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RESUMEN

Comoparte de un proyecto de largo alcance destinado a elucidar
la genetica molecular del aparato fotosintético de la bacteria
Rhodonseudomonasggpsulata, hemos estudiado la biosíntesis y la

o / nfunCion de los carotenos de ese organismo.

Los carotenos son polienos con cuarenta atomos de carbono,cuya
./ . . . Ifunc10n es proteger a las celulas de la destructiva combinacion de

oxígeno y luz; y tambien actúan comopigmentos fotorreccptores. En
. .' . I . v.combinaCioncon proteinas espe01ficas y clorofila, forman el aparato

fotosíntético de Rhodooseudomonascansulata, que esta contenido en
invaginaciones de la membranaplasmatica.

Para estudiar el "pathway"metabolico,utilizamos cepas mutantes
con bloqueos geneticos en etapas sucesivas de la biosíntesis de estos
compuestos.Los carotenos acumulados por cada mutante fueron analizados
por cromatografía, deriVatización, análisis quimicos y espectrometría
visible y de masa. En base a los resultados obtenidos, describimos
una nueva region genetica,crt F, que codifica la síntesis de una
enzima que metila el C-l de los carotenos. Un compuesto que no habia
sido descripto previamente, demetilesferoidenona, fue identificado en
células de cepas mutantes cultivadas en presencia de oxígeno. Tambien
describimos un caroteno, metoxyneurosporeno, cuya existencia habia
sido solamente sugerida. Hemosencontrado que este es el caroteno que
se une especificamente a los centros de reacción de Rhodopseudomonas
sphaeroides:. Esto corrige una identificacion equivocada por otros
autores.

En esta Tesis presentamos un diagrama metaboiico para la biosín­
tesis de los carotenos en RhodonseudOmonasca sulata , identificando
los genes y los productos que estan involucrados.

Terminadoel "pathway" biosintático, 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 modificados. La conclusión es que los carotenos con



nueve o diez doble ligaduras pueden transmitir energia a la cloroÏila
de los sistemas LH-I o LH-II con un 80%de eficiencia. Este es el primer
estudio realizado acerca de las propiedades fotorreceptoras de los
carotenos asociados con el complejo LH- , y tambien el primero acerca
de la eficiencia de los carotenos nonaenos comopigmentos fotorrecepto­
res.

Utilizando las mismasmutantes, estudiamos las propiedades foto­
protectoras de los carotenos asociados con ambos sistemas antena. Hemos
descubierto que los carotenos del LH-I protegen a las celulas de los
efectos fotodinámicos que pueden ocurrir "en vivo". Encontramos,usando
espectrometría con un rayo laser, que el mecanismode esta proteccion
en los complejos antena LH-I, es a través de "valvulas triples". Este
meCanismoconsiste en la eliminacion de los estados triples de la
cloróÏila por los carotenos, los que, de esta manera, previenen la
formacion de los radicales libres oxígeno (oxígeno en estado simple),
que potencialmente pueden destruir la celula. Hemosencontrado el
mismomecanismo en el sistema LH-II y en los centros de reacción,
confirmando de esta manera lo que habia sido descripto en especies
relacionadas, por otros autores.

Las proporciones en las cuales se sintetizan los sistemas LH-I
y LH-II dependen de varios factores ecologicos, pero las conclusiones
de este estudio indican que,en cualquier caso, los carotenos actuan
eficientemente comopigmentos fotorreceptores, y protegen a las
celulas de posibles daños fotodinamicoe a través de "valvulas friples".



Abreviaturas.

Bchl, bacterioclórofila
1Bchl, 3Bchl, estados excitados simples y triples de la Bchl,respectivaannte
3Car, estado excitado triple de los carotenos
Egg, locus genético que afecta la biosíntesis de carotenos
CD, dicroismo circular
maso,dimetilsulfoïcido
ICM,membranasintracitoplasmaticas
nm, nanometros
LH-I, sistema antena I,o B 870
Lfl-II,sistema antena II,o B 800+850

102, estado excitado simple del oxifieno
POK,muerte de las celulas por fotooxidacidn. El termino proviene de "photo

oxidative killing", tal comofigura en la literatura.
Rf, relacion de frente en cromatografía
t.l.c.,cromatografia en placa delgada de silica gel.
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ETRODUCCIOH

‘1 . l . n qnl aparato fot031ntet1co de ¿LOQODSGHdomcnaBcansulata.

Las bacterias fotosínteticas púrpura (Rhodospirillaceae) son
uno; de los diátintos grupos de precariotes que pueden fotosintetizar
en ausencia de oxígeno, usando como dadores de elntrones compuestos
organicos simples. El aparato fotosíntetico y los componentesde la
cadena del transporte electrónmco, se encuentran contenidos en
invaginaciones de la membranaplasmática,.que, en consecuencia,se
denominanmembranasintracitoplasmaticas. La formacion de estas
membranas intracitoplasmaticas, y por lo tanto del aparato fotosín­
tético, depende de la presion parcial de oxigeno y la intensidad de
la luz en el ecosistema.

Los miembrosde esta familia tambien pueden crecer heterotroÏi­
camente en la obscuridad, obteniendo la energia mediante respiracion.
Las celulas que crecen en estas condiciones tienen cantidades minimas
de pigmentos, por lo tanto no serian capaces de fotosintetizar.
Cuandola tension de oxígeno baja de un nivel umbral, las celulas
comienzan a sintetizar membranasintracitoplasmaticasl’ao El máíimo
de desarrollo detstas membranasse obtiene en condiciones de anaero­
biosis y con luz de muybaja intensidad.

La regulacion de la formacion de las membranasintracitoplasma­
ticas constituye un modelo muyatrayente para el estudio de la
diferenciacion celular. Los genes que codifican la formacion del
aparato fotosintetico se encuentran agrupados en una region discreta
del genomade R.capsulata5. La caracterizacion de los productos de
los genes en esta region del cromosona es un paso necesario en el
proceso de entender los mecanismosregulatorios involucrados, que,

r’

probablemente, ocurran en la etapa de transcripicion.

El aparato fotosintético esta formadopor dos tipos de pigmentos:
Bchl y carotenos, y por una serie de proteinas hidrofobicas. La
existencia de complejos proteinas-pigmentos se refleja en tres



formas cspectrales de la Bchlu. Dos de ellas corresponden a complejos
antena (LH-I y lH-II), encargados de recibir la luz solar, y el
tercero es un centro de reaccion, donde ocurre la primer etapa de la
reaccion fotoquimica. LH-I tiene un maximode absorción a 870 nm,
LH-II tiene dos picos, a 800 y 850 nm.Los cambios en la tension de
oxígeno afectan principalmente al LH-Il, pero eventualmente, a
concentraciones de oxígeno muyaltas, la sintesis de pigmentos puede
cesar totalmente. La energia solar recibida por los complejos antena
es transferida eficientemente a los centros de reacción, en los cuales
se produce una separacion de cargas a traves de la membranaque es
la fuerza motriz para el flujo circular de electrones y,consecuentemen—
te, para la formacion de ATP y NADH.

Existe una coordinacion entre la síntesis de carotenos y LH-II.
Por lo tanto, mutaciones que afectan la síntesis de estos pigmentos
generan celulas que tienen solamente LH-I , y centros de reacción,
y que se denominan genéricamente "azul-verdosas". Las mutantes que se
han obtenido hasta este momentoafectando la sintesis de Bchl tampoco
tienen carotenos. Esto sugiere una coordinacion entre las sintesis de
ambos pigmentos.

Cuando se rompen las celulas mecánicamente, la continuidad que
existía entre la membranasplasmáticae intracitoplasmatica se interrumpe,
liberando vesículas cerradas llamadas cromatóforos. Estas vesículas
contienen todos los componentesdel aparato fotosíntético y de las
cadenasdel 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

, o a I oLos carotenos de las bacterias fot081nteticas 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 oxígeno, los carotenos pueden tener un grupo
ceto en el carbono 2.

La biosíntesis de la unidad basica (C40) probablemente sea similar
en todos los microorganismos, y consiste esencialmente 'en la adicion
de ocho unidades isopreno (05)ï .. Estas unidades de cinco carbonos
(isopentenil pirofosfato) se condensan dando geranil pirofoSfato (CIO)
(fige2), luego dan farnesil pirofosfato (020), y, finalmente, se conden­
san cola con cola para dar la promer unidad que En R.capsulata la
primer unidad 040 es fitoeno (fig.2). Este caroteno es el precursor de
los compuestosmas desaturados . En las bacterias fotosintéticas, el
primer caroteno que tiene color es neuroaporeno, que se forma a partir
de fitoeno a traves de una serie de reacciones de desaturación.(fig.29.
Esta serie fue postulada originalmente por Porter y Lincoln 7

, quienes 8trabajaron con mutantes de tomates. En bacterias fotosinteticas, Davies ,
Schmidt y Liaaen-Jensen 9 encontraron que en vez de.4- caroteno se
forma 7,8,11,12 tetra-hidro licopeno.

Para estudiar la biosintesis del caroteno principal de Recapsulata
y Resnhaeroides, que es esferoideno, se utilizaron dos inhibidores:
nicotina y difenilamina. Nicotina probablementeinhibe la hidratacion
del carbono 1. Difenilamina, se piensa que interrumpe las reacciones de
desaturacion que preceden la formacion de neurosporeno, porque las
celulas que crecen en presencia de este inhibidor no acumulan ningun
caroteno con color-.

El diseno 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 formación de los distintos carotenos ’11.
Singh y col. usaron nicotina en R.snhacroides‘2, y postularon que la
reaccion de desaturacion de la doble ligadura entre los carbonos 3 y 4
ocurre antes que la metilacion del carbono l.(fig.4). Davies 13,
trabajo con difenilamina en las mismasbacterias, y encontro que se
acumulaba3,4 dihidroesferoideno. En consecuencia, el postuló'que la
metilación (figey) precede a la desaturación (fig.3).



Cuandolas celulas crecen en presencia de oxígeno, so forma el
. . . 12-ceto derivado del .eñíeroldeno (esfer01denona) #.

. . a u l1dent1f1cac1on de los carotenOb.

Los carotenos tienen color, o sea absorben luz en la region
visible del espectro, gracias al juego central de dobles ligaduras
presente en la molécula, al.que por lo tanto se llama cromóÉoro.
La determinacion del espectro visible de absorción es entonces un
elemento fundamental en la identificacion de los carotenos.

La energia de formacion del estado excitado simple de los caro­
tenos es una funcion de la longitud del cromoÏoro. Por lo tanto, la
ubicacion de los manimosde absorcion en la region visible del espec­
tro (usualmente tres) se desplaza hacia el rojo a medida que la
longitud del cromóïoro aumenta ( o sea se agregan dobles ligaduras)v
(fig.y).El ojo humanopuede detectar carotenos con un numero mínimo
de siete dobles ligaduras, que son de un amarillo pálido.

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

15

cacion del caroteno desconocido es estudiar su mobilidad en placas de
carotenos en distintos solventes . El siguiente paso en la identifi­

t.l.c. Las propiedades de adsorción cromatograïica dependen basica­
mente del numerode dobles ligaduras y de la existencia y naturaleza
de grupos funcicnales terminales. Dependiendo del numero de dobles
ligaduras, la influencia de la union carbono-carbono es comosigue:

C-Ï-C-C< C-C-C < C'C-C <C=CIC

La influencia de los grupos funcionales oxigenados es como
sigue:

-0R <-c:o <2(-c=o) < —on(-COOH



Los dos metodos que hemos mencionado se pueden conbinar con
otro tipo de estudio, por ejemplo coeficientes de particion en
fases líquidas y derivatizaciones. Sin embargo,la identificacion
rigurosa de un caroteno requiere la determinacion de su espectro de
masa.

La espectrometría de masa de los carotenos es peculiar en el
sentido de que se obtienen fragmentaciones de moleculas intactas y
de productos de descomposicion termica al mismo tiempo. Sin embargo,
la naturaleza y las cantidades relativas de estos productos de des­
composición térmica-son constantes, y en realidad ayudan a identificar
el caroteno en cuestion.

Tres productos de descomposición termica se forman típicamente
de la region del cromóÏoro: tolueno, xileno y C12H20.Estos tres
compuestos dan señales a M-92, M-106 y M-158 respectivamente. La
señal a M-158 es generalmente pequena (V 5%). Las otras dos son general­
mente intensas. El cociente H-92/M-106is inversamente :proporcional
a la longitud del cromoïoro , y tiene, por lo tanto, Valor para el
diagnóstico.

Los grupos terminales (-OH, .CH30--C=O) generan señales intensas
y caracteristicas de cada uno de ellos. La mayor parte de estos valores
han sido tabulados 16’17. Por lo tanto, si uno obtiene el espectro de
masa dd un caroteno puro, se puede deducir la estructura química en

(forma univoca.

Asociacigg de los carotenos cqn los comolejoa antena.

Tradiciolnalmente, la composicion de los pigmentos y las proteinas
de los sistemas antena (LH-I y LH-II) y de los centros de reaxcion
fueron estudiados en c0mplejos aislados de las membranascon el uso
de detergentes. 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 medios.

¡8
Codgell y col. aislaron centros de nnccion de R.sphaeroides ,



y encontraron un caroteno asociado con esos complejos. Sin embargo,
este aaroteno se encuentra en pequeñas cantidades en la celulas.
Esto sugiere que pueden haber requerimientos estructurales para la
union de los carotenos a los centros de reacción.Bstudioá de recons­
titucion de membranas 9 apoyan esta interpretacion. Esto tambien
constituye una buena prueba en apoyo de una participacion fisiolóéica
de los carotenos en la estructura del centro de reaccion.

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

La situacion con el sistema LH-I es bastante mas complicada .
Este complejo es muydificil de aislar con detergentesz. Por otro
lado, el enquue genetico es tambien difícil, puesbo que comola
sintesis de carotenos y LH-II esta coordinada, las mutantes que tienen
5610 LH-I generalmente no contienen carotenos.

Usandomanipulaciones geneticas y mutaciones, fue posible obtener
un grupo de mutantes con diferentes tipos de antena. Estas mutantes
permiten estudiar "in situ" las caracteristicas de los carotenos
unidos a ambos sistemas antena. La cepa MW442 tiene carotenos y LH-I
solamente; la cepa Y 142 tiene solamente LH-II, y no contiene ni LH-I
’ ni centros de reaccion.Utilizamos la primer cepa para estudiar
1a ¿asociacion de los carotenos con el sistema LH-I, y la; segunda
para estudiar la asociacion con el LH-II.

Funciones de los carotenos

La luz absorbida por los carotenos es transmitida a la Bchl y
usada eficientemente en fotosíntesis, de acuerdowconla siguiente
reaccion:

Car + light -——>Car"

Car*+ Bch1—> Car + Bchl'



Car* y Bchl* significan los estados excitados simples de los carotenm
y la Bchl respectivamente.

El método mas practico para medir la eficiencia de este procea>
es iluminar los cromatoïoros con luz de una longitud de onda tal que
sea absorbida por los carotenos, y medir el nivel de fluorescencia
de la Bchl. Usandoeste metodo, la eficiencia en R.snhaeroides y.nú_——­

20
O
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en Rhodosnirrilum rubrum se calculo en 90%y 30%respectivamente
Este método nunca fue aplicado an R.caosulata. Sin embargo, Gdbel
midió las eficiencias cuanticas de crecimiento usando luz absorbida
por los carotenos, y halló un rendimiento del 80%.

La otra funcion de los carotenos es proteger a las celulas
contra oxidaciones mediadas por la luz. Este efecto fue descripto casi
25 años atras por Stanier y col. 22, quienes trabajaron con ldcepa
salvaje y una mutante deficiente en carotenos en la bacteria R.s“haeroid(¿_'¿n
Cuandoambos tipos de celula fueron expuestos a la luz y oxígeno, se
hallo que la mutante era destruida, pero la cepa salvaje era resistente.

22Sistrom y col atribuyeron la resistencia de la cepa salvaje a la
presencia de carotenos. El mismotipo de efecto fue luego descripto

23,2u, 25 26en plantas algas , y bacterias no fotosíntéticas .

Un organismo es sensible a oxidaciones fotodinamicas cuando
contiene un compuesto sensitizador (S). Estos compuestos pueden
absorber luz, y formar estados excitados triples (35) a partir del
nivel excitado simple (IS). Cualquier compuestonatural con una estruc­
tura porfirica y varios colorantes artificiales sirven comosensitiza­
dores.En el caso particular de R.ca sulata, Bchl es el principal
sensitizador.

Las moleculas de 3S formadas interactuan con el oxíkeno en el
nivel base, generando moleculas de oxígeno en el estado excitado

simple (¡02 o 216), de acuerdo con el siguiente mecanismo:

1s ——9 35

35+ 302 -9 s + 1o2



La muerte fotooxidativa de la celula se produce cuando los
oxigenos simples reaccionan con dienos presentes en ácidos grasos-y
algunas purinas y amino acidos.

El estudio del papel de los carotenos en la prevención de la
muerte fotooxidativa de las celulas (POK),se desarrolló'a lo largo
de dos lineas eXperimentales distintas: "in vitro" con pigmentos
disueltos en solventes organicos 28’29 y en cromatóÏoros 18’30’51’32,
Con el primer tipo de estudio se adquirió mucha informacion acerca
de la formacion de triples carotenos en solución; con el segundo,se

. . . . z.obtuvo un con001miento mas fis1ologica del proceso.

B1 mecanismobásico por el cual los carotenos protegen a las
celulas se denomina"valvulas triples”.Consiste, esencialmente, .en
la eliminacion de los triples Bchl por los carotenos, de acuerdo con
la siguiente reaccion:

3Bchl + Car .-—> 3Car + Bchl

Los 3Car decaen rápidamente (vida media 3 nsec), y sin emitir33
radiación.Le existencia de esta reacción fue demostrada "in vitro" .
En R.sphaeroides se hallo en cromatdforos 31 y en centros de reaccion
aislados con detergentesñ4.

Los carotenos son .tambien capaces de neutralizar los 102:

1 3002 + Car .__> 3Car + 2

Esta reaccion fue hallada "in vitro” por Foote35. Las energías
de formación de los triples carotenos son inversamente proporcionales
a la longitud del cromdïoro. Por lo tanto, el numero minimo de dobles
ligaduras necesario para que los carotenos puedan neutralizar los
102 es nueve.

Mutantes de Rhodonseudomonascansulata—————————.—n———-———_——_

Mutaciones oue afectan la biosintesis de carotenos

Las mutaciones que afectan la biosintesis de carotenos mapeanen
por lo menos ocho regiones distintas del genomade R.capsulata.



La composicion de los carotenos en la celula afecta el color de las
colonias formadas. Se puedendescribir tres fenotipos característicos:
"azul verdoso”, "verde" y “marron”. El fenotipo de la cepa salvaje es
"marron-rojizo” o "rojo" de acuerdo a que las celulas se hagan crecer
en ausencia o presencia de oxigeno respectivamente.

.1 l
El mapagenetica de la region fotosintetica del genomade

figcansulata se muestra en la fig.5; Las cepas mutantes utilizadas se/
describen en Materiales y Metodos.

Objetivos.
.l

El proposito basico de este estudio fue realizar una caracteri­
.' . . . . x ,.rza01on genetica-bioquímicd.de la biOSintesis y la funCion de los

carotenos en B¿caosu1ata.
Los resultados obtenidos en los estudios de la biosíntesis de

los carotenos usando inhibidores son claramente incompletos y,muchas
veces, la evidencia experimental ofrecida era cuestionable.

En cuanto al estudio del papel de los carotenos en la célula,
las tecnicas-de espectrometría de fluorescencia y cinética rapida18’30’36
se perfeccionaron muchoen los ultimos anos, pero nunca fueron usadas

I p
en combinacion con genetica.

Usando este enfoque genético-bioquímica, hemos podido obtener
un panoramacompleto de la biosíntesis y la funcion de los carotenos
en R.capsulata.



Leyendas. Figuras 1-5
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[2.

3.

4.

5o

Reacciones generales en 1a biosintesis de carotenos.

Biosíntesis de neurospoeeno, de acuerdo con Porter y Lincoln7.

"Pathway"biosintético para esferoideno, propuesto por Davies‘ñ.

Mákimosde absorcióñ de los carotenos en funcióñ del núhero de dobles
ligaduras.

Mapagenetico de la region de los pigmentos en R.cagsulata



Figura l

®Desaiurzztion ¿11-o-

©Dosakirntion ¿L a \ \
©Hydra1ion ¿72.-"MW.­

©Melhylalion“MJ
©aerobic ¿(3-

'33 (om ¿
52
7:“ . n o N. . -2H' x. .8'?)®anaerobm ———.
‘D" —4

9“ ‘° ’ CH °01K

Eo ‘ \/k/\ ' í CHE©anacroblc.--'\\ \ ._.. ___ A
(C-zo) .2; - .‘x ¡"- '-\.b

Figura 2

\ \ \ \ \ \

I Phyloene
\ \ \ \ \ \ \ \ \

/ wlolluenc¡Lx/WW M@\x\x\ x \
(-Carolcne 7,8,11.1?-Tclra­

\ hydIo-chopene

l Ncuvospomnc



Figura 3

WWW/W remo-ram:
WWW NEUROSPORENB

Ro
líYDROxïNEUROSI‘OREKE

lio .W 0112572”me
SPillJROl0:51;

l

eo.H sruznowazu:
l I. ' @ vMCGWMWW ®

In‘nnoxs‘srmznmoc:::®l PÏGCLWWVWMWH
(6)", '

Hco (Won mm:
O



Figura 4

Numberolcanjuqoteddeublebands

300

/
4_L l J

350 400 450

Wavelenqlhs (nm) of prinCIpoI lith obsomlion maxima

l

500 550



Figura 5

MA

¡.0 MAP UNlT

crIB crIC crIG‘ mo crfE crfF ¿ac/76‘ bchA bchB

fi i¡zu il." "¡fi í. . . ­
f

21



MATERIALES Y HETODOS

Cepas
37SB 1003 es la cepa salvaje. wn se obtuvo por mutagénesis , es

"azul verdosa”, 0L sea que no acumula carotencs. MW442 es una rever­
tante secundaria de H4, y fue seleccionada por POK. MW4422 es el
derivado "verde" de MW442, y fue obtenida tratando MW442 con el
"factor de transferencia de genes" 5 obtenido de la cepa "verde" R 121.
Esta cepa tiene una mutacion en el gen ggt_g. Las cepas "verdes"
MT1131 y BY 1424 se obtuvieron con el mismo procedimiento a partir
de SB 1003 y la mutante deficiente en centro de reaccion Y 1u2 respec­
tivamente.BY 1291 es una cepa mutante en el geh ggt_2.

Condiciones de cultivo

El medio de cultivo utilizado es 0.3% peptona-O.3% extracto de
levadura en agua deionizada. Los cultivos fotosinteticos se prepara­
ron a partir de pre-cultivos aeróbicos, que se agitaron a 57°C hasta
que las celulas alcanzaron la fase estacionaria temprana. Este pre­
"cultivo se transfirio'a botellas de litro de vidrio transparente,
llenadas hasta el tope para reducir la presencia de oxíéeno.Estas
botellas fueron incubadas a 30°C, iluminandolas con luz incandescente
(aprox. 10 “¡J/m2).

Las cepas "azul verdosas" son sensible a la POK,por lo tanto
requieren una variación de este metodo. El pre-cultivo se hizo crecer
hasta la fase logaritmica tardía, luego se transfirid a las botellas
de litro y se incubd en las obscuridad a 30° C por tres horas.De esta
manera, las celulas consumenel oxígeno respirando. Las botellas se
transfirieron luego a condiciones fotosínteticas normales.

En los casos en que se indica, las celulas se hicieron crecer
anaerobicamente en la obscuridad en presencia de DMSO.38

Alfcuotas de cada cultivo fueron sembradas en placas de agar
para detectar posibles contaminaciones.



I
Los cromatoforOS fueron preparados rompiebdo las celulas con una
prensa French, a una presion de 1000 psi.

Caracterizacion dc lOs nigmentos

Los pigmentos fueron extraídos con el metodo de Britton and
Goodwinñg.La saponificacion (para separar los carotenos de la Bchl)
se realizo a 56o C por 20 min en presencia de 6% KOHen metanol.

Para caracterizar un gran numero de mutantes, hemos diseñado
el siguiente metodo: las celulas fueron centrigugadas a 12000xg por
30 min. El sobrenadante fue descartado y el pellet se extrajo con
metanol anhidro (aprox. 2 ml por gr de celulas) durante 30 min. Este
paso elimina la mayor parte de la Bchl y el agua. El extracto resul­
tante fue centrifugado a 12000 xg por #0 min, y el sobrenadante fue
descartado.El pellet se extrajo con benzeno (aprox.1 ml por gramo de
material) durante 1 hr. La suspesion resultante se filtro' con un
filtro de fibra de vidrio, se llevo a sequedad con N2, se resuspendiol
en cter etílico y se cromatografíd’en t.l.c. Los solventes usados se
describen en la tabla IL. El licopeno se obtuvo de Sigma Chemical Co,
y se repurificó en t.1.c. La piridina se redestilo,dos veces.

Todas las extracciones se realizaron en atmosfera de nitrogeno
y obscuridad.

Para determinar los coeficientes de particion, utilizamos el
metodo de Petracek y Zechmeister#o.

La estereomutacián so obtuve irradiando las celulas en presencia
de iOd004l

#2Utilizamos los metodos macionados por Liaaen-Jensen para la
sililacion, dehidratacion,hidrólisis alcalina,reduccion con LiAlHu,
acetilacion con anhídrido acetico en piridina y tratamiento con HCl.

Espectroscopig
Espectros visibles

Para espectros en la region visible utilizamos un espectrofotómetro



de fajas-duales Heath modelo EU 707-31

Espectros de masa

Utilizamos un espectrometro LKB9000, con el sistema de inyeccion
directa, un voltaje dédonizacion de 70 eV, y 1-2 ugr de muestra purifi­
cada.

CDespectros

’ . r' .Usamosun espectrometro de dlcr01smo Circular Jasco-Durrum modelo
20, con cuvetas de 1 cm.

; ambios en la absorcion optica de lOs centros de reacción

La disminución de la absorcion óptica a 605 nm se utilizo'para
medir la eficiencia en la transmicion de energia de los carotenos a
la Bchl. Los espectros se obtuvieron con el uso de un juego de filtros
de interferencia. La curVade transmitancia para cada filtro se integro'
para determinar la intensidad de luz incidente. La respuesta obtenida
al iluminar la Bchl a 590 nmse usd para corregir los resultadosoLos
cromatoÏoros se resuspendieron en ¡OO mMMOPS, pH 7, 100mmKCl, 1mM
cianuro de potasio, 0.002 mMvalinomicina, l mMascorbato y 0.01 mM
DAD(2,3,5,6 tetrametil-p-fenilenediamina).

Medicion gg la intensidad luminosa

Usamos un radiomctro YSI-Kettering modelo 65 A.
/’ .Espectroscopaa de fluorescenc1a

Utilizamos el espectrofluorometro construido por el Dr. R.Clayton #5
para obtener los espectros de emisión y accion.31 espectro de emision
fue corregido de acuerdo con la respuesta obtenida usando como cuerpo
negro una lámpara de tungsteno, con un color de temperatura de 28000K.
Usandola equacion de Plank, se puede calcular la eficiencia del
fotomultiplicador ##, y en base a ese valor se corrige la curva obtenida.
Los Valores de la fluorescencia en el espectro de accion se corrigieron
de acuerdo con la intensidad de la luz actiniva. La absorcion Optica de
la muestra se expreso'como la fraccion de luz absorbida (a: 1-T).



Los valores de fluorescencia obtenidos se corrigieron asumiendo un
100%de eficiencia a 590 nm. 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 fluorescencia.
En todas las longitudes de onda utilizadas, la señal fue proporcional
a la intensidad de la luz actinica, que se varió utilizando filtros
neutros.

Muerte por fotooxidacion (POK)

Unaalícuota de un cultivo liquido se extendio’sobre una placa
de agar, y se incubo en anaerobiosis y luz por 3 hrs. Luego, las
placas se expusieron al aire y la luz por tiempos diferentes.La
intensidad de luz fue aprox. 400 Watts/m2). Las placas de agar se
protegieron del calor mediante una cuveta cromatOgraÏica conteniendo
agua a 4° Co

Detecciqg de 3Car y 5Bchl.

La muestra de cromatóíoros se puso en una cuveta anaerobica,
y se burbujeo N2 durante Varios minutos para eliminar el oxígeno.
UsamosNa25204para bajar el potencial redox. En el texto, "potencial
redox moderado" indica un potencial de alrededor +250 mV, el cual es
¿ptimo para la fotooxidacion de los centros de reaccion.

Para inducir la formacion de 3Bchl ( y eventualmenee de 3Car),
es necesario iluminar la Bchl con flashes cortos e intensos (aprox.
10 nsec de dunacion y 150 n einsteins de intensidad). Esto se puede
lOgrar con un laser de rubies, que ilumina a 694 nm. Un rayo monocro­
matico de detección se alineá perpendicular al rayo del laser.Las
señales de este rayo de medición se amplificaron con un fotomultiplica­
dor, y se digitaron en una computadora programada para promediar
cambiostransitorios.

Medicion de la bomba de protones

Una muestra de cromatóÏoros conteniendo 1.4 mgr de Bchl se



resuspendiol en el bufer glicina-glicina 2m2M,pH7.8, 100 mMKCl,
2mMMgCl y 0.02 Valinomicina.La muestra se mantuvo a 28°C en una
cuveta de titracio'ín. Los cambios en el pH de la muestra cuando se
ilumino' a 870 nm(usando un filtro de interferencia), fueron detecta­
dos con un electrodo sumergido en la muestra.



RESULTADOS

giosintesis
Comnuestos acumulados por cada tipo de mutante

Comofue explicado en la Introduccion, se pueden definir al menos
cinco tipos de mutantes? "azul-verdosas", "verde", "marron", "marron
rojizo" y “rojo”. El estudio de Varias mutantes "verdes" en t.l.c
indico que este fenotipo se encuentra en mutantes que tienen uno,dos
o tres carotenos con nueve doble ligaduras (compuestos I,II y III de
acuerdo al orden de polaridad creciente).El compuesto I es acumulado
por mutantes en el gen crt C. Las mutaciones en la region ggt_g y
¿¿¿_g generan celulas que acumulan los tres compuestos. Una cepa,Y 129
acumula solamente dos compuestos, I y III.Bstudios genéticos usando
el factor de transferencia de genesl'+5
dos mutaciones: crt G129 y crt F129. La cepa PY 1291 tiene un fenotipo
"marron", y acumula un caroteno inusualzcompuesto V.

indicaron que esta cepa tiene

Cuandocelulas de la cepa salvaje ("marron rojizo") y de la mutan­
te PY1291 se hacen crecer fotosintéïicamente, es muydifícil distinguir
el color. Sin embargo, cuando las placas de incuban en cadiciones
aerobicas, las celulas de la mutante se vuelven de un color marron.

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

Identificacion de los compuestos

ggmpgggtg_lz Usandolos solventes descriptos en la Tabla I, separa­
mos los carotenos de la cepa BY1291 en t.l.c. El compuesto I, disuelto
en eter de petroleo, taene un espectro de absorción con picos a #17,
440 y 470 nm. Esto corresponde a un cromáforo de nueve dobles ligaduraske.
No detectamos ningun cambio en la mobilidad de este campuesto en t.l.c
luego de que fue sometido a sililaciáng'dehidratación.

El espectro de masa de este compuesto tiene un ion molecular a
m/c 538, lo cual corresponde a una formula empírica Chofisa. Los



fragmentos a M-69y M-157se forman, caracteristicamente, del siguiente
grupo terminal del neurosporeno:

6 1

>\»/\/¿Q/xviin4i
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El cociente entre los picos del tolueno y xileno (M-92/M-106respec­
tiVamente) es característico de un cromoforo de nueve doble ligaduras.16

De acuerdo con estos resultados, identificamos al compuesto I

comoneurosporeno ( 7,8-dihidro-‘f-}Ï- caroteno). Es el primer compuesto
de la serie que tiene color y el unico acumulado por mutantes en el
gen crt C.

Comuesto II

Este compuesto es ligeramente mas polar que neurosporeno, pero
tiene el mismoespectro de absorción. Luego de someterlo a sililacion
y deshidratación, no detectamos ningun cambio en la polaridad. Varios
espectros de masa de este compuesto dieron un resultado similar al del
compuesto I.

Un fenomenorelativamente comúnen carotenos es la existencia de
4] Unaisomeria geométrica, que afecta la adsorción a la silica gel.

manera de explicar las diferentes afinidades de adsorción entre los
compuestos I y II, era postular que,al menos parcialmente, el compuesto
II ena un cis- isomero del compuesto I.

Para investigar esta posibilidad, sometimos amboscompuestos a
47. Este metodo permiteisomerizacion "in vitro" en presencia de iodo

obtener todos los isomeros geometricos de un compuesto cuya formacion
no esta estericamente impedida. Terminadala reaccion, los distintos
isomeros se pueden separar en t.l.c. Entonces, si el compuesto II era
un isomero del compuesto I, el tratamiento con iodo deberia generar
la misma familia de derivados. Sin embargo, ambos grupos de isomeros
tuvieron mobilidades distintas en t.l.c. Por lo tanto, la conclusion

n í l ofue que los compuestos I y II no eran iSOmeros geometricos.



Otra posibilidad era que la diferencia se debiera a algun grupo
funcional que se perdia durante la volatilizacion de la muestra en
el espectrometro de masa. Los resultados negativos que habiamos obte­
nido con la sililacion y la deshidratacion descartaban la presencia
de un grupo hidroxi. El siguiente paso fue entonces aplicar una
serie de reacciones para detectar distintos grupos funcionales en
carotenoshaz hidrólisis alcalina (detecta estens), reduccion con
LiAth (detecta carbonilos), y finalmente, tratamiento con HCl concen­
trado (da un color azul con grupos epókidos). Todos los resultados
fueron negativos.

Otra de las posibilidades restantes era un grupo metilo. Estos
grupos son dificiles de identificar, puesto que son muypoco reactivos.
Por esta razon, decidimos emplear un enf0que diferente. Hicimos crecer
celulas de la cepa BY1291 en (¡nc-metilo) metionina. Luego, extrajimos
los carotenos y los analizamos en t.l.c.La medicion de la radioactivi­
dad en la placa muestra (fig,¿ ) que la marca se incorporoven el
compuestoII. Esto constituyo una evidencia bastante fuerte en favor
de la presencia de un grupo metókido. Por lo tanto, comenzamosa
variar las condiciones de volatilizacion de la muestra en el espectro­
metro de masa, hasta que obtuvimos una fragmentación adecuada (fig 7 ).
Este espectro de masa tiene un ion molecular a m/e 570. El grupo
metilo genera la senal a M-32. La ¿ica posible ubieacion para este
grupo es el C-l, puesto que el pico a m/e M-69 ha desaparecido, pero
2-137 es 'müy claro.

Consecuentemente, el compuesto II se identifica comometoxineu­
rosporeno (5,#- dihidroesfieroideno; 1-metoxi]1,2,7',8'- tetrahidro­

¡r- ‘ÏV-caroteno).
Compuesto III

Este compuesto tiene un espectro de absorción similar a neurospo­
reno, pero es muchomás polar. Esto sugiere la presencia de un grupo
hidroxi. El caso de los compuestosI,II y III es ideal para el estudio
de coeficientes de partición, que son significativos solamente si los



compuestos estudiados tienen estructuras muysimilares.En estos
casos, la presencia de grupos muypolares, comoel hidroxilo, afecta
profundamente la distribucion del compuestoentre dos fases líquidas.

El coeficiente de particion del compuestoIII en éter de petroleo­
95%metanol fue 90:10. En el mismo solvente, el valor para neurosporeno
y metoxineurosporeno fue 10010. Este renultado indica la presencia
de un grupo hidroxido. El espectro de masa (fig.9 ) confirmo/esta
identificacion. El ion molecular se encontro a m/e 556. Los picos a
M-18y H-157-18 corresponden a la deshidratación de la molecula.

Para estar seguros de que habia un solo grupo hidróíido 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 sililacion. El Rf del derivado sililado en t.l.c. con el
solvente 10%acetona-eter de petroleo fue 0.94, mientras que el del
compuestooriginal fue 0.27 (tabla Ir). El compuesto III puede ser
deshidratado con P0013 en piridina#2. El .producto de deshidratacion
tiene el mismoespectro de absorcion del neurosporeno, lo cual indica
que el grupo hidróxido no interactua con el cromóioro. La mobilidad
del derivado deshidratado en placas de t.l.c con el solvente 5%
acetona-10% benzeno -eter de petroleo is 0.80, comparada con 0.20
para el compuestono tniado (tabla II).

Tambieninvestigamos la posibilidad de la existencia de un
grupo ceto, tratando el compuesto con un poderoso agente reductor,
LiAlHk42 , pero no ocurrio ninguna reaccion detectable (juzgando
por la mobilidaden t.l.c.)

Identificamos al compuesto III comohidroxineurosporeno o

cloroxantina (1,2,7' ,8'- tetrahidro-Y- ¿{-caroten-I-ol).
Compuesto IV

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



Este incremento en la polaridad sugiere la presencia de un grupo
hidrokido. Por lo tanto, sometimoseste compuesto a sililacion. El
Rf del compuestosililado en 2%eter etilico-eter de petroleo fue
0.97, mientras que para el compuestooriginal fue 0.08. El espectro

de masa (fig.9”) muestra un ion molecular a m/e 554, y picos a
M-IBy N-106-18, que corresponden a productos de deshidratacion.
El espectro corresponde al compuesto demetilesferoideno (3,4­
didehidro-1,2,7',8'- tetrahidro -Í’- -caroten-1-ol). El cociente
M-106/M-92indica la presencia de un cromoforo de diez dobles liga­
duras.

Compuesto V

Este compuesto se forma cuando las celulas de la cepa PY 1291
¡z

se cultivan en presencia de oxígeno.El espectro de absorcion se
asemeja al de esferoidenona, pero el pico esta desplazado.

Cuando sometimos este compuesto a sililacion, detectamos un
cambio no solo en la polaridad, pero tambien en el espectro de
absorcioñ.(fig. Job). El espectro del derivado sililado es muysimi­
lar al de esferoidenona (compuestoVIII).Estos resultados sugieren
la presencia de un grupo hidroíido interactuando con el cromoíoro.

El espectro de masa muestra un ion molecular a m/e 568.El
espectro de fragmentacion corresponde a demetilesferiodenona

(1-hidroxi-3,4,-didehidro-1,2,7',8'-tetrahidroaf - -caroten-2ona)
Este compuesto es el 2-oxo derivado de esferoidenona, y se forma en
esta mutante cuando hay oxígeno en el medio.Los fragmentos a M-18,
M-92, M-106,M-106-18 y M-ï}? se interpretan como en el compuesto IV.
El pico a M-88 se interpreta comoen el caso de dehidroplectania­

¿+8xantina , o sea que se debe a la ruptura de la union 2-3, y sub­
secuente protonacion del fragmento mas pequeno.El pico a M-16 se
debe a la pérdida de oxígeno que ocurre en alcoholes alílicos

#8, Los picos a H-106-18 y H-106-16 representan la pérdidaaciclicos
de agua en el fragnmento descripto previamnnte. El pico a M-158
corresponde probablemente a la perdida de 1,6,dimetil ciclopenteno
a partir de la cadena conjugada k o



Compuesto VI

Este es el compuesto acumulado por la cepa salvaje cuando es
cultivada fotosínteticamente. El espectro de absorción tiene máximos
a 427,455 y 484 nm, correspondiente a un cromóïoro de diez dobles
ligaduras. El espectro de masa tiene el ion molecular a m/e 568,
y la fragmentacián corresponde a esferoideno.( 1-metoxi-3,4,didehidro

1,27',8' betrahidro -\{-lf-caroteno).
Compuesto VII

Este compuesto se forma en cantidades muy pequeñas cuando la
cepa salvaje se cultiva fotosíntéïicamente. Tiene básicamente el
mismoespectro de absorcioí de esferoideno, pero es mas polar (ver
tabla II). El derivado sililado tiene un Rf de 0.83 en 10%acetona­
eter de petroleo, comparadocon 0.34 para el compuesto original.

No hemos obtenido suficiente material comopara un espectro de
masa, pero basado en estos resultados, sugerimos que este compuesto
es hidroxiesferoideno(1'-metoxi-3',4'- didehidro-1,2,7,8,1'2'­

hexahidro-ïl- .- caroten-I-ol)13.
Compuesto VIII

Este compuesto se forma cuando la cepa salvaje se hace crecer
en presencia de oxigeno. Los espectros visible y de masa corresponden

a esferoidenona (1-metoxi-3,4-didehidro-1,2,7',8'- tetrahidro -}p -?V­
caroten-Z-ona)5oo

Carotenos de R.snhaeroides Ga.

Esta es una cepa |lverde" que acumula tres carotenos nonaenos.
Empleandotres solventes distintos en t.l.c., y usando los carotenos
de R. capsulata comostandars, identificamos a estos compuestos como
neurosporeno,hidroxineurosporeno y metoxineurosporeno.



Mi
Movilidad de lOs diferentes carotvnos en t.l.c. silica gel, con
respecto a licopeno, el caroteno del tomate.

Las distintas mutantes se cultiVarmn en condiciones fotosínte­
ticas, excepto cuando se preparo esferoidenona o demetilesferoi­
denona, en cuyos casos se introdujo oxigeno en el medio. La
identidad de los compuestos se confirmo con espectrometria de
masa, luego estos compuestos fueron usados como standars para
identificar,por co-cromatografiaen tres solventes diferentes,
a los carotenos de las otras mutantes.

Caroteno Movilidades relativas enza Extraido de
10% A/P 5% A/10% B/P la cepa

I. Neurosporeno 1.05 1.05 BY 1291
II o Metoxineurosporeno 0.93 0.82 BY 1291
III. Hidroxineurosporeno 0.34 0.26 BY1291
IV. Demetilesferoideno 0.59 0.30 PY 1291
V. Demetilesferoidenona CL52 0.27 PY 1291
VI. Esferoideno 0.75 0.71 SB 1003

VII. Hidroxiesferoideno 0.34 0.15 bB 1003
VIII. Esferoidenona 0.68 0.59 SB 1005

a. solventes usados: A,acetona;B.benzeno;P, geter de petrleo. La movili­
dad relativa se define comoel cociente entre la distancia que migro

‘cáda.compuesto y la distancia migrada por el licopeno. El Rf del
licopeno es 0.83 en 10% A/P y 0.78 en 5% A/10%B/P.



Leyendas. Figuras 6-11

6. Incorporacion de grupos (140 metilo) en los carotenOS de la cepa BY1291.
Las celulas se hicieron crecer en condiciones fotosínteiicas en presencia
0.1 mCi/ml de (IAC-metionóna). Los carotenos fueron pxtraídos, purificados
y separados en placas de toloCo de acuerdo con lo descripto en Materiales
y Metodos.

7,8,9. Espectros de masa parciales de los compuestos II,III y V. Las flechas
indican fragmentaciones dc ciertos grupos terminales en la molecula.1a
intensidad de cada pico es relativa al pico base.

10.Bspectro visible del compuestoV (A) y su derivado trimetilsililester (B).
Ambasmuestras fueron purificadas en t.l.c. y disueltas en éter de petróleo.

11. El "pathway"biosintetico propuesto en este trabajo.
Las reacciones que son afectadas por distintos crt genes se indican en
cada caso. Esferoidenona y demetilesferoidenona se ficvman, en nuestras
condiciones experimentales, solo si hay oxigeno en el medio.
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Discusion

En base a los resultados obtenidos, sugerimos el "pathway"
biosintetico mostrado en la fig.ll o Proponemosque la metilasa, que
es probablemente el producto del gen g;t_fi, puede usar comosubstratos
hidroxincurosporeno Cemetilesferoideno. Por lo tanto, la enzima
desaturante que media en la formaciogde la unioí 3-4 debe actuar
sobre hidroxineurosporeno o demetilesferoideno.La introduccion del
grupo ceto en el,C-2, que es mediada por el gen grt_¿,5 actúa en
forma independiente de la metilacion del substrato.

La identificación de los carotenos de R.snhacroides genera
algunas preguntas importantes. Codgell y col.18 encontraron que en
esta cepa de R.snhaerqiggg solo un caroteno se asocia con los centros
de reaccion, a pesar de que los otros dos carotenos estan presentes
en concentraciones iguales o mayores. Estos autores identificaron
este caroteno comohidroxineurosporeno o cloroxantina, pero ahora
sabemos que es en realidad metoxineurosporenp° Esto puede significar
que la metilacion del C-1 sea un requisito para la union del caroteno
al centro de reaccion. Eoucher y 001.19 tomaron centros de reacción
purificados de la mutante G9 de 2hodos.inílum rubrum, que no posee
carotenos, y ensayaron la afinidad de varios carotenos para unirse
a esta estructura. Los polienos usados fueron espiriloxantina,
esferoidene, esferoidenona y "cloroxantina". Sin embargoeste último
compuesto puede ser metoxineurosporeno. Seria importante ensayar
la union del compuestoverdadero para clarificar este punto.

Las diferencias en los carotenos de las cepas SB 1003 y PY 1291
cuando se cultivan aerobicamente explican las diferencias en el
color; cuando hay oxígeno en el medio, se forma demetilesferoidenana
en PY 1291 y esferoidenona en SB ¡005. Los diferentes espectros se
muestran en la fig. {Ü o
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Cemparacionos entre los carotenos de ambas sis temas antena.

Esgectros Yisibléá de las distintas mutantes.

Comofue explicado previamente, estudiamos las características
de los carotenos unidOS al sistema LH-I usando las mutantes MW442
y MW44220 La cepa "verde" HW4422 tiene una mutacion en el gen

grt G 121, y por lo tanto acumula neurosporeno, hidroxineurosporeno
y metoxineurosporeno.

Para estudiar los carotenos asociados con el sistema LH-II,
usamos las cepas mutantes Y 142 y BY1424, que tienen carotenos
decaenos y nonaenOs respectiVamente. Cuando la cepa salvaje y
las cepas "verdes" con antena completa se hacen crecer fotosintetica­
mente, la cantidad de LH-I y centros de reaccion es minima comparado
con la cantidad de sistemas LH;II. Por lo tanto, es muyprobable
que los carotenos es esos casos esten asociados principalmente con
el sistema LH-II.

Los espectros visibles de estas cepas, cultiVades en distintas
condiciones, se muestran en la fig. ¡2.

El maximo de absorbancia en ala cepa "azul verdosa" W4 se
encuentra a 872 nm. Analizando el espectro de otras tres mutantes
"azul-verdosas" con diferente genotipo ( BW604, BPY31 y BJS 11)
encontramos que todas ellas tienen el makimo a 872 nm. No hemos
encontrado ningun caroteno en w 4, BW604 y BPY 3}. En BJS 11
encontramosfitoeno ( 15-cis-7',8,11,12,7',8',11',12'-octahidro­

Z)-2Vcaroteno).Bste/compuesto fue identificado por t.l.c. y elsp ctro de absorcion en eter de petroleo. Por lo tanto, esta
identificacion es tentativa, y tendría que ser confirmada con

2'espectrOmetria de masa.

El espectro de absorcioí de la cepa MW4422 (que es una rever­
tante secundaria de W4), tiene un maximo a 880 nm. Cuando la mutan­
te "vcrde" HT 1131 se hace crecer a tensiones de oxiéeno moderadas
(fig.12), se puede reprimir la sintesis del sistema Lu-II, y por
lo tanto LH-I es la unica antena presente. El máíimo de absorcion
en este caso tambien esta a 880 nm, como enla cepa MW4422 cuitivada



l
fotosinteticamente.

Los espectros de las cepas MT1131, cultivada fotosínteticamen­
te, y BY1424, cultivada aerdfiamente a baja tension de oxíbcno,son
sumamentesimilares, al menos en la region entre 400-800 nm.

Unanalisis mas detallado de los espectros de las cepas que
contienen carotenos decaenos (fig. ¡5) nuestra que los carotenos
unidos al sistema LH-I tienen maximosde absorción que estan despla­

zados 10 nmrespecto a los del sistema LH:II. Unvalor intermedio
se obtiene con la cepa salvaje SB 1003, probablemente comoconsecuen­
cia de la presencia de ambasantenas.Para evitar la formacion de
esferoidenona, estas celulas se hicieron crecer en DHSO38,en anaero­
biosis y obscuridad. Observamosdiferencias similares entre las
cepas MW442 y SB ¡005 cultivadas fotosíntéticamente (datos no mostra­
dos).

CDespectros

Para caracterizar aun mas los carotenos de las distintas mutantes
determinamos los CD espectros de las cepas MW442, Y 142 y SB 1993.
Los resultados (¿ig ¡3 b,d y e) indican que los carotenos de las
cepas Y 142 y MW442 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, que es simétrico en Y 142 y SB 1005, y asimétrico
en MW442. No encontramos ninguna snnal CD entre 400 y 500 nm en la
cepa W4, o en carotenos en solucion.

El analisis del contenido en carotenos.

Los resultados que mostramos se podrian deber a una diferencia
en el contenido cualitativo o cuantitativo de los carotenos en las
distintas cepas. Sin embargo, cuando determinamos esos parametrOS
no encontramosninguna diferencia significativa entee la cepa salva!
Je y m: 4447354; L)

La bomba de pïotones

Para realizar un control adicional de la funcionalidad de las
membranas de la cepa MW442, determinamos la capacidad de esta cepa



para formar y sostener un gradiente de pH a traves de la membnana,
que se forma cuando la bombade protenes se activa con luz. La acti­
vidad de las membranas de la cepa MW442 (fig.17) fue similar a la
de las cepas W4 y SB 1005.

. I o'.Transferencia de energia deglos carotenOS a la clorofila.

Para determinar la eficiencia de transmision de enzgfa entre
carotenos y cloráïila, medimosla eficacia de los carotenos de las
cepas MW442 y SB ¡003 para inducir la fotooxidacion de los centros
de reacción, medida a 605 nm (P 605).

La base para este metodo consiste en medir el estado redox de
los centros de reaccion. Cuandola antena absorbe luz, la energía
se transmite a los centros de reaccion, quienes liberan un electron
que reduce al aceptor primario. En la transición oxidado-reducido,
los centros de reacción cambian el espectro de absorcion. Estos cam­
bios se pueden medir a varias longitudes de onda, pero a 605 nm la
interferencia de otros componentes (comopor ejemplo los citocromos)
es mínima.

Por lo tanto, si los carotenos pueden absorber luz y transmitir­
la a la antena Bchl, y por lo tanto a los centros de reaccion, se
debe detectar un cambio en la absorbancia a 605 nm.Si la intensidad
de la luz usada esta por debajo del nivel de saturación, entonces
la eficiencia en la transferencia de enegia puede ser calculada en
base a la senal a 605 nm. Los resultados (fig.ií) indican que en ambos
casos (SB 1003 y MW442), la eficiencia es 60-70%. Usando las mismas
condiciones, detectados una respuesta lineal en W4. Es importante
observar que este espectro de accion esta desplazado en MW442 respec­
to a SB 1003.

Sin embargo, el uso de este metodo esta limitado a las cepas con
centros de reaccion activos.Por otro lado, tampocopermite la obtención
de un espectro de acción continuo.

Debidoa estas limitaciones, decidimod analizar los espectros



de fluorescencia de las distintas cepas. La espectrometria de fluores­
cencia no tiene esas limitaciones.

a a lEspectros gg emision

El estudio de la transferencia deknergia de los carotenos a la
Bchl se hizo en dos etapas.Primero, es necesario determinar la ubica­
cion de los makimosde emision de la fluorescencia (espectros de
emision)o Esto fue hecho iluminando la Bchl a 590 nm, y buscando por
el valor marino de fluorescencia. Una vez ubicado el maximopara cada
cepa, se puede iluminar los cromatóforos con luz actínica de distintas
longitudes de onda, y determinar el espectro de accion.

Cuando los cromatdÏoros de la cepa W4se iluminan a 590 nm, el
maximode emisión esta a 900 nm (fig.]á). Sin embargo, en las otras
dos cepas que tienen antena LH-I solamente (MW442 y NW4422),los
maximosestan xdesplazados 6-7 nm(fig./b).Esto esta de acuerdo con
los cambios en el espectro de absorcion que observamos en la zona
infraroja de estas mutantes (figo'Z-)o

La Bchl que esta organizada en loszistemas LH-II emite luz a
un maximo de 876 nm. (fig.)É). En cepas que tienen ambos sistemas
antena, la energia luminosa absorbida migra, en favor del gradiente
termodinamico, hacia el LH-I 36.Este proceso se refleja en los maki­
mos de emkion de las cepas SB 1003 y MT1151 (fig./¿), que estan
ubicados a 900 nm.

Espectros de excitaciqn de la fluorescencia
I

Conocidas las longitudes de onda para la emision de fluorescen­ J
cia en cada cepa, es posible determinar los espectros de excitacion,
y por lo tanto la eficiencia con la cual el proceso de' transferencia

.1de energia ocurre.

Los resultados (fig.i7) indican que,Lndependientemcntede la
estrustura de la antena y de la composicion dejbs carotenos, la
eficiencia es 75-80%.

Basado en esta obserVación, concluímos que neurosporeno y sus



. . . . . . ederiVados son tan efiCientes comoesfor01deno transmitiendo energia
a los sistemas LH-I o LH-II.

/
Resistencia a la gyerte por fotooxidacion en las distintas cepas.

Si, en cualquier cepa, se forman 3Bchl en condiciones de intensa
iluminacion, las células pueden ser destruidas por los 102 formados.
Si las celulas son cultivadas sobre una placa de agar, el numero de
colonias que se forman luego de iluminar la placa en presencia de
oxígeno,indica'la resistencia de esa cepa al POKo

Este tipo de analisis en las distintas mutantes indica (fig. 15')
que las ‘cepas que contienen carotenos y LH-I. o LH-II y LH-I son
resistentes a POK.La cepa que no contiene carotenos (WA)es sensible,
99% muere en 7 min.

l
Mecanismos de fotOproteccion

Una vez que determinamos que las cepas que tienen carotenos y
antena LH-I solamente eran resistentes a POK,quisimos averiguar
si esta resistencia se debia a "valvulas triples" o a otro tipo de
mecanismo, por ekmplola neutralizacion por los carotenos de los
102. Decidimos,en consecuencia,analizar la existenda de "Valvulas
triples" en las distintas cepas.

Cuando los cromatdioros son iluminados con luz muy intensa
(por ejemplo un flash laser), un gran numero de moleculas de Bchl
son elevadas al estado excitado simple (¡Bchl)° Este es el estado
util en fotosíntesis. Sin embargo,la intensidad es tal que todos
los centros de reaccion estarán oxidados. A1no tener un medio de
liberar energía, las moleculas 1Bchl pueden convertirse en 3Bchl.
Si una "valvula triple" existe en las membranas,se formaran,conse­
cuentemente, 3Car. Unpequeño porcentaje de lla poblacion de carote­
nos, al formar 5Car, cambiaraÏsucspectro de absorción hacia longitu­
des de onda mas largas, permitiendo medir esos cambios.

A potenciales redox moderados, los 3Car formados corresponden



a la antena Bchl. Detectamos estas señales en la cepa SB 1003 (fig./? ).

Los instrumentos disponibles no permiten resolver la cinetica
de formacion de estos triples, Sin embargo, es posible resolver la
cinetica de desaparicion , que es bifasica. La primer fase tiene un
tiempo de vida medio dc 5-5 useg, y corresponde a los 3Car. La segunda,
con una vida media de 70 useg, corresponde al estado oxidado de los
centros de reacción y a los "cambios de banda" de los carotenoséo
En la cepa HT1151 encontramos señales similares(fig.l?).

Cuandoel potencial redox es bajo, el aceptor primario esta
reducido, y consecuentemente no se forman señales debidas a la oxida­
cion de los centros de reaccion. Tampocose puede formar un potencial
a traves de la membrana, por lo tanto no hay "cambios de banda" en
los carotenos. Las senales corresponden entonces unicamente a 50ar.‘
(tigr.)aion

Cuando los cromatoïoros no tienen carotenos¿ (W4), se forman
3Bchl. El tiempo de vida medio es 70 useg.

En las cepas que contienen solamente LH-I (MW442 y MW4422) y
carotenos, se pueden detectar 3Car. Para confirmar que estas señales
corresponden a 3Car, determinamos el espectro de las regiones de
caida rapida y lenta. Los resultados (figí%¿2dhndican que en realidad
estabamos midiendo 5Can. Por lo tanto, concluimos que los carotenos
de las cepas MW442 y MW4422 protegen a las celulas a traves de los
mismosmecanismos ("valvulas triples") utilizados por los carotenos
unidos al LH-II.



Leyendas.Figuras 12-21

12. Espectros dc absorción de los cromatoforos de distintas mutantes. A,
cepa HW4422, cultiVada fotosinteticamente ( ‘"”); cepa.MT1151, culti­
vada en 20%oxigeno.(v—- );cepa Wh, cultivada fotosinteticamcnte ("”‘).
B, cepa MT1131, cultivada fotosinteticamente; cepa BY1q24, cultivada
con 0.5% de oxígeno.

y. r o13. Espectros de absorcion y CDen cromatoforos, en la region del espectro
cn la que absorben los carotenos.Todas las cepas se cultivaron anaerobi­

l'leCamcnte en la obscuridad en presencia de DESC. A: cepa bn ##2;C:cepa
Y 142;D, copa SB 1005. B,D y F, CD de las muestras A,C yE respectivamente.

1k. Mediciones de la bomba de protones en las distintas cepas: A,Wh;B,MW#42;
, , rC, SB 1005. On y off se refiere al periodo de iluminacion. Los cromato­

foros fueron preparados a partir de celulas cultivadas fotosínteticamente.

15. Transferencia de energia de los carotenos a la Behl, medida por los
cambios de absorbancia a 605 nmoAmbascepas fueron cultivadas fotosínteti\

pegamente.
A: MW#42;B: SB 1003. El trazo continuo es el espectro de absorflcign.
Los puntos son las respuestas obtenidas a 605 nm, luego de iluminar
los cromatdïoros con la luz actinica de la longitud de onda indicada.
Los resultados se corrigieron de acuerdo con la intensidad de la luz
y la señal a 590 nm.

16. Espectros de emision de fluorescencia.Luz actinica fue de 590 nm.
Los cromatóforos de las siguientes cepas : A,MW#42;B,BY 1u24;C,HW##22;
D,SB 1005;E, W4;F,MT 1131.Laa eficiencias cLanticas fueron del 7.4% para
w 4,Mw que y MW4422; y 5o7% para MT 1131 y SB ¡003.

17. Espectros de excitacion y fraccion de luz absorbida. Ambosfueron
normalizados a 590 nm. -—-fraccion de luz absorbida,o-ofluorescencia.
Se usaron cromatáforos de las siguientes cepas: A,MW442;B,BY 1424;
C,MW4422;D, SB 1005;E,w 4;F,MT 1131.



20.

21o

POKde las diferentes cepas.Las celulas se expusieron a luz y oxígeno
por los tiempos indicados. ¿\-I° SB 1003; o——o {1 442; 0-0 W4.

Formacion de 3Car en cromatoforos. Potencial redox moderado: ¿,88 1003;
D,HT 1131. A bajo potencual redox: B,SB 1003;C,MT 1131. 3Bchl en Wo:
B,potencia1 moderado;F,potencial bajo.

Espectros de los cambios de absorcioñ de rapido (Own)y lento (0-0)
moderado: A,SB 1003; B,MT 1131;C,BY 142#o
la línea de base.

decaimiento, a potencial redox
La línea continua en A y C es

Trazas como en la figura 20. A y C, HW4#2 a potencial redox moderado y
baje respectivamente. B y D,Mfl4t22 a potenciales moderado y bajo respecti
vamente.
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Tabla2 CcntcnídoencarotenosenláscepasSB1003yMW##2 LadeterminacioncuantitativadeloscarotenosfuehechadeacuerdoconMaterialesyMéïodos.

Mgr.carotenosCarotenos(%deltotal) dgr.pesosecoEsferoidenoHidroxiesferoidenoEsferoidenona

se10032.683.64.911.5 4422.785.35.88.9
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Discuuion

¿spectrosconfa

Hemosanalizado las caracteristicas espectrales de los carotenos
de Egea sulata, especialmente las relaciones funcionales con la Bchl
antena.

La obtencion de las cepas MWn42 y MW##22 permitio‘por primera
vez el estudio de los carotenos asociados con el LH-I.

Los resultados obtenidos en los espectros de las mutantes en
el area de absorción del sistema LH-I indican que, directa o indirec­
tamente, los carotenos inducen un cambio de 8 nm en el pico makimo.
El hecho de que la cepa ET 1131, que tiene una antena normal, muestra
un makimo a la misma longitud que MW#422, cuando la sintesis de
LH-II esta reprimida por oxíéeno, indica que el desplazamiento obser­
vado en el maximoinfranojo no es un artefacto de la mutante.

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

Los estudios de CDen membranasfotosínteticas proveyeron infor­
macion acerca de las interacciones entre distintos pigmentossz. Los
espectros CDno indican que interacciones estan involucradas, pero
son muy sensibles a cambios en el medio que rodea a las moleculas.

Ambosresultados (espectros visibles y CD)indican que los caro­
tenos de las cepas MW#42 y Y 142 interactúan con la Bchl en diferen­
tes maneras. Tambien, el cambio en la ubicacion del makimode absorcion
en el infrarojo parece estar relacionado a la presencia de carotenos
en la membrana.

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

Siguiendo esta linea de ideas, decidimos explorar otras simili­
tudes y diferencias entre los dos "pools" de carotenos.



Trabajando en cooperacion con el Dr. D. ZannoniBB, encontramos que
54los carotenos que sufren un "bandshift" clectrocrómica son los que

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

ra un potencial a traves de la membrana, ya sea iluminando los cromato­
foros o tratandoloa con KCl y valinomicinapho Aquellas moleculas que
estan orientadas cn el plano de la membranano se espera que respondan
a camposelectricos transversalessso Por otro lado, se puede detectar

56“bandshifts” en membranasartificiales .Por lo tanto, es probable
que la interaccion con la Bchl del sistema LH-I prevenga a los carote­
nos de alcanzar el angulo correcto respecto al plano de la membrana.

Nopodemosinferir de estos resultados cual de los otros dos
componentesdel LH-I (Bchl y proteinas) interactúa con los carotenos.
La alta hidrofobicidad de las proteinas del aparato fotosintético
las hace un candidato natural para interactuar con los polienos, pero
el cambio en el espectro tambien se puede deber a una interaccion con
la misma Bchl.

El hecho de que la composición de los carotenos en SB 1003 y
MW442 sea similar, indica que las diferencias observadas se deben
a distintas interacciones, y no a una composicioncuantitativa o
cualitativamente diferente.

La función de los carotenos comofotorreceptores

La siguiente etapa fue estudiar la función de los carotenos como
pigmentos antena, particularmente en las cepas MW442 y MW4422, puesto
que no existía ninguna informacion acerca de la transferencia de
energia entre carotenos y LH-I. Tambien, las propiedades de los caro­

tenos rsnonaenos comofotorrectores nunca habíamkiio estudiadas.
El mejor métodopara estudiar la transferencia de energía es

espectrcmetria de fluorescencia. El problema consiste en que no se
fabrican instrumentos sensibles en el infrarojo.El Dr. R. Clayton,en
Cornell, diseño y construyó/un espectrofluorometro que registra señales



infrarojas. Sin embargo, es conveniente tener un método que pueda ser
usado en cualquier laboratorio. Basado en el trabajo de Dutton y col58
pudimosmedir la eficiencia de transferencia de energia de los carote­
nos a la Bchl con un espectrofotometro de doble rayo y un Juego de
filtros de interferencia y densidad neutral (ver Materiales y Metodos).

Usandoesta tecnica, encontramos una eficiencia similar en los caro­
tenos unidos a la antena de las cepas SB 1005 y MN442.

Sin embargo, esta tecnica requiere obviamente que las membranas
tengan centros de reacción funcionales, y por lo tanto no se puede
aplicar a las cepas Y 142 y BYIuaq.

Trabajando en cooperacion con el Dr. Clayton, medimoslos espectros
de emision y accion de las distintas mutantes.

La diferencia encontrada entre el maximode emision en Wu y
MW442 o MW#422 esta de acuerdo con lo observado en los espectros
visibles.En cambio, el maximode emision a 900 nm en las cepas que
contienen sistemas antena completos (MT¡131 y SB 1003) fue un resulta­
do inesperado. Si, comopostulamos anteriormente, la prepiedad de
tener un maximode absorción a 872 nm y una emsioí de fluorescencia
a 900 nm, entonces el LH-I de las cepas NT 1131 y SB 1003 debería ser
similar al de W4. Unaposible explicacion para este resultado seria
postular que los carotenos tienen mas afinidad por el lfl-II que por
el LH-I. Si esto es así, cuando las células se cultivan en anaenbiosis
y luz de baja intensidad, la concentracion de LH-II respecto a LH-I y
centros de reaccion es tanto mas grande que relativamente pocas molecu­
las de carotenos interactuaran con el sistema LH-I. El LH-I resultante
seria entonces similar al de Wk.

Los resultados obtenidos con los espectros de excitación indican
que neurosporeno y sus derivados o los carotenos naturales, en presen­
cia de LH-I, funcionan eficientemente como fotopigmentos. Los resulta­
dos con la cepa SB 1003 son similares a los obtenidos por Goedheer20
en B,sphaeroides (cepa salvaje). La transferencia de energía de los
carotenos a la Bchl nunca habia sido estudiada en cepas conteniendo



neurosporeno y sus derivados, o, en general, en membranasconteniendo
LH-I y carotenos.

Los carotenos asociados con el LH-I tambien pueden proteger a
las celulas c0ntra POR. Tambien en este caso, neurosporeno fue tan
efectivo comoesferoideno.

Era interesante averiguar mediante que/mecanismolos carotenos
del LH-Iprotegen a las celulas, o sea "valvulas triples" o neutraliza­
cion de 102. Los resultados de la espectrOmetrÍa con el rayo laser
indican que los 5Car se pueden formar en las tres estructuras del
aparato fotosintetico de B.ca sulata, cuando la Bchl se ilumina con
flashes intensos. Los resultados relacionados con los carotenos del
sistema LH-I se obtuvieron con las mutantes MV442 y MW#422. El
hecho de que alos espectros de los jCar en estas mutantes esten
tambien desplazadas hacia el azul respecto a SB 1003 y BY1424 indica
que los carotenos unidos al LH-I estan formando triples, y no una
subpoblacion con diferente espectro.

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

Finalmente, evidencia de "valvulas triples" en el sistema LH-II
se obtuvo con la cepa BY 1424.

La conclusion general es que, independientemente de que sistema
antena predomina, las celulas estan protegidas por "Valvulas triples".
En vista de estos resultados, el papel fisiologico de la neutraliza­
cion de 102 por los carotenos es una inCOgnita.La unica manera por la
cual este mecanismo(descripto por Postea?) podria ser importante seria
si las "valvulas triples" no eliminan todos los 3Bchl.
Cuantificar este aspecto es tecnicamente muydifícil. Sin embargo,
nosotros pensamos que la neutralizacion de 102 en R.capsulata tiene un
papel relativamente poco importante.

Dadoque 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 compuesto.

Unaposibilidad seria de que la introduccion del grupo ceto
en el C-Z en condiciones aerobicas sea importante para la celula.
En nuestras condiciones experimentales, las cepas "verdes" no tienen
Lninguna dificultad en crecer.Sin embargo, el papel de esferoidenona
en la celula deberia ser investigado.

Respecto al papel de esferoideno, un hecho interesante es que
este compuesto absorbe luz a longitudes de onda mas largas que la
mayoria de los carotenos de algassg. En ambientes acuaticos existe
una estratificacion de organismos, las algas viven por encima de
las bacterias fotosinteticas. Esto puedesignificar que las bacteri as
con esferoideno podrían recoger luz no filtrada por las algas.
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