccnvertirse en 3Bchl.
S1 una "valvula triple'" existe en las membranas, se formaran,conse=
cuentemente, 3Car. Un pequefio porcentaje de rla poblacion de carote=-
nos, al formar 3Car, cambiara” su espectro de absorcidﬁ hacia longitu-

des de onda mas largas, permitiendo medir esos cambiose

A potenciales redox moderados, los 3Car formados corresponden



a la antena Bchle Detectamos estas senales en la cepa SB 1003 (fig.l? e

Los instrumentos disponibles no permiten resolver la cinetica
de formacion de estos triplesy Sin embargo, es posible resolver la
cinetica de desaparicion , que es bifasicae La primer fase tiene un
tiempo de vida medio de 3=5 useg, y corresponde a los 3Car. La segunda,
con una vida media de 70 useg, corresponde al estado oxidado de éos
2

. 7 .
centros de reaccion y a los '"carmbios de banda'" de los carotenoss

En la cepa IT 1131 encontramos senicles similares(figeiq)o

Cuando el potencial redox es bajo, el aceptor primario esta
reducido, y consecuentemente no se forman schales debidas a la oxida-
cion de los centros de rcaccion, Tampoco se puede formar un potencial
a traves de la membrana, por lo tanto no hay '"cambios de banda' en
los carotenose Las sgnales corresponden entonces unicamente a 3Car.‘

(fig. daiop

Cuando los cromatdforos no tienen carotenos. (W 4), se forman
3Bchl. El tiempo de vida medio es 70 usege

En las cepas quc contienen solamente Lil-I (MW 442 y MW 4422) y
carotenos, se pucden dctectar 3Car. Para confirmar que estas sefiales
corresponden a 3Car, determinamos el espectro de las regiones de
caida rapida y lenta., Los resultados (figS%%inndican que en realidad
estabamos midiendo 3Can. Por lo tanto, concluimos que los carotenos
de las cepas MW 442 y MW 4422 protegen a las celulas a traves de los
mismos mecanismos (''valvulas triples") utilizados por los carotenos
unidos al ILH=II,



LeyendaseFigurac 12=21

12+ Zcrectros de absorcion de los cromatéforos de distintas mutantes. &,
cepa MY 4422, cultivada fotosinteticamente ( ¢"°¢); cepa MT 1131, culti-
vada en 20% oxfgeno.( — )jcepa W 4, cultivada fotosinteticamente (--"").
B, cepa T 1131, cultivadza fotosinteticamente; cepa BY 1424, cultivada

con 0.5% de oxfgenoe

13+ Espectros de absorcion y CD en cromatgforos, en la region del espectro
en la que abcorben los carotenoselodas las cepas se cultivaron anaerobi-
camcnte en la obscuridad en presencia de DMSCe A: cepa MV L423C:cepa
Y t42;D, ccva SB 1003, B,D y F, CD de las muestras A,C yE respectivampente.

1L, liediciones de la bomba de protones en las distintas cepas: A,W 4;B,MW 442
C, SB 1003, On y off se refiere al perlodo de iluminacidne Los cromato-
foros fueron prenarados a partir de celulas cultivadas fotosinteticamente,

15, Transferencia de energia de los carotenos a la BEhl, medida por los
v
cambios de absorbancia a 605 nmeAmbas cepas fueron cultivadas fotosinteti.
..Gamente
=% .
A: MW 4423;B: SB 1003, E1l trazo continuo es el espectro de absorBcidn,
Los puntos son las respuestas obtenidas a 605 nm, luego de iluminar
los cromatoforos con la luz actinica de la longitud de onda indicadas
Los resultados se corrigieron de acuerdo con la intensidad de la luz

y la sefial a 590 nm.

16s Espectros de emisiéh de fluorescenciaesluz act{nica fue de 590 nme
Los cromatoforos de las siguientes cepas : AZMVW 442;B,BY 14243C, MY 4422;
D,SB 1003;E, W 4;F,MT 1131.Las eficiencias cianticas fueron del 7.4% para
Vo4 MW 442 y MY 44225 y 5675 para MT 1131 y SB 1003,

17« Espectros de excitacion y fraccion de luz absorbidae. Ambos fueron
normalizados a 590 nme —— fraccio;’de luz absorbida,e-¢ fluorescenciae.
Se usaron cromatéforos de las siguientes cepas: A,MVW 442;B,BY 1424;
C,MW y422;D, SB 1003;E,W 4;F,MT 1131,



180

19

20.

2le

POK de las diferentes cepaselLas células se expusieron a luz y ox{geno
por los tiempos indicodose A -4 S$B 1003; 0~—~o0 W 442; o€ VWL,

Fornmacion de 3Car cn cromatéforos. Potencial redox moderado: 4,SB 1003;
Dy,MT 11314 A bajo potencual redox: B,SB 1003;C,MT 1131, 3Bchl en W 4:
L,potencial noderado;I'ypotencial btajoe

Espectros de los cambios de absorcion de rapido (o—v) y lento (e—e)
decaimiento, a potencial redox moderado: A,SB 1003; B,MT 1131;C,BY 1424,
La linea continua en A y C es la linea de basee

Trazas como en la figura 20e A y C, MW 442 a potencial redox moderado y
bajc respectivamente, B y D,Mi 4422 a potenciales moderado y bajo respecti
vamenteo
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FLUORES CENCE UNITS

Figura 16
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LOG SURVIVORS

Figura 18
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Discusion

zsnectrosconfa

Hemos analizado las caracteristicaa espectrales de los carotenos
de Recapsulata, especialmente las relaciones funcionales con la Bchl

antenae

La obtencioﬁ de las cepas MW 442 y MV 4422 permitio‘por primera
vez el estudio de los carotcnos asociados con el LHaI,

Los resultados obtenidos en los espectros de las mutantes en
el area de absorcion del sistema LH~I indican que, directa o indirec=-
tamente, los carotenos inducen un cambio de 8 nm en el pico mé&imo.
El hecho de que la cepa KT 1131, que tiecne una antena normal, muestra
un maximo a la misma longitud que MW 4422. cuando la sintesis de
Lli«II esta reprimida por oxiéeno, indica que el desplazamiento obser-

vado en el maximo inframjo no es un artefacto de la mutantes

Tambien detectamos desplazamientos en el espectro de los carotenos
unidos al sistema LH~I respecto al LH-II (fig !'3).

Los estudios de CD enh membranas fotosinteticas proveyeron infore

52

espectros CD no indican que interacciones estan involucradas, pero

macion acerca de las interacciones entre distintos pigmentos”~, Los

son muy senslbles a cambios en el medio que rodea a las moléculase

Imbos resultados (espectros visibles y CD) indican que los caro=
tenos de las cepas MW 442 y Y 142 interactuan con la Bchl en diferen-
tes manerase Tambien, el cambio en la ubicacion del mdximo de absorcio;/
en el lnfrarojo parece estar relaclionado a la presencia de carotenos

en la membranae

Estos resultados parecen indicar que los carotenos son una
parte integral del sistema LH-I.Como fue explicado anteriormente, los
estudios previos fueron realizados con mutantes "azul-verdosas', que
no contienen carotenose

Slguiendo esta linea de tdeas, decidimos explorar otras simili-
tudes y diferencias entre los dos '"pools'" de carotenose



Trabajando en cooneracion con el Dro D, Zannoni53, encontramos que
los carotenos que sufren un "bandshift'" clectrocromica o son los que

estan asociados con el LH=II, mientras que 1los unidos al LH~I son
insensibles, Los "bandshifts" de los carotenos ocurren cuando se genew-

ra un potencial a traves de la membrana, ya sea iluminando los cromato-
foros o tratandolos con KCl y valinomicinapq. Aquellas moleculas que

estan oricntadas cn el plano de la membrana no se espera que respondan

25

o Por otro lado, se puede detectar

56

a campos electricos transversales
“"bandshifts'" en membranas artificlales
que la interaccion con la Bchl del sistema LH=I prevenga a los carote-

«Por lo tanto, es probable

nos de alcanzar el angulo correcto respecto al plano de la membrana,

No podemos inferir de estos resultados cual de los otros dos
componentes del Lil-I (Bchl y proteinas) interactua con los carotenose
La alta hidrofobicidad de las proteinas del aparato fotosintetico
las hace un candidato natural para interactuar con los polienos, pero
el cambio en el espectro tembien se puede deber a una interaccio; con

la misma Bchl,

El hecho de que la coriposicion de los carotenos en SB 1003 ¥y
MW 442 sea similar, indica que las diferencias observadas se deben
a distintas interacciones, y no a una composicioﬁ cuantitativa o
cualitativamente diferente,

La funcidn de los carotenos como fotorreceptores

La siguiente etapa fue estudiar la funcion de los carotenos como
pigmentos antenay particularmente en las cepas MW 442 y MW 4422, puesto
que no existia ninguna informacion acerca de la transferencia de
energia entre carotenos y LH-1, Tambien, las propiedades de 1los caro=
tenas ¢ ‘monaenos como fotorrectores nunca habfﬁwgiio estudiadase

El mejor metodo para estudiar la transferencia de energia es
espectrcmetria de fluorescenciae El problema consiste en que no se
fabrican instrumcntos sensibles en el infrarojoeEl Dre Re Clayton,en
Cornell, diseXd Yy construyd’un espectrofluordﬁetro que registra senales



infrarojase Sin embargo, es convenicnte tener un metodo que pueda ser
usado en cualquier laboratorive Basado en el trabajo de Dutton y col58
pudimos medir la eficiencia de transferencia de energfﬁ de los carote=
nos a la Bchl con un espectrofotonetro de doble rayo y un juego de
filtros de interferencia y densidad neutral (ver Materiales y Metodos)e

Usando esta té;nica, encontramos una eficiencia similar en los caro=
tenos unidos a la antena de las cepas SB 1003 y MW 442

S5in embargo, esta tecnica requiere obviamente que las membranas
tengan centros de reaccion funcionales, y por lo tanto no se puede
aplicar a las ccpas Y 142 y BY 1424,

Trabajando en cooperacién con el Dr. Clayton, medimos los espectros

de emisidn y accion de las distintas mutantes,

La diferencia encontrada entre el maximo de emision en W 4L y
MW 442 o MH 4422 esta de acuerdo con lo observado en los espectros
visiblesetn cambio, el maximo de emision a 900 nm en las cepas que
contienen sistemas antzna completos (1T 1131 y SB 1003) fue un resulta=
do inesperadoe Si, como postulamos anteriormente, la propiedad de
tener un maximo de absorcion a 872 nn y una emsioﬂ de fluorescencia
a 900 nm, entonces el LH~I de las cepas MT 1131 y SB 1003 deberia ser
similar al de V 4+ Una posible explicacioﬁ para este resultado seria
postular que los carotenos tiencn mas afinidad por el LH~II que por
el Ll-I, Si esto es asf, cuando las células se cultivan en anaerbiosis
¥y luz de baja intensidad, 1la concentracion de LH-II respecto a LH=I y
centros de reaccion es tanto mas grande que relativamente pocas molecue
las de carotenos interactuaran con el sistema Li-I, El Li-I resultante

seria entonces sirmilar al de YWhe

Los resultados obtenicdos con los espectros de excitacidﬁ indican
que neurosporeno y sus derivados o los carotenos naturales, en presen=
cia de LH-I, funcionan eficientemente como fotopigmentose Los resultae
dos con la cepa SB 1003 son similares a los obtenidos por Goedheer20

en Resphaeroides (cepa salvaje)e La transferencia de energia de los

carotenos a la Bchl nunca habia sido estudiada en cepas conteniendo



neurosporeno y sus derivados, 0, en general, cn membranas conteniendo

Lil=el y carotenose

Los carotenos agociados con el LH-I tambien pueden proteger a
las celulas contra POx, Tambien en este caso, neurosporeno fue tan

efectivo como esferoideno,

Era interesante averiguar mediante que’mecanismo los carotenos
del LH~I protegen a las celulas, o sea 'valvulas triples'" o0 neutraliza=-
cion de 1Og. Los resultacos de la espectrOmetr{a con el rayo laser
indican que los 3Car se pueden formar en las tres estructuras del
aparato fotosintetico de Rescapsulata, cuando la Bchl se ilumina con
flashes intensose Los resultados relacionados con los carotenos del
sistema LH-I. se obtuvieron con las nutantes MV 442 y MV 44226 Tl
hecho de que -Z%os esvectros de los 5Car en estas mutantes esten
tambien desplazadus hacia el azul respecto a SB 1003 y BY 1424 indica
que los carotenos unidos al LH-I estan formando triples, y no una

subpobiacion con diferente espectro.

El hecho ¢e que los centros de reaccion tambien pueden formar
triples deriva de la observacion de senales diferentes a potenciales

bajose

Finelmente, evidencia de '"valvulas triples" en el sistema LH-II

se obtuvo con la cepa BY 1424e

La conclusion general es que, independicntemente de que sistema
antena predomina, las celulza estan protegidas por 'valvulas triples'l
En vista de estos resultados, el papel fisiologico de la neutraliza-
cion de 1O2 por 1los carotenos es una incognita.la unica manera por la
cual este mecanismo(descripto por Fccte27) podria ser importante seria
si las "valvulas triples'" no eliminan todos los 3Bchl.

Cuantificar este aspecto es tecnicamente muy diff%il. Sin embargo,

1

nosotros pensamos que la neutralizacion de 02 en Recapsulata tiene un

pavel relativamente poco imrportante,

Dado que neurosporeno tiene una eficacia similar a esferoideno
para todos los procesos estudiados, nuestros resultados no ofrecen



ninguna explicacion a la pregunta de cual es la ventaja adaptativa

de tener este ultimo compuesioe

Una posibilidad seria de que la introduccion del grupo ceto
en el C-2 en condiciones aerdbicas sea importante para la celulas
En nuestras condiciones experimentales, las cepas ''verdes' no éienen
.ninguna dificultad en crecereSin embargo, el papel de esferoidenona

en la celula deberia ser investigadoe.

Respecto al papel de esferoideno, un hecho interesante es que
este compuesto absorbe luz a longitudes de onda mas largas que la

59

Fd
mayoria de los carotenos de algas””e In ambientes acuaticos existe
-
una estratificacion de organismos, las algas viven por encima de
las bacterias fotosinteticase Esto puede significar que las bacteri as

con esferoideno podrian recoger luz no filtrada por las algase
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