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l A-FOTOSI TES S BAC l NA

AJ; Fotosinte is m ta lismo_:

La energia solar es la fuente de prácticamente toda ia energia contenida
en ios seres vivos.

Ecológicamente, los organismos encargados de captar esta energia,
transformarla y utilizarla para el aumento y mantenimiento de su biomasa
se denominan productores.

El proceso mediante el cual se realiza tanto la transducción de la energia
luminica en utilizable bioquímicamente como la posterior sintesis de
componentes celulares recibe el nombre de fotosintesis.

En cuanto a su metabolismo, los organismos capaces de realizar esta
transducción se denominan fotótrofos. Los compuestos primarios de este
proceso son ATP y piridin nucleótidos reducidos. Por lo tanto, la
fotofosforilación y la reducción fotosintética constituyen procesos
elementales de la fotosintesis.

El proceso fotoslntético bacteriano se diferencia basicamente del de las
plantas superiores en:

a- no se produce liberación de 02.
b- son utilizados ei ácido sulf hídrico o compuestos orgánicos reducidos

como dadores de electrones, ya que es incapaz de utilizar el agua.
Los estudios cuantitativos realizados con sulfobacterias por Van Niel en

i93i permitieron establecer la siguiente ecuación de asimilación:
h V

4’2 """""""> 4' 4'2S
Es decir, ei ácido sulfnidrico realiza en la fotosíntesis asimilatoria de

las sulfobacterias ei papel del agua en las plantas verdes.
Sin embargo, es importante diferenciar el proceso de fijación de C02 del

de obtención de energia. Según la definición de metabolismo fotótrofo
precedente, la capacidad de transducir energia luminica por parte de un
organismo no implica la fijación de C02 ambiental.

Por otro lado, en cuanto al origen de los átomos de carbono constituyentes
de su biomasa los organismos pueden caracterizarse como autótrofos o
heterótrofos. Los autótrofos utilizan como fuente de carbono para sus
componentes el C02 ambiental. Sin embargo, la energia necesaria para esta
fijación puede provenir tanto de la luz como de la oxidación de compuestos
quimicos,- según el caso, los organismos serán fotoautótrofos o
quimoautótrofos respectivamente.
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Si bien en los fotoautótrofos el C02 es el principal aceptor electrónico
final de la fotosíntesis, no es el único compuesto posible.

Las plantas verdes, por ejemplo, pueden utilizar también el nitrato como
aceptor de los electrones provenientes de la captación de energía luminica.
En los organismos fotótrofos fijadores de nitrógeno, éste es utilizado como
aceptor de electrones, reduciéndose a amonio. Por otro lado, muchos
organismos fotótrofos pueden utilizar iones hidrógeno como aceptores
electrónicos, a partir de los cuales forman hidrógenomolecular (l).

Por lo tanto, la fotosíntesis puede implicar diferentes dadores y/o
aceptores electrónicos, según las especies y condiciones de crecimiento.

Se puede escribir la siguiente ecuación general para este proceso:

h V

+A""""" —'> +D

en la que H2Des el dador de electrones (o de hidrógeno) y A, el aceptor.
Esta transferencia de electrones inducida por la luz ocurre en contra del

gradiente normal de potenciales de reducción estándar del sistema
dador/aceptor, independientemente de cual sea éste. Es decir que, en
presencia de luz, el flujo neto de electrones se dirige al componente del
sistema con potencial estándar más electronegativo, a la inversa que en el
flujo de electrones respiratorio.

A2- Sistemas transductores de energia (STE)luminica:

La transducción de energia luminica en quimica implica los procesos de
captación de luz, transporte de electrones y fosforilación acoplada. Estos
dos últimos procesos se encuentran también en la transducción de energía
respiratoria, presentando importantes semejanzas.

Ambos procesos transductores de energia (fotosíntesis y respiración)
tienen lugar sobre estructuras membranosasde caracteristicas semejantes
en cuanto a su estructura y organización molecular.

La transducción de energia luminica se inicia con la captación de ésta por
parte de las clorofilas y los pigmentos accesorios. Tanto unas como otros se
encuentran asociados con proteinas de membrana.

Muchos estudios muestran que la luz absorvida por las moléculas de
clorofila produce una redistribución de sus electrones, en lo que se conoce
como estado electrónico exitado. Ante un aceptor adecuado, se genera una
separación neta de cargas que constituye el punto de partida de la secuencia
de reacciones de óxido/reducción a nivel de la cadena de transporte de
electrones fotosintético.

Por otro lado, sobre la misma membrana que los complejos captadores de
luz y los transportadores de electrones, se encuentra la ATPasa.
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Este complejo proteico es el encargado de catalizar la unión esterl! del
ATPa partir de ADPy Pi. Esta reacción, dependiente de energia obviamente,
se lleva a cabo a expensas de la previamente transducida por los procesos
anteriores (2).

A3- Captación de la energia lumínica:

Si se irradia una solución de pigmentos, las moléculas que la componen
absorben la luz,- produciendose la correspondiente energización de las
mismas. A partir de este estado exitado existen varias posibilidades a
través de las cuales se producirá el retorno al estado inicial:

a-puede producirse la emisión de un cuanto de luz de mayor longitud de
onda (fluorescencia).

b-puede producirse desexitación no acompañada por emisión.
c-puede transformarse el estado singulete exitado en el correspondiente

estado triplete.
Solamente este último proceso permite la estabilización de un estado

exitado el tiempo suficiente como para que tenga importancia en relación
con el proceso de transferencia de energia.

En las bacterias fotótrof as, la unidad fotosintética (UF),que agrupa a las
moléculas de Bchl ‘antena‘y aquellas correspondientes al centro de reacción
(CR), forman una malla bidimensional cuyo arreglo espacial no es bien
conocido (93,94).

La luz emitida por las moléculas de Bchl 'antena‘ exitadas está regulada
por el estado redox del CR,cuyas variaciones pueden ser estudiadas a través
de la cinética de la f luorescencia emitida por la Bchl 'antena' o a través de
cambios en las bandas de absorción de la Bchl. De esta manera es posible
estudiar la transferencia de energia desde las moléculas de Bchl ‘antena'
hasta el CR(95-99).

La transferencia de energia entre las moléculas de Bchl pertenecientes a
una misma UFsería del tipo coherente, mientras que la transferencia entre
unidades distintas seria de otro tipo (IOO). Este modelo se apoya, entre
otras cosas, en que los anillos porfirínicos de las Bchl en estos complejos
están apareados paralelamente (94).

Es posible, también, la transferencia de energía entre moléculas no
idénticas; pero en este caso deben superponerse los espectros de emisión y
absorción de las moléculas dadoras y aceptoras respectivamente (lOl ).

La medición del rendimiento de f lourescencia puede proveer información
sobre la organización del aparato fotosintético. Si las antenas se encuentran
aisladas y/o separadas fisicamente entre si, la función que describirá la
emisión de fluorescencia en el tiempo, será de tipo exponencial. Por el
contrario, será sigmoidal si las antenas tienen libre comunicación
energética entre ellas (l02, ¡03).
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Monger y Parson (lOl) han demostrado que en sistemas fotosíntéticos
totalmente desarrollados los complejos 'antena‘ están todos relacionados
energéticamente. Sin embargo, en células crecidas aeróbicamente en
oscuridad en las que se induce la formación del AF(en anaerobiosis y luz),
las UFno se encuentran energéticamente acopladas ( l04).

El tamaño de la UFestá definido como la relación entre los moles de Bchl

total y los de Bchl del CR(50).
En Rhodospm'llum rubrum, este valor es de 20 a 30 y es independiente de

las condiciones de cultivo. De la misma forma, en Rhodapseudomonas w’n‘o'is
el tamaño de la UFno se afecta por las condiciones de cultivo, en especial
por la intensidad de luz utilizada durante el crecimiento (85,87).

En Rps. sp/iaerwb’es y ¡2,05capa/lata, el tamaño de la UFvaría entre 50 y
90 debido a la existencia del complejo 'antena' 8800-850 que varía con
respecto al contenido de otro complejo 'antena‘ (8870) y del CR,a pesar de
que ambos permanecen constantes entre si (50, l04- l07).

Ag- Transporte de electrones fotosintético en bacterias:

Una vez que la energía captada es transferida al CR, un dimero de Bchl
pierde un electrón (96,l08), el que es donado finalmente a las 0| y Oli,
ubiquinonas fuertemente unidas al CR (|09-ll3). Oil es relativamente
estable como semiquinona y forma ubiquinol por reducción total. De esta
forma, simultaneamente, 2 H‘ son tomados de la fase acuosa vecina.

Luego de varios eventos de separación de cargas, 3-4 de las z 25
ubiquinonas del ’pool‘ se transforman en su forma quinol, y reducen al
complejo bcl oxidoreductasa (l ¡4).

El transporte de electrones dentro del complejo bci se realiza a través de
dos cltocromos b, una Fe-S proteina y un citocromo cl. Este complejo se
encuentra firmemente unido a la membrana y es el responsable de la
transferencia de dos H+ durante el transporte de electrones ciclico
(l l5-l ¡7).

Por último, los electrones regresan al CRa través del citocromo c2. Este
citocromo, presente en el espacio periplásmico, es móvil y es el encargado
de transportar electrones entre el citocromo cl y el CR( |09,l lO)

Aimecmlsmgmmmem

Los sistemas de transporte de electrones asociados a la membrana
interna de las mitocondrias, las membranas tilacoides de los cloropiastos y
las membranas celulares de los procariotes están funcionalmente ligadas al
sistema de sintesis de ATP por medio de un mecanismo que es
fundamentalmente similar en todos los seres vivos. En este mecanismo
interviene un intermediario energético que puede ser usado también por
otros procesos que consumen energia, como por ejemplo el transporte de
iones a traves de las membranas (3,4).
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El vinculo entre los procesos de transporte de electrones y fosforilación
sería, según se acepta en general, un gradiente electroquímico de protones a
ambos lados de la membrana en que ambos se asientan (5-8).

Este gradiente seria producido, precisamente, por el transporte de
electrones por medio de la traslocación de H" en los puntos de acoplamiento,
en los cuales se intercambian protones además de electrones.

Peter Mitchell propuso un mecanismo de acoplamiento para la
transferencia de energia entre el transporte de electrones y la sintesis de
ATP (9). Postuló que el flujo de electrones a través de las moléculas
transportadoras conduce protones de un lado al otro de las membranas
transductoras. A consecuencia de ello se crea un gradiente electroquímico a
ambos lados de ésta. Este gradiente consta de dos componentes:

i- de masa, en cuanto a la concentración de protones (A pH)
ii- de potencial, en cuanto a la carga eléctrica (A‘i’)

La sintesis de ATPse llevaria a cabo por un flujo de protones a favor del
gradiente. La hipótesis de Mitchell se denominó teoría quimiosmótica.

En esta teoría, la membrana desempeñaria un papel fundamental, ya que
separa y define el medio interno y externo, además de proporcionar
ubicación fisica definida para los distintos compuestos involucrados. La
disposición asimétrica de éstos permitiría tanto el establecimiento del
gradiente como su aprovechamiento.

La membrana, además, debe formar una estructura topoiógicamente
cerrada para mantener el gradiente de H‘. Asi, según esta teoria, la
distinción más importante se presenta entre el interior y el exterior de la
membrana.

Se han postulado otras teorias para el mecanismo de acoplamiento.
Williams plantea que los protones traslocados por el transporte de
electrones no son osmóticamente activos sino que son retenidos en
porciones localizadas de la membrana (iO- i2)

Boyer, por su parte, sugiere que el vinculo energético entre la sintesis de
ATPy el transporte de electrones consistirla en un estado conformacional
energizado que seria transmitido directamente desde las proteinas del
transporte de electrones (a nivel de los sitios de acoplamiento) hasta el
propio factor de acoplamiento. En última instancia se produciria una
secuencia de cambios conformacionales durante el ciclo catalltico del
factor de acoplamiento que proporcionarian la energia necesaria para la
reacción de sintesis (7,i3, i4).



I B- ESTRUCTURA DEL APARATO FOTOSINIETIQO

i- Aparato fotosintético en cloroplastos:

En eucariotes, el STE luminica se encuentra en el interior de los
cloroplastos, formando parte de las membranas tilacoides. Dependiendode
las condiciones ambientales, los tilacoides pueden estar apilados formando
estructuras conocidas como grana.

Por micrografia electrónica es posible observar que en los grana las
membranas se encuentran muy próximas entre si. Se puede diferenciar,
entonces, dos fracciones de la membrana tilacoide: las que se encuentran en
íntimo contacto por el fenómeno de apilamiento ('membrana no expuesta') y
las que se encuentran en contacto directo con la matriz del cloroplasto
('membrana expuesta') (15).

Se ha demostrado que los pigmentos se encuentran asociados a proteinas
de membrana. Estas asociaciones macromoleculares pueden ser aisladas
mediente la disolución cuidadosa de la membrana, llevada a cabo por ciertos
detergentes (20).

Existen dos tipos de complejos macromoleculares formados por clorofila
y proteína: los complejos 'antena' ('light harvesting complexes' o LHC)y los
centros de reacción (CR).En estos últimos tiene lugar la separación neta de
cargas, es decir son los responsables de la fotorreducción de los aceptores
primarios. Dependiendo de la longitud de onda a la que absorben las
moléculas de clorofila asociadas en los CR’sse han caracterizado dos tipos
de fotosistemas: I y Il.

Se ha demostrado que ambos fotosistemas poseen complejos ‘antena'
asociados y que se encuentran en porciones definidas de la membrana
tilacoide. La función de estos complejos es aumentar el espectro de
captación de luz, pero son incapaces de producir una separación neta de
cargas, por lo tanto, deben transferir la exitación producida por la luz a la
clorofila componente de los CR's ( l5).

La técnica de criofractura ha permitido visualizar las superficies de
estas membranas, en ellas se visualizan una gran variedad de partículas de
diferentes tamaños y formas. Una observación de importancia es que la
distribución de estas particulas en las grana es distinta en la “membrana
expuesta“ que en la 'no expuesta' (¡6).

Se ha demostrado la correspondencia de estas particulas con los
componentes del STE; por lo tanto la disposición de éstos en la membrana
tilacoidea no es uniforme (l7). En efecto, al estudiar la influencia del
apilamiento sobre la densidad de las partículas correspondientes al factor
de acoplamiento (ATPasa) se observó que éstas parecen no encontrarse en
las 'membranas no expuestas' y sólo se hallarian en las 'expuestas'.
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Esta observación concuerda con los supuestos de la teoria quimiosmótica
de Mitchell, pues demuestra que el sistema de síntesis de ATPno tiene que
estar, necesariamente, en contacto físico con la cadena de transporte de
electrones ( l6).

En cloroplastos, la ‘membrana expuesta' es rica en enzima tales como la
NADP+reductasa y la ATPasa, mientras que las porciones apiladas son ricas
en pigmentos y deficientes en enzimas (17). La figura i-l muestra las
distribuciones de estos pigmentos y enzimas en la estructura lamelar.

La cantidad y grado de apilamiento de los grana varia en diferentes
plantas según las condiciones de crecimiento (¡8). Anderson y col., entre
otros, han observado una alta formación de grana en cloroplastos de plantas
crecidas a ia sombra. Enestas plantas el factor limitante de ia fotosintesis
es la luz. Por lo tanto, deben utilizar la menor cantidad de luz disponible con
mayor eficiencia. Esto es posible mediante un incremento en ia
concentración de pigmentos (especialmente el complejo ‘antena'); en estas
condiciones no es necesario un aumento en la cantidad de enzimas (NADP‘
reductasa y ATPasa), ya que ia velocidad de transporte de electrones es baja
(i9).

Esta regulación en la proporción relativa de ios compiejos puede lograrse
variando el nivel de apilamiento de las membranas tilacoides. De esta
manera, una planta creciendo a baja intensidad de luz poseeria un alto grado
de apilamiento en sus grana y un mayor contenido de clorofila relativo a
NADP‘reductasa y ATPasa. Es por ello que se ha postulado al grado de
apilamiento de los grana como factor de adaptación del aparato
fotosintético a distintas condiciones de iluminación.

BZ; Aparato[thslnteLng en bacterias,

Cuando las bacterias fotosintéticas crecen anaeróbicamente a la luz, la
membrana celular se lnvagina, originando un sistema de membranas internas
(SMI) (2|,22). En algunas bacterias las invaginaciones se estrangulan y
forman vesículas independientes, mientras que en otras permanecen
conectadas a ia membrana celular (23).

Estas membranas internas reciben el nombre de 'cromatóforos' y
presentan, in Vil/o,formas muy variadas, pero definidas según las especies.
Pueden encontrarse en forma de vesículas, lamelas paralelas, con o sin
ramificaciones, o en forma de grana.

La figura I-2 muestra en forma esquemática los diferentes tipos
estructurales de membranas internas encontradas en bacterias
fotosintéticas.

Según el sistema de membranas internas, esta familia puede dividirse en
cinco grupos:



i- con invaginaciones simples, pequeñas e irregulares.
ii- con sistema vesicular.
iii- con sistema tubular.
iv- con sistema de cortas bandas con bajo grado de apilamiento.
v- con sistema de lamelas apareadas, ordenadas periféricamente en

capas paralelas a la membrana celular.

A este último grupo corresponden las bacterias que se reproducen por
gemación. Ellas son: el género Rhodom/zrmbmm y tres especies de
R/Iao’opseuo'omonas : R175:acidop/Ji/a Rps: pa/ustris y Ajos. who/L9. El SMI de
estas bacterias se corresponde con el representado esqúemáticamente en el
recuadro 8 de la figura I-2.

Las micrograf ias electrónicas de secciones ultrafinas de las
Rhodospirillaceae, han demostrado que tanto la membrana celular como las
invaginaciones presentan la típica estructura de unidad de membrana con un
grosor de entre 70 y 80 Á (22).

En Rps Vino/s se observó, mediante diferentes técnicas de microscopía
electrónica, que sobre estas lamelas se asientan estructuras hexagonales
dispuestas en forma altamente regular. Cadauna de estas estructuras posee
un diámetro de I iO A y un espesor de 50 Á (24,25). Esta disposición regular
tan particular en los componentes de la membrana fotosintética no ha sido
observada en otras especies.

3- Obtención y composición guímica de cromatóforos:

Con respecto a la composición quimica de los cromatóforos, existe una
gran variación cuantitativa dependiendoesencialmente de:

i- las condiciones de cultivo.
ii- la especie bacteriana.
ii- el procedimiento de obtención.
En todas las preparaciones se ha verificado la existencia de pigmentos

fotosintéticos, transportadores de electrones y factor de acoplamiento
(ATPasa) (22).

De igual manera que en los tilacoides, los pigmentos se encuentran
asociados a proteinas especi ficas, formando los complejos 'antena' y CR.

Las variaciones observadas en el contenido de los pigmentos son
atribuidas a las distintas condiciones de iluminación y/o oxigenación, al
efecto de auto-ensombrecimiento de las bacterias y al estadío del cultivo en
el que se cosecharon las células (26).

Ha sido demostrada, también, la presencia de transportadores de
electrones. La variación en la cantidad y naturaleza de éstos se debe
principalmente, a los métodos de obtención, ya que originan la remoción de
cofactores y otros componentes periféricos de las membranas (22).
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Por lo tanto el contenido de transportadores de electrones en los
cromatóforos no refleja necesariamente el contenido de éstos in Viva. Han
sido encontrados niveles importantes de citocromos hemo-asociados, hierro
no heminico y ubiquinona (27).

La presencia significativa de estos componentes, junto con la de ATPasa
(28) indica que los cromatóforos representan la fracción del SMIdonde tiene
lugar la captación luminica, las reacciones asociadas de transporte de
electrones y la fotofosforilación.

Es importante destacar que han sido encontrados niveles muy bajos de
ácidos nucleicos en estas preparaciones, lo que indica que se encuentran
particularmente libres de contaminación por DNAy ribosomas (27).

La forma más usual de obtención es la centrifugación en gradientes de
densidad, luego de la ruptura celular (22). Estos gradientes pueden ser
realizados con sacarosa, cloruro de cesio o ficol. Estos últimos son más
ventajosos debido a su alta estabilidad y a que es evitada cualquer
modificación osmótica en los cromatóforos (29). Sin embargo son mucho
más utilizados los de sacarosa, debido a su asequibilidad. La centrifugación
en gradientes de densidad permite salvar muchos de los problemas
inherentes a la separación de particulas subcelulares por centrifugasción
diferencial (limite móvil). Las.ventajas son:

i- la existencia en el tubo, previa a la corrida, de zonas sin muestra;
por lo tanto, al colectar la fracción de interés, la probabilidad de
contaminación es menor.

ii- el rozamiento va aumentado gradualmente a medida que las
particulas sedimentan.

iii- son evitadas las corrientes convectivas dentro del tubo.
iv- se proteje la separación de las fracciones al minimizar las

turbulencias durante la creación y disipación del campo gravitatorio.
En la práctica, éste es el método más aplicado y permite la formación de

bandas pigmentadas estrechas, separadas satisfactoriamente de ribosomas
y pared celular (30).

Por medio de centrifugación en equilibio de densidad es posible obtener
distintas fracciones de cromatóforos (3l). La separación se realiza
exclusivamente por diferencias en la densidad; las particulas migran hasta
su isodensidad dentro del gradiente, en la cual su masa efectiva se anula. El
aumento del tiempo de corrida no mejora la separación de las fracciones.

Mediante esta técnica se han obtenido densidades de los cromatóforos en
el rango de l.l4 a l.l7 g.cm'3, concordante con lo que se podria predecir por
su composición quimica. En ciertos casos se han obtenido fracciones
conteniendo pared celular, con un rango de densidad de ¡.22/ ¡.25 g.cm "3, lo
que confirma su composición, ya que la pared celular presenta una densidad
sensiblemente mayor: 1.39 g.cm‘3 (32). Por otro lado, preparaciones
conteniendo membrana celular presentan densidades levemente menores:
Liz/¡.15 g.cm'3(27).
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Unacaracterística de estas fracciones membranosas es su tendencia a la
agregación: Takacs y Holt informaron del marcado aumento del coeficiente
de sedimentación estandarizado (520M)con la concentración (33); por otro
lado, Pucheu y col. demostraron la existencia de una fracción de membrana
fotosintética sensible a la agregación por magnesio (20,35).

84- Mor o enesis del istema de membranas 'nternas l :

El grado de desarrollo del SMIy su composición varian de acuerdo a las
condiciones de crecimiento. Es por eilo que son sistemas adecuados para el
estudio de la morfogénesis y la diferenciación celular en procariotes.

Normalmente, la formación de membranas fotosintéticamente activas
ocurre bajo condiciones anaeróbicas y de luz. En aerobiosis las bacterias
presentan una gran disminución en el desarrollo del SMIy en el contenido de
Bchl (36).

Cohen-Bazire y col. por examinación al MEde secciones de ¡0,051sp/¡ero/Z/e.‘
y flfioa’asp/h'llum ¡vb/"um crecidas a distintas condiciones de oxigenación e
iluminación,'observaron que, en aerobiosis no se presentaba SIM,-mientras
que en anaerobiosis, el desarrollo del mismo dependía de la intensidad de
luz, llegado a ser prácticamente inexistente a alta intensidad (37-39).

El mecanismo por el cual se regula la formación de membranas no está
claro; se ha definido, en principio, las condiciones en las cuales se torna
efectiva esta formación:

i- transferencia de condiciones de aerobiosis-oscuridad a
anaerobiosis-luz.

ii- disminución de la presión parcial de oxigeno a partir de un punto
critico, en oscuridad.

iii- disminución de la intensidad de l‘uz efectiva en cultivos
anaeróbicos.

En estas condiciones se lleva a cabo, también, la inducción de la sintesis
de Bchl. La reversión de estas condiciones lleva normalmente a la
disminución del SMIy la inhibición inmediata de la sintesis de Bchl.

Se han definido, también, los probables factores de regulación del
desarrollo del SMI(22):

i- balance redox de los componentes del sistema de transporte de
electrones, incluyendo la presencia y estado de los piridin nucleótidos.

ii- presencia de ATP, tanto per se como relacionado con otros
componentes de alta energia o ATP-dependientes, expresándose, por
ejemplo, como la carga energética celular.

iii- acción directa del oxigeno.
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En cuanto al origen de las membranas internas, gran parte de los estudios
de microscopía electrónica indican que éstas parecen estar relacionadas con
la membrana celular. Aunque existen también evidencias para indicar lo
contrario.

Tampoco hay concordancia acerca del lugar de ensamblaje del aparato
fotosintético a la membrana, ya que, aunque las membranas se originen como
invaginaciones, los componentes del STE podrían ensamblarse a ésta en
lugares especificos separados físicamente de la membranacelular (40,4l ).

Se ha demostrado que los complejos funcionales del sistema respiratorio
y los del AFson ensamblados en sitios específicos y con distintas cinéticas
para cada uno de sus componentes (42,43).

Muchos de los fosfolipidos, subunidades proteicas y actividades
enzimáticas de la membrana celular se encuentran también presentes en las
membranas internas. Sin embargo, existe una marcada diferencia en las
relaciones que estos componentes presentan en uno y otro tipo de membrana
(22).

Con respecto al orden en que los componentes del STE se incorporan a la
membrana, en ¡2,03camu/ata fue observado un significativo incremento en
la fotofosforilación relativo al contenido de Bchl durante los primeros
minutos de la inducción. Sin embargo, esta actividad, por mol de Bchl, decae
prontamente. Esta observación sugiere que la Bchl perteneciente al CRes la
primera en ensamblarse en la membrana, mientras que los restantes
complejos Bchl-proteina se incluyen con posterioridad (22).

En el cambio a condiciones aeróbicas, el AF deja de ser sintetizado
abruptamente, mientras que las restantes unidades funcionales de la
membrana (por ej. el sistema respiratorio) continúan siendo formadas. De
esta manera se diluye gradualmente el AFen la membrana.

En este tipo de cambio de condiciones, la velocidad de sintesis de los
componentes de la pared celular es mayor que la de los componentes de
membrana, contrariamente a lo que ocurre cuando es inducida la formación
de las membranas internas. Esto resulta en la desaparición del SMI.

BS- Regulación del contenido de bacterioclorofila (Bchl):

Han sido encontradas fuertes correlaciones entre la formación del SMIy
la síntesis de Bchl (22):

i- inhibidores de la sintesis de proteínas bloquean también la de Bchl,
aún cuando las enzimas de su sintesis estén presentes en forma activa. Se
ha propuesto que esto refleja una asociación específ ica entre la síntesis de
Bchl y la formación de proteinas encargadas de ensamblar este pigmento
dentro de la membrana (45). Takemoto y Lascelles demostraron que en Rps.
sabe/vives la síntesis de Bchl está fuertemente acoplada a la de por lo
menos cuatro proteínas específicas de cromatóforos, entre ellas una
asociada al complejo 'antena' y otra asociada al CR(46,47).
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ii- precursores radiactivos de la síntesis de proteinas son incorporados
a las membranas internas en cantidades relacionadas directamente con la
velocidad de sintesis de Bchl. Lomismo ocurre con precursores radioactivos
de lípidos de membrana.

iii- no sólo la inhibición de la sintesis de Bchl y el bloqueo de la
formación del SMI por parte del oxigeno ocurren conjuntamente, sino que
también están acopladas la desaparición de membranas internas y la
disminución del contenido de Bchl.

iv- en mutantes donde la sintesis de Bchl está total o parcialmente
bloqueada, la formación del SMItambién lo está.

La respuesta inmediata en la sintesis de Bchl ai cambio de condiciones
sugiere que esta regulación no se realizaría exclusivamente a nivel
transcripcional.

Una explicación posible involucra a uno de los sustratos de la sintesis de
tetrapirroles, el succinato. Enpresencia de oxigeno, todo el succinato podría
ser oxidado via ciclo de Krebs, privando a la sintesis de Bchl de sustrato.
Otra explicación se basa en ei hecho de que la aminolevulato sintetasa tiene
un tiempo de vida media muy corto; por lo tanto la inhibición de su sintesis
podria resultar en una muy rápida disminución de la actividad, cuando tiene
lugar la represión de la formación del SMI.

Encondiciones fototróiicas se ha observado que la velocidad específ ica de
crecimiento está relacionada directamente a ia intensidad de luz efectiva e
inversamente al contenido celular de Bchl.

Sin embargo, Ketchum y Hoit (48) observaron que el contenido especifico
de Bchl en cromatóforos de R ¡vb/um se mantiene esencialmente constante
en cultivos que crecen con tiempos de duplicación desde 53° hasta 26 horas.

Estas distintas velocidades de crecimiento fueron obtenidas con distintos
niveles de intensidad de luz. Por lo tanto, en esta bacteria, la iluminación
modifica ia cantidad total de cromatóforos por célula pero no la relación
Bchl/proteína en ellos. Esto concuerda con las observaciones realizadas al
MEen esta bacteria (37-39).

Por otro lado, en ¡9,05.sp/Iaerom'es si bien también se observó una relación
inversa entre el contenido celular de Bchl y la cantidad de membranas
internas por un lado, y la intensidad de luz por el otro,- el contenido
específico de Bchl de los cromatóforos disminuye con la iluminación. Por lo
tanto en esta bacteria, una mayor cantidad de membranas con mayor
contenido especifico de pigmento es encontrada en células enriquecidas en
Bchl y crecidas a baja intensidad de luz.

Se ha postulado que esta diferencia en las respuestas se debe a la manera
en que ambos microorganismos regulan su nivel de Bchl 'antena'. Como se
dijo previamente (A3-), mientras en R ¡vb/11m y Rps w’r/b'llsla relación
entre este compie jo y el CRse mantiene constante, en ¡7,05.sphaemia’es el
contenido de Bchl 'antena' relativo al de CR es variable. Por lo tanto, el
aumento del contenido especif ico de Bchl observado en esta bacteria a bajas
intensidades de luz responderia a un aumento en la relación ’antena'lCR (50). .



l C-CRECIHIENTO FOTOTROFO BACTERIANO

l- Eficiencia del crecimiento:

En los organismos heterótrofos, la relación entre el peso seco y la masa
de sustrato (fuente de energia) consumida, conocida como YS, sirve como

base para los cálculos del requerimiento energético del crecimiento
(51-57).

Los organismos fotótrof os dependen de la luz, como energia radiante, ya
que ella es su fuente primaria de energia. En el crecimiento fototrófico, la
producción de biomasa está relacionada a los cuanta absorbidos; por lo tanto
su rendimiento cuántico se corresponde con el YS.

A partir de la introducción de la teoría cuántica, fue posible realizar una
correlación cuantitativa entre la luz y la transducción de energia lumínica.

Los primeros en aplicar el concepto cuántico a este proceso fueron
Warburg y Negelein ( 1922): intentaron medir el rendimiento de la
transducción fotosintética en algas verdes unicelulares en reposo, es decir,
su eficiencia cuántica.

Estos trabajos se basaron en el supuesto que el proceso de transducción
fotosintético puede ser tratado como una simple reacción fotoquimlca entre
el número de cuanta absorbidos y la cantidad de producto formado (02, por

ejemplo) o sustrato consumido (C02)(58).
La intención de medir rendimientos cuánticos para reacciones

fotoquímicas elementales llevó a estudios en los cuales fueron usados
fracciones celulares en vez de células enteras. Fue asi como se estudiaron,
en preparaciones de cloroplastos aislados, las reducciones inducidas por luz
de NADP’(59) y de oxalacetato (60).

Los sistemas transductores usados en estos estudios involucran
mecanismos mucho más complejos que la simple reacción fotoquímica; por
lo tanto, los factores a considerar para calcular su rendimiento cuántico
puedenser distintos.

El cálculo de la eficiencia cuántica de la reacción fotoquímica primaria
fue posible finalmente, estudiando la fotooxidación de la clorofila del CR
utilizando preparaciones aisladas del mismo (6| ,62).

Otra manera de encarar el problema del rendimiento cuántico del
crecimiento es ampliar las mediciones a la totalidad del cultivo. Asi, el
número de cuanta absorbidos se relacionará con la biomasa formada.

El proceso de transducción de energia, encarado asi su análisis, puede
originar resultados biológicamente significativos, ya que puede estudiarse
la variación de la eficiencia de la totalidad del proceso entre distintos
organismos o en diferentes condiciones.



El requerimiento cuántico se encuentra, en general, en función de los
sustratos usados, especialmente la fuente de carbono. La correlación de los
cuanta requeridos y los sustratos utilizados permite, por ej, calcular el
requerimiento energético de la fijación de N2(58).

¿ Irradianciacomosustrato:

De igual manera que para los sustratos energéticos en el crecimiento
heterótrofo, el requerimiento cuántico sólo puede ser determinado cuando la
irradiancia es el limitante del crecimiento.

Lavelocidad especifica de crecimiento (u) de las bacterias fotótrofas es
dependiente de la irradiancia, siempre que todos los otros sustratos
necesarios se hallen en exeso (58).

De esta manera los cuanta de luz son considerados como sustrato
energético. Comotal presenta caracteristicas muyespeciales. Seguramente
la más significativa para el análisis sea que este sustrato existe bajo la
forma de un flujo proveniente de una fuente externa, por lo tanto no se
encuentra distribuido homogeneamente en la suspención celular
transductora.

En la vasija de cultivo se establece un gradiente del flujo luminico. Por lo
tanto, las células que se encuentran en las porciones del cultivo más
alejadas de la fuente disponen de menor cantidad de sustrato para el
crecimiento.

Si bien una agitación vigorosa asegura que la totalidad de las células del
cultivo dispongan de una provisión energética promedio semejante, es
necesario tener en cuenta este proceso de auto-sombra en el análisis de los
cultivos.

En la discusión de la provisión de luz a cultivos de algas, Myers consideró
que, 'enfrentados a la complejidad del problema, hemos considerado
improbable que pueda ser hecho, por ahora, un tratamiento teórico riguroso
sobre la dinámica del crecimiento de algas en relación a la luz como
principal factor de control' (64).

En el estudio del requerimiento cuántico del crecimiento, es necesario
entonces, disponer de una medición apropiada de la cantidad y calidad de los
cuanta absorbidos por el cultivo.

Sin embargo, es posible calcular la irradiancia promedio como el
parámetro determinante de la provisión cuántica. Esta provee mediciones
directas, en unidades energéticas, estandarizadas a unidad de superficie y
de tiempo.



3- Cultivos continuos fotótrofos;

Para estudiar el contenido y características celulares en condiciones
definidas es necesario recurrir a la técnica de cultivo continuo. Adiferencia
del cultivo estático, el continuo origina células en crecimiento bajo
condiciones estacionarias. En ellos la velocidad de crecimiento está
limitada por la concentración de un determinado nutriente, la que no se
modifica durante el cultivo.

Para aplicar la tecnica del cultivo continuo al cálculo de requerimientos
cuánticos, la provisión de cuanta al cultivo debe ser el factor limitante del
crecimiento (58).

Eneste tipo de cultivos es bombeado medio estéril fresco a medida que la
población crece, y la suspensión celular es desalojada de la vasija a igual
velocidad, manteniéndose el volumen de cultivo constante. Por lo tanto, para
que la densidad celular se mantenga invariable, el incremento de la
población debe contrarrestar la dilución.

La variación en el número de células (biomasa) del cultivo, debida tanto a
la dilución comoal crecimiento, puede ser descripta algebraicamente.

Se define velocidad especifica de dilución (D) como la relación entre la
velocidad del flujo de medio y el volumen de la vasija de cultivo:

D es una medida de la porción del volumen de cultivo que es renovada por
unidad de tiempo. También puede ser considerada como la velocidad de
disminución de la densidad celular a través del proceso de dilución. De esta
manera, la variación del número de células (biomasa) en el cultivo debida a
la dilución, puede ser expresada como:

m=-DN
dt

Por otro lado, el crecimiento del cultivo ocurre de manera exponencial, de
manera que:

_ t
N-NoeLl

siendo Ny Noel número de células, o biomasa, en el tiempo t e inicial,

respectivamente, y u, la velocidad especif ica de crecimiento.
Derivando con respecto al tiempo, la variación del número de células

(biomasa) en el cultivo debida al crecimiento, puede ser expresada como:

fi:
dt

uN



Entonces, la variación neta de la biomasa puede ser expresada.

m=uN-DN=N.(u-D)
dt

Si ambas velocidades son iguales (u = D), la biomasa del cultivo se
mantendrá constante, es decir.

a_N=o
dt

De esta manera es posible estudiar la actividad metabólica de una
población creciendo sin variaciones, ni en la densidad celular ni la
concentración de sustratos o productos metabólicos. En cultivos estáticos
esto no ocurre.

En el cultivo continuo, en condiciones estacionarias, u debe ser igual a la
velocidad específ ica de dilución (D). Por lo tanto, en los cultivos limitados
por la irradiancia, cada valor de ésta requerirá un cierto valor de D.

[,4- Cultivos continuos regulados por la autosombra:

En cultivos continuos establecidos a D constante para distintas
irradiancias incidentes, se verificaron dos tipos de estados estacionarios de
crecimiento: el limitado por la luz y el limitado por otro sustrato o por el
mecanismo de división celular per se (58).

Debido a que la velocidad de dilución especif ica fue la misma para todos
los cultivos, la velocidad específ ica de crecimiento también lo fue. Se
observó que, en el estado estacionario creado, la densidad celular aumentó
con la irradiancia incidente (a bajos valores de ésta); mientras que a partir
de un cierto valor, la biomasa se mantuvo constante.

Esto indica que el cultivo continuo logró su estado estacionario regulando
la provisión de energia (irradiancia efectiva promedio) por medio de la
autosombra; como es lógico, ésta aumenta con la densidad celular.

La luz es el limitante del crecimiento en el rango de irradiancias en el que
se verifica un aumento de la densidad celular. Por otro lado, a irradiancias
superiores, en las que la biomasa se mantiene constante, la concentración de
lactato -única fuente de carbono del medio- alcanza un minimo, en el que se
mantuvo. Eneste rango de irradiancias el crecimiento está limitado por la
fuente de carbono.

El contenido de Bchl decreció con la irradiancia en ambas situaciones. Sin
embargo, la regulación de este contenido puede no ser lo suficientemente
efectiva comopara mantener'el rendimiento cuántico en su máximo valor, ya
que existe luz exedente siempre que el contenido de pigmentos sea menor
que el máximo posible.
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Enexperimentos realizados, en ¡305.capsu/ata con irradiancias incidentes
de distintas longitudes de onda se verificó una mayor eficiencia cuántica del
crecimiento a 860 nm (absorsión de Bchl a). Sin embargo el valor de um, a
irradiancia saturante, fue el mismo (0.33 h") para las longitudes de onda
ensayadas aunquefuera obtenido a distintas irradiancias efectivas (58).

Se verificó que u varia con la irradiancia según la expresión de saturación
semejante a la ecuación de velocidad de crecimiento limitada por sustrato,
para crecimiento heterótrofo, formulada por Monod(65):

= . I

il LUN:
donde u max es la máxima velocidad especifica de crecimiento (a

irradiancias saturantes) y KS, la constante de saturación (in‘adiancia a la
cual se obtiene u = u max/2).
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FiguraI-I: Representación esquemática de la distribución de algunos
componentes del aparato fotosintético de cloroplatos sobre los distintos
tipos de membrana de'los grana. A- Fotosistemas I y Il; B- Enzimas
NADP"-reductasa y ATPasa.-Ambos diagramas fueron tomados de (17).
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Figura I-2: Disposición de estructuras membranosas internas de
bacterias fotótrofas. l- Vesículas de ¿77/0/10me en las bacterias
sulfurosas verdes: CM ¡Único/¿7,¿“M tlbsulfatofilwn, CII/ompseudomonas
eri/¡bum etc. 2- Sistema de membranas vesiculares. 3- Sistema de
membranas tubulares. 4- lnvaginaciones aisladas, pequeñas e irregulares.
5- Superposiciones de cortas membranas dobles, unidas a la membrana
citoplasmática. 6- Lamelas paralelas parcialmente ramificadas e
irregulares. 7- Capas concéntricas de dobles membranas. 8
Superposiciones de dobles membranas, semejantes a grana, casi paralelas a
la membrana citoplasmática. Este último tipo es el encontrado en células de
Rhodopseudomonaswhy/S. Estos diagramas fueron tomados de (22).
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Todos los seres vivos pueden ser considerados como sistemas

transductores de energia autorreproducibles; su biomasa es,
simultaneamente, producto y catalizador de este proceso.

Las bacterias fotótrofas constituyen un sistema experimental
relativamente sencillo para el estudio de la transducción biológica de
energía luminica, tanto por su facilidad de cultivo como por poseer sólo un
fotosistema.

En los organismos fotótroios, las variaciones de luz, taito en calidad
(composición) como en intensidad, originan importantes canbios, no sólo
morfológicos sino también fisiológicos, ya que la .luz es, pra ellos, el
sustrato de crecimiento.

El objetivo general de esta tesis es, tal como lo expresa su titulo, el
estudio de la influencia de la irradiancia sobre el crecimiento y el aparato
fotosintético de la bacteria fotótrofa Mapseudomonas w’ría’ís.Para ello
se definieron y estudiaron los siguientes objetivos parciales:

* Variación de los parámetros del crecimiento con la irradiaicia, tanto
en cultivos estáticos comocontinuos.

* Adaptación de los cultivos ante m cambio de las condiciones de
irradiancia.“

* Variación del contenido celular con la irradiancia, especialmente el de
pigmentos , cromatóforos y actividades enzimáticas de éstos relacionadas
al STE(ATPasa y fotolosforilación).

* Análisis de las distintas estandarizaciones posibles para estudiar la
eficiencia del crecimiento, dadas las importantes variaciones en el
contenido celular con la irradiancia.
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J; Organismo:

E; Cepay mantención:

Los cultivos fueron realizados con Rhodopseudomonas w’n’o'llscepa NHTC
133 (North Holland type culture).

La cepa fue mantenida en 'tubos punción' a 49 C y en oscuridad. Fue repicada
cada 20-30 dias, realizándose controles de axenidad en cada repique.

lt micación taxonómicay caracteristicas metabólicas:(67-72)

Rhoahoseudomonas w'nb’is pertenece al orden Rhodospirillales que incluye
todas las bacterias fotosintéticas, es decir aquellas que contienen
bacterioclorofila y realizan el pnoceso de fotosíntesis sin liberación de
oxigeno.

El orden Rhodospirillales está dividido en dos subórdenes: Rhodospirillinae
y Chlorobiinae, diferenciados por el tipo de bacterioclorofila que poseen y la
localización intracitoplasmática de esta.

Los integrantes del primer suborden contienen Bchl 'a' ó 'b', localizada en
membranas intracitoplasmáticas de diferentes tipos pero continuas con la
membrana plasmática. El segundo smborden incluye aquellas bacterias con
Bchl ‘c', 'a” ó 'e‘; presente como pigmento soluble, es decir no unida a
membranas y en organelas con forma de 'cigarnos‘ o 'lentejas', llamadas
vesículas.

El smbordenRhodospirillinae agrupa dos familias: Rhodospirillaceae (en la
que está incluida Rps w‘ridllsly Chromatiaceae.

Los integrantes de la famnia Rhodospirillaceae tienen un metabolismo
preferentemente fotoorganotnófico; es decir. crecen a expensas de energia
luminica utilizando compuestos orgánicos simples como dadores de
electrones; el ácido sulfhídrico inhibe el crecimiento y generalmente son
anaerobias facultativas.

Los integrantes de la familia Chromatiaceae utilizan el Sl-l2como dador de

electrones y poseen capacidad para fijar C02; son fotoautótrofas, aunque
algunas especies pueden ser también fotoorganótrof as.

_2_;nedios de cultivo:

2; Mediode Hutner sumido):

El medio completo final contiene las siguientes soluciones stock, en las
cantidades indicadas:
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solución A 20 ml
solución B 20 ml
solución C 40 ml
solución D 2 ml
solución E lO ml
solución metal 44 l ml
extracto de levadura l g

se llevó a l litro con agua destilada.

Lacomposición de las soluciones stock es la siguiente:

*Solución A (solución base concentrada):
cloruro de calcio 1.25 g
ácido nitrilotriacético (NTA) 5.00 g
sultato de magnesio 7 H20 1450 g

molibdato de amonio 4 H20 460 mg

sulfato ferroso 7 H20 50.00 mg
solución metal 44 25.00 ml

se ajustó el pHa 6.80 con KOHy se llevó a l litro con agua destilada
*Solución B (succinato de amonio):

ácido succinico 59.50 g
se ajustó el pHa 6.80 con NH40Hy se llevó a 0.5 litros con agua destilada.
*Solución C:

buffer fosfato de potasio 0.5 r1pH6.80.
*Solución D(factor de crecimiento):

biotina 2.0 mg
bicarbonato de sodio 50.0 mg
clorhidrato de tiamina 50.0 mg
ácido nicotinico ¡00.0 mg

se llevó a 100 ml con agua destilada.
*Solución E:

acetato de sodio 3 H20 50.0 g

glutamato monosódico 60.0 g
se llevó a 500 ml con agua destilada.
*Solución metal 44:

EDTAdisódico 250.0 mg
sulfato de cinc 7 HzO ¡095.0 mg

sulfato ferroso 7 H20 500.0 mg

sulfato de manganeso l Hzo ¡54.0 mg

sulfato cúprico 5 H,0 39.2 mg

nitrato de cobalto“ 6 H20 248 mg

tetraborato de sodio lO Hzo ¡7.7 mg
se llevó a l00 ml con‘agua destilada.



EM
Fue utilizado para crecer las células en tubos punción y para realizar

controles de contaminación por aerobios en placas. Se lo utilizó, también,
para aislamiento y control de axenidad en jarras anaeróbicas. Se preparó de
la siguiente manera:

extracto de levadura 3 g
agar IS g

se llevó a l litro con agua destilada.kMmmm
E lnóculoy cultivo en botellas:

El crecimiento se inició a partir de un ‘tubo punción’, se trituró el medio
sólido con un ansa estéril, se llenó totalmente con medio liquido el volumen
del.tubo y se incubó con iluminación continua.

Una vez crecido en medio liquido, se transfirió del tubo a botellas de
so-ioo ml y de ellas a otras de 500-l000 ml, siempre las botellas fueron
completadas totalmente con medio líquido y cerradas herméticamente
(condiciones anaeróbicas). Se obtuvieron asi suficientes células viables
comopara inocular volúmenes mayores, o suficiente masa celular como para
realizar algún ensayo previo.

Los volúmenes inoculados, especialmente en el fermentador y en el
quimiostato, fueron siempre menores que el 5 X del volumen final del
cultivo. La 00.5Boinicial (inmediatamente despues de inocular) en estos
cultivos fue siempre menor que 0.06.

Todoslos tubos y botellas utilizados fueron de vidrio traslúcido.

3b- Cultivo gn fgrmentaflr.

Se utilizó un fermentador New Brunswick Magnaferm Model MF 403,
provisto de:

- vasija de cultivo de 7 litros de capacidad (l7 cm de diámetro y 48 cm de
altura).

- regulador de temperatura, con rango 1 0.59 C, mediante dos circuitos de
circulación interna de liquidos refrigerante y calefaccionante.

- entrada y salida de gases, a través de filtros, con flujo y presión
controlados.

- agitación interna 'por medio de tres paletas dispuestas sobre un eje
central. Fue usada también como agitador una paleta superior
correspondiente ¡al sistema de ruptura de espuma ('anti-foam').
Ambossistemas poseen velocidad regulable.

- sifón extractor de muestra del seno mismo del cultivo.
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_c; Cultivo en turbidostato:

Lafigura lll-l muestra el tirbidostato diseñadoy construido para obtener
cultivos continuos fototróficos. El mismo consta de:

i- vasija de cultivo;
-cilindrica, de l2 cm de diámetro, con in hueco interno de 6 cm de
diámetro (por lo tanto, las bacterias crecen en ma 'paed' cincular de
3 cm de ancho).
-altura total: 27 cm, profmdidad del hueco interno: 22 cm.
-volumen de cultivo: ¡.9 litros.
-provista de: serpentina interna para circulación de refrigerante, dedo
ciego para sensor térmico, dedo mierto pa'a bubujeo de N2 o Ar,
agitador magnético interno, 2 entradas superiores (a- de medio
fresco, b- del circuito cerrado de medición nefelométrica del
crecimiento), 2 salidas inferiores (a- de cosecha del cultivo, b- idem
antes).

ii- sistema de control de densidad celular.

b
c

circuito cerrado de circulación de cultivo con bombaperistáltica
continua.
célula fotosensible.
módulo controlador de ttrbidez con valores progranados de
apertura y corte de d
bomba peristáltica diluyente commdada por c-, transfiriendo
medio de cultivo de f- a la vasija de cultivo.
módulo contador del nú'nero de intervalos y diración de los
mismos en los que c- comandó el encendido y corte de d
reservorio de mediode cultivo fresco.
cosecha de cultivo, por simple diferencia de alttra, mmteniendo
el voltmen de cultivo constmte.

iii- sistema de control de temperattra
teletermómetro con sensor térmico en m dedo ciego sunergido
en el cultivo.
módulo controlador de temerattra, con valores prog'znados de
apertura y corte de c
bomba impelente de liquido refrigermte por la serpentina interna
de la vasija de cultivo.
baño frio (- ¡59 C).
ventiladores -sólo en los cultivos de mayores irradimcias-.

iv- sistema de iluminación:
aro de 8 portalamparas equidistantes entre si y del centro de la
vasija de cultivo. Ladistancia entre las lánpa‘as y la superficie de la
misma fue de 20 cm.Las lámparas utilizadas se describenen g



i Condicionesde cultivo:

4a- Condiciones generales:

Los cultivos se realizaron a 30 9 C, con agitación permanente (200 rpm) y
en condiciones de anaerobiosis logradas por: desoxigenación del medio de
cultivo previa a la inoculación mediante agitación vertiginosa y fuerte
burbujeo de nitrógeno o argón, y suave burbujeo continuo de alguno de estos
gases a lo largo de todo el cultivo. En casos donde no se dispuso de
suficiente cantidad de gas se realizó un breve burbujeo en cada momento de
extracción de muestra y se dejaron cerradas la salida y entrada de gases
para evitar el intercambio.

4b- Condiciones de irradiancia;

Los distintos regímenes de irradiancia fueron obtenidos variando el
númeroy potencia de lámparas ubicadas a distancias fijas y constantes de
las.superficies de las distintas vasijas de cultivo. El número, tipo y
potencia de las lámparas varió de acuerdo a la irradiancia requerida para el
cultivo, manteniéndose siempre la misma simetría con respecto a la vasija.

Enel caso del fermentador, las lámparas - l 2 como máximo- se ubicaron en
dos baterías verticales de portalámparas, ubicadas perpendicularmente
entre sí; la distancia entre las bombasy la superficie del cultivo fue de l2
cm. En el caso del turbidostato, las lámparas fueron 8 como máximo,
dispuestas con simetría radial y la distancia fue de 20 cm.

Las lámparas utilizadas fueron de 2 tipos: incandescentes blancas y
ref lectoras. Las primeras fueron de 25, 40, 60, 75, ¡00, ISOy 200 w; las
segundas de 75, lOOy lSO w.

La irradiancia fue determinada como se describe en 23. El rango de
irradiancias de cultivo fue de ¡o - 135 J.m'2.seg" para los cultivos en
fermentador y de 13 - 950 J.m’7¿.seg'|para los realizados en turbidostato.

En los casos de cultivos a irradiancias menores que 40 J.m’2.seg", todo el
dispositivo de cultivo fue cubierto con telas negras para evitar la
iluminación espúrea.

5; Determinaciones nefelométricas sobre los cultivos;

A intervalos variables de entre 0.5 y 5 horas fueron tomadas muestras de
los cultivos. Se determinaron sus absorbancias a 680 nm y l0l5 nm, en
ciertos casos fueron determinados también los contenidos de pigmentos
(Bchly carotenos), por extacciónconsolventes ( k) y de pmteinas ( k).

Ambas determinaciones nefelométrícas fueron realizadas en un
espectrofotómetro Zeiss DMR2| en cubetas de l cm de ancho y, de acuerdo
al control de linealidad hecho, todas las mediciones se efectuaron sobre
diluciones de menos de _0.7UDOpara ambas longitudes de onda.
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Las mediciones se realizaron contra agua y por triplicado. Se realizaron
espectros de absorción del medio de cultivo sin inocular y del sobrenadante
de m cultivo bien crecido (DOmo= 2.10) luego de precipitar las células. Sus
absorbancias resultaron despreciables, tanto en el visible como en el
infrarrojo cercano; no fue necesaria, por lo tanto, corrección alguna sobre
las mediciones de las muestras de cultivos.

La figura Ill-2 muestra el espectro de absorción de células crecidas a
baja irradiancia; en ella se indican las longitudes de onda a las que se
determinaron las absorbancias de las muestras de cultivos:

- a 680 nm se ponderó la biomasa, por turbidez general.
- a IOIS nm -pico de absorción de la Bchl b in viva - se ponderó,

indirectamente, el contenido de Bchl del cultivo.

En la figira lll-2 se observa que la Dom5 está compuesta tanto por el
contenido neto de Bchl (b, en dicha figura) como por el componente de
turbidez a esa longitud de onda (a= 0.468 00680).Como controles fueron

realizados espectros de células crecidas a otras condiciones de irradiancia
y, amque el contenido neto de Bchl varia, el componente de turbidez a ¡015
nm fue siempre el mismo porcentaje de la DOMo(46.8 X).

El contenido de Bchl ponderado ¡n Vivo de esta manera (DOWS - 0.468

00600)correlaciona estrictamente con el medido por extracción de solventes
de muestras de cultivos ( 1:).

9; utgrmigición de las velocidades de duplicaciónSu):

6_a; Para cultivos realizados en fermentador.

Las velocidades de diplicación de los distintos parámetros medidos sobre
los cultivos fueron determinadas mediante dos métodos:

i- gráfico: por medio de la pendiente del logaritmo del parámetro en
estudio en fmción del tiempo. De hecho, se obtuvo de gráficos
semilogarítmicos como los representados en las figuras IV A-l y IV A-2,
analizadas en IV A- Resultados y Discusión.

ii- analítico. mediante la utilización del programa de computación
(lenguaje Basic) listado en la figura lll-3, que calcula las u para los tres
parámetros estudiados (006m, DOWs y DOW5- 0.468 00680).

La velocidad de duplicación ca‘acteristica para cada parámetro de cada
cultivo fue obtenida promedimdo, con distinto peso relativo, mediante un
programa de integraciónpolinomial los valores correspondientes a la fase
exponencial. Esta fase,_.me implica u constante, fue determinada como el
periodo para el cual el=promedio pesado de ésta fue obtenido con un ernor
menor del 5 x.



_Qb_-Para cultivos realizados en turbidostato.

Coneste dispositivo se realizaron cultivos continuos, precedidos siempre
por un cultivo estático para estandarizar las condiciones iniciales (ver IV
B- Resultados y Discusión).

Para los cultivos estáticos previos, la velocidad de duplicación fue
determinada por ambos métodos descriptos en 63-.

Para los cultivos continuos la velocidad de duplicación de la biomasa fue
determinada por medio de la velocidad de dilución especifica (D) necesaria
para mantener la turbidez constante. Ver l C 3- Introducción.

El valor de D para cada cultivo se obtuvo integrando en función del tiempo
los periodos durante los cuales estuvo accionada la bomba diluyente del
turbidostato, de flujo conocido.

L Qeteminaciones lgmlnlcasz

la; mm'gion'de la imdimgia;

Losvalores de irradiancia fueron medidos con m radiómetro Yellow Spring
Instruments YSI-Kettering modelo 65A equipado con un sensor YSl655i.

Sobre el fermentador las medidas fueron realizadas a espacios regulares
sobre toda la superficie de la vasija, tanto sobre la parte expuesta como la
que no. En el turbidostato, fueron realizadas tanto sobre la superficie
externa como en el hueco interno. Enambos casos las mediciones se hicieron
a distintas alturas y en distintos ángulos con respecto a las lámparas, y
luego fuenonpromediadas según su peso relativo.

Para los ensayos de fotofosforilación (l), la irradiancia fue medidacon
el sensor ubicado en el interior de m tubo sunergido en el baño
termostatizado dondese realizaron los ensayos.

_b; Espectro de la irradiancia:

Se realizaron espectros de emisión tanto de las distintas lámpa‘as
utilizadas como de cada una de ellas ubicadas a distintas distmcias (ver
figura lll-4).

Las mediciones fueron efectuadas en m espectrorradiómetro Li-Cor
equipado con un sensor Ll-QOOSB.Estas fueron convertidas a valores
energéticos mediante la tabla de conversión provista por el fmricante,
dependiente de la sensibilidad del sensor a las diferentes longitudes de
onda.

Se verificó que la relación de los valores obtenidos, tanto para cada
lámpara a distintas distancias como para distinto tipo de lámpa-as, no
difirió en más de 5 Xpara el rango de longitudes de onda fotosintéticanente
activas en la bacteria (400-l lOOnm). Por lo tanto se puede afirmar que el
espectro de emisión, en términos energéticos, no varió ni con el tipo de
lámparas utilizado ni c'onla distancia de éstas.
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Para los ensayos en que fue necesario recurrir a la variación de la
distancia de la batería lumínica para obtener distintas irradiancias (ver
Q1), se realizó el siguiente control adicional: se midió la irradiancia en el
sitio de ensayo con las lámparas a distintas distancias. Se verificó que la
irradiancia medida aumenta con la inversa del cuadrado de la distancia a la
batería lumínica (ver figura lll-5').

Al variar de manera semejante la irradiancia medida en el punto de ensayo
y la cantidad de fotones emitidos por la batería de lámparas (control
anterior), se puede afirmar que el espectro de los fotones arribados al sitio
de ensayo fue constante en el rango de distancias utilizado (¡6 - 70 cm).

L Determinación ebacterio lorofi Bchl:

E Método:

El contenido de Bchl, tanto de muestras de cultivos como de suspenciones
de cromatóforos, fue determinado por el método descripto por Clayton (74).

Se dispersó vigorosamente un volumen pequeño (< 40 ul) de muestra en una
mezcla recién preparada de acetona-metanol 7:2 (v/v), se centrifugó
inmediatamente en centrífuga clínica a 3500 rpm por 5 min y se determinó
la DOa 795 nm -pico de absorción de Bchl b extraída- del sobrenadante.

El volumen de la muestra a extraer fue siempre menor que la l/SO parte
del volumen de la mezcla de solventes, para no modificar ei medio y por ende
el coeficiente de extinción.

La cantidad de Bchl extraída fue siempre lo suficientemente baja como
para que el precipitado obtenido resulte incoloro; en estos casos una
segundaextracción detecta cantidades despreciables de Bchl.

Tanto el proceso de extracción como la lectura se realizaron en el menor
tiempo posible y durante todo el procedimiento se protegió el extracto
orgánico de la luz para evitar la fotooxidación de los pigmentos.

Los cálculos de realizaron usando un coeficiente de extinción (l mM, l cm)
de ¡22 y se consideró un PMde ¡000 (75).

_8_b¿Mm muestras de cultivos:

Se procedió de la siguiente manera: tres alicuotas de distinto volumen de
cada muestra de cultivo fueron centrifugadas en centrífuga clínica por l5
min a 3500 rpm, se descartó el medio de cultivo y se secaron bien las
paredes del tubo con papel absorvente, sin tocar el pnecipitado. Este se
nesuspendió vigorosamente en la mezcla de solventes descrita y se
determinó el contenido de Bchl en cada alícuota.

El valor de la concentración de Bchl para cada muestra de cultivo fue
obtenido como la pendiente del contenido de Bchl de cada alícuota en función
del volunen de la misma.
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_8c_-Sobre muestras de susmnciones de cromatóforos:

Alicuotas de distintos volúmenes de las suspenciones de cromatóforos
fueron dispersadas directamente en la mezcla de solventes y se determinó
el contenido de Bchl de cada una.

El valor de la concentración de Bchl de cada preparación de cromatóforos
se determinó de la misma manera que para las muestras de cultivos.

t Determinaciónde proteínas:

El contenido proteico, tanto de muestras de cultivos como de suspenciones
de cromatóforos, fue determinado por el método de Lowry(76).

Sobre ambos tipos de muestras fueron previamente extraídos los
pigmentos con la misma mezcla de solventes que la utilizada en _8_-.El
precipitado obtenido fue hidrolizado en 0.5 NNaOHdu‘mte 2 horas a 609 C.

El valor de la concentración de proteínas para las distintas muestras fue
obtenido como la pendiente del contenido de distintas alicuotas de la
muestra en función de su volumen.

La cu'va de calibración fue realizada con BSAen las mismas condiciones
alcalinas que las muestras en la reacción colorimétrica. Los valores
medidos estuvieron en el rango de lO - lOOpg de BSA,en el cual se verificó
linealidad con la absorbancia a 650 nm. '

ji Ergpargclón de las muestras para microscopía
electr' ica HE:

Las células fueron precipitadas por centrífugación en Sorvall a 4500 g
durante lO min a 49 C, no fueron lavadas ya que el medio de cultivo facilita
el aglutinamiento necesario para los procesos posteriores.

Fueronseguidas las técnicas descriptas previanente (77-79). Las células
fueron fijadas en glutaraldehido 3 X en buffer fosfato de K l00 mn pH7.4
durante 30 min, lavadas dos veces con el mismo buffer y ref ijadas en ácido
ósmico ¡.5 X en el mismo buffer. Luego de ma impregnación en bloque con
acetato de uranilo 2 x, fueron deshidratadas medimte ma serie de alcoholes
crecientes, finalizando con óxido de pmpileno y se procedió a la inclusión en
resina Epan8 l2 y al corte en ultramicnótomo PortePBlun HT-2-B.

Cada corte fue coloreado, por contraste, con citrato "de plomo. La
observaciónse realizóen microscopio electrónico Jeol .EH ¡00.5.
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I- Preparación de cromatóforos:

Las células, provenientes tanto de cultivos estáticos como continuos,
fueron precipitadas por centrifugación en Sorvall a 4500 g durante lO
minutos a 49€, lavadas con buffer Tris-ClH 5 mii pH 8.0 y centrifugadas
nuevamente. Para la preparación de cromatóforos, las células cosechadas a
lo largo de los cultivos continuos fueron recibidas y mantenidas en hielo y
oscuridad durante no más de 12 horas.

Luego de lavadas, las células fueron resuspendidas en Tris-CIH 20 mMpH
8.0 y la suspención fue pasada por French Press a 800 psi y centriiugada en
Sorvall, en las mismas condiciones que previamente. El precipitado,
conteniendo las células no rotas y trozos grandes de membrana y pared
celular, fue resuspendido en el mismo buffer y nuevamente pasado por
French Press a 500 psi. Luego de centrifugar, se juntaron ambos
sobrenadantes. Esta preparación cruda de membrana fue centrifugada sobre
un ‘colchón‘de sacarosa 15 X (p/v) en el mismo buffer, con rotor de ángulo
móvil a 145000 g durante 1.25 horas. El precipitado fue resuspendido en
Tris-CIH 20 mr'ipH8.0 y representa la fracción cromatofórica.

¡2- Determinación de 1aactividad ATP-ásica:

La reacción se llevó a cabo adicionando una alícuota de cromatóforos (7- I5
ug de Bchl) a un volumen de mezcla de reacción conteniendo: Tris-CIH 50 mi'i
pH 8.0, CIQHg2 mii, ATP 2 mr1 pH 8.0. El volumen final de reacción fue de
i ml.

Las reacciones se llevaron a cabo en tubos sumergidos en baños
termostatizados a 309 C con agitación continua y en oscu-idad. La hidrólisis
fue desencadenada con el agregado rápido de cromatóforos e interrumpida
con la adición de 80 ul de TCA 50 x (p/v), agitando inmediatamente y
transfiriendo el tubo a hielo. Los tubos fueron mantenido asi en todo
momento posible, para evitar la hidrólisis no enzimática del fosfato y/o B
de los nucleótidos remanentes. Esta hidrólisis está favorecida por las
condiciones ácidas que provocan el TCAy el posterior agregado del reactivo
colorimétrico. '

Luego de centrifugar 5 min a 3500 rpm en centrífuga refrigerada, para
precipitar los cromatóforos, se tomó 0.8 ml del sobrenadante y se determinó
el Pi según el método descrito por Taussky y Shorr (8|), modificado en la
concentración de sus componentes (4 veces mayor) a fin de aumentar la
sensibilidad.

El reactivo colorimétrico se preparó de la siguiente manera: SO4Fe-7H20,2

g; molibdato de amonio io X (p/v) en SO4H2lo N, 4 ml,-se llevó a io ml con

Hzodestilada, se lo protegió de la luz y se lo utilizó en el dia.
Se agregó ¡40 ul de’reac'tivo colorimétrlco a los 0.8 mi de muestra. Se

incubó 2 mln a 309 C. para desarrollar color. Se leyó trimedlatamente la DOa
660 nm.
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La curva de calibración cunple la ley de Lambert-Beer hasta 0.9 UDO ,

siendo la pendiente 2.7 UDOowumolpi".
Las lecturas se realizaron contra un ‘blanco de reacción no enzimática’,

incmado en ausencia de cromatóforos por un tiempo intermedio a los usados
para las reacciones; luego de agregado el TCA, se adicionó la alícuota de
cromatóforos y se procedió como con los demás tubos.

El valor de la actividad fue obtenido como la pendiente de una curva de
tiempo de 3 a 5 puntos (dependiendo de la cantidad de cromatóforos
disponible) menores que 6 minutos.

_l_3_-Qeterminación de la actividad de fotofosforilación Slip);

La reacción se llevó a cabo adicionando una alícuota de cromatóforos (4-8
ug de Bchl) a un volumen de mezcla de reacción conteniendo: tricina-NaOH
29 mn pH 8.0, Clzflg 3.65 mn, ADP 0.2 mn, PMS 50 un, P04H2K2 mM -con

actividad especifica (WP) ca. 10° cpm/umol Pi-. El volumen final de
reacción fue l ml.

Las reacciones se llevaron a cabo en tubos sumergidos en baños
termostatizados a 309 C con agitación continua e iluminación lateral de
distintas irradiancias, las que fueron obtenidas siempre con la misma
bateria de 3 bombas incandescentes de ¡50 Wubicada a distancias variables
(¡6 - 70 cm). Se verificó que el espectro de la irradiancia en el tubo de
ensayofuera el mismopara las distintas distancias de la bateria (ver E).

La irradiancia fue determinada comose describe en B.
Elrango de irradiancias de ensayo fue de ¡00 - ¡800 J.m'2.seg".
La reacción se detuvo ag‘egando l ml de 'reactivo de trietilamina’,

agitando inmediatamente y transfiriendo el tubo a hielo. Este reactivo
permite la separación rápida y precisa del fosfato incorporado del
remanente, el cual forma un complejo fosfomolibdico. Al desnaturalizarse,
los cromatóforos son precipitados jmto a este complejo. Luegode 5 min de
centrifugación, en el sobrenadante se encuentra el P incorporado a ATP, el
que fue determinado por radiactividad en un contador de centelleo líquido
(82,83).

El valor de la actividad fue obtenido como la pendiente de una curva de
tiempo de 3 a 5 puntos (dependiendo de la cantidad de cromatóforos
disponible) menores que 6 minutos.



Figuralll-l: Turbidostato diseñadoy construidopra cultivos fotótrofos.
A; vista lateral; Q; en planta. Las proporciones fueron mmtenidas para la
vasija y el sistema de iluminación exclusivamente. v: vasija de cultivo;
s: serpentina refrigerante; a: agitador magnético; N?- tLbo de nitrógeno;

t: sensor térmico; l: teletermómetro; b¡: bomba refrigerante; bz: bomba

perlstáltlca; f: célula fotosenslble; D3:bomba diluyente; r. reservorio de
medio de cultivo; c: coSecha; g: salida de gases; i: lánpa-as.
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CLS
REM "CURVAS DE CRECIMIENTO BACTERIANO - RAU;“
REM"No 01v1darse de cambiar los titulos en line 120 nl de poner 105 minuto

1niciales comodecimales"
"N numero de puntos de una curva (ternas de Gatos:tiempo-DOóBO-DOIOIS
“Entrar los datos como termas: OJO!: tiemao en horas consecutiva5.minut
sexagesimales“

INPUT “Numero de datos
INFUT "Minutos

: G
DIM H(N), S(N), M(N), T(N). E(N). E(N)
DIM X(N), Y(N), Z(N)
FOR I=1 TO N
INPUT "TIEMPO";H(I):INPUT”DO&80”;S(I):INPUT“D01015":M(I)
T(I)= INT(H(I)) + (H(I) - G - INT(H(I))) / .ó '
NEXT I

B(1)= “(1)
E(1)= B(1)
CLS
LPRINT
LPRINT
LRRINT
LRRINT
LPRINT
LPRINT
LPRINT
E(l),

LPRINT
FOR X=2 TO N
B(X)= M(X) .468 * S(X)
E(X)= E(X) / S(X)
D= T(X) - T(X-l)
X(X)= (LDG(S(X))
Y(X)= (LOG(M(X))
Z(X)= (LOG(B(X))
LPRINT USING

#"; T(X),
LPRINT I
NEXT x
INPUT "QUIERE VER LA TABLA DE VALORES?
IF T!="S"OR Tï="s" THEN600
END
CLS
PRINT"TABLA DE VALORES“
PRINT"T1EMPO","DOóBO","DOIOlS"
FOR T=1 TO N
PRINT H(T),S(T),M(T)
NEXT

REM
REM

(ternas)=";iniciales N

(para ser restados del tÚ - entrar comodealmalesl

.468 i S(1)
/ S(1)

"CURVA X —Condiciones tales —pagina x

"TIEMPO DOóBQ
' (hs)

DÜIÚIS 1015-680 C.sp.
Bchl

uóBÚ
hsh-l

ulOlS
hs“-1

uBChl“
hS.-\_1n

H

USING
E(l)

"##.## #.### #.### .#### .###### " T(l). S(1). M<1

- LDG(S(X-1)))
— LOG(M(X-1)))
—LOG(B(X-1)))

"##.## #.##e
s<x>, m<x>, E(X),

/ D
/ D
/ D

#.###
E(X),

.####
X(X), Y(X),

.######
Z(X)

.#### .###fi fl.

(S/N) ",Ts

Figfi lll-3: Listado del prog'ama de computación (lenguaje Basic) para
calcular analíticamente losvalores de las velocidades de diplicación de los
parámetros medidos en- los cultivos estáticos (DO , no,“ y

Dom-0.468.006”).
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utilizados. Estos espectros corresponden a: lámpara incandescente de ¡00 W
situada a 20 cm del sensor del espectrorradiómetro (escala 0 - 25
uw.m'2.mn"), y lámpara reflectora de 75 W situada a la misma distancia
(escala 0 - 100 uw.m'2.M").



38

FlClIRfl lll-5
2m

A Ü5 /I /
1m7 /

N
<

1

\ Ü

51m,

C

o sao.

z

C

“ 400.
C

a:

a:

u a I I r
l ¿y 1o 1g ze 2% 3'9 3‘5 4:

IWERSR DEL ClJfiDRflDODE IA DISTGNCM (¡lA-2)

THE REGRESSIÜN F'DLYNDMIAL DF LINE 1 

(-4. 492E-01) + ( 4. 455E+01)*X
THE VARIANCE - 1.4‘:-88E+Cl3

Figu_‘alll-5: Dependencia de la irradiancia con la distancia a la fuente
luminica. El sensor de irradiancia fue ubicado en el interior de m tubo

sumergido en en baño termostatizado, tal como fueron dispuestos los tubos
en los ensayos de fotofosforilación (1k). La batería de bombas y las
distancias a la que fue ubicada fueron las mismas que las utilizadas en
estos ensayos.
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Al- Análisis del crecimiento:

El crecimiento de Rhodopseudamonas VÍ/‘IUÍSen cultivos estáticos fue
seguido mediante la evolución de 3 parámetros: densidades ópticas a 680 y
iOiS nm y ei valor calculado como poms - 0.468 00680. El primero y el

último ponderan turbidez general y contenido de Bchl del cultivo,
respectivamente; mientras que la DO1015representa una medición conjunta
de ambosparámetros. (ver Materiales y Métodos5; y figura lll-2).

Lavariación de estos parámetros durante el cultivo fue analizada graf ica
y analitlcamente como se describió en Materiales y Métodoso;

Las figuras IV A-i y iv A-2 muestran la variación de estos tres
parámetros en cultivos de dos condiciones de irradiancia distintas (105 y 25
J.m.'QSeg")

En todos los cultivos realizados se observó que en la evolución de los
parámetros analizados se diferencian tres fases tipicas del crecimiento
bacteriano: latencia o 'lag', crecimiento exponencialy 'plateau' (89).

Las caracteristicas observadas en cada fase y la definición operativa de
estas fueron las siguientes:

i- fase 'lag‘. Se consideró esta fase como el periodo que medio entre la
inoculacióny el momento en el cual los distintos parámetros adquirieron un
td constante. Durante esta fase se observaron variaciones significativas en
el contenido de Bchl. Dependiendo de las condiciones de cultivo y del inócuio,
este contenido disminuyó (para irradiancias de cultivo superiores - figura
IV A-i) o aumentó (para irradiancias de cultivo inferiores - figura IV A-2)
hasta alcanzar una relación con la 00.5Bo característica para cada
irradiancia; es decir, que el crecimiento exponencial comenzó recién cuando
las células hubieron adquirido un determinado contenido especifico de Bchl.

ii- fase exponencial. Los parámetros medidos no comenzaron ni
finalizaron simultáneamente su variación exponencial; y además, durante
esta fase las velocidades especificas de duplicación (u) de cada uno fueron
distintas. Para el cálculo de la u caracteristica de cada parámetro durante

esta fase, sólo se consideraron aquellos cultivos en los cuales la fase
exponencial se mantuvo por lo menos por tres generaciones, es decir que el
parámetro en cuestión hubiera aumentado 8 veces sin variar
significativamente su u. Este cálculo se realizó con distinto margen de
error para los distintos parámetros: para la Dom30y el contenido de Bchl

fueron determinados con mayor precisión, mientras que ams se modifica
leve, pero constantemente", a lo lango del crecimiento exponencial.



41

Esta modificación se debe a que ambos componentes de la DO‘01s(el

contenido de Bchi y la contribución de ia turbidez a esa longidud de onda)
varian con distinto td -ver Tabla lV-l- y se demuestra que ia variación de
un parámetro compuesto por dos factores que varian exponencialmente con
distinta velocidad especif ica de duplicación (u) no puede ser exponencial.

iii-'plateau': se verificó que los parámetros medidos abandonaron el
crecimiento exponencial a tiempos distintos; en general, primero la
turbidez, lo que indica que aunque las bacterias hayan cesado de
multiplicarse, continua modificándose su contenido especifico de Bchl.

mmmmmmmmmummm
Fueronrealizados cultivos estáticos a distintas irradiancias,- en cada uno

de ellos fueron calculados: el contenido especifico de Bchl en el momento de

comenzar la fase de crecimiento exponencial, el td y la velocidad especifica

de duplicación (u = ln 2/td) en esta fase, de los tres parámetros medidos, y

la 00,58°en la cual los cultivos alcanzaron el 'plateau'.
Estos valores se encuentran sumarizados en la Tabla IV- l.
Se observó que tanto ia velocidad de duplicación de los parámetros (figura

IV A-3) como el total de biomasa producida al finalizar el cultivo
(calculada como la turbidez del mismo en el 'plateau', Tabla IV-l),
aumentan con la irradiancia. Por lo tanto, puede afirmarse que, en el rango
de irradiancias ensayado, ésta fue el factor limitante del crecimiento.

Debido a las diferencias de biomasa producida en el momento de
finalización del crecimiento exponencial para las distintas irradiancias, la
duración de esta fase, medida en tiempos de generación, varió de 2.5/3.0
para las irradiancias menoreshasta 40/45 para las mayores.

A3- variación El contenidg especifico de Bchldurante los cultivos:

Según los estudios clásicos microbiológicos, 'el tamaño de las células y
el contenido celular son constantes durante la fase de crecimiento
exponencial, por lo tanto se puede hablar de 'céluias estándar'. Sin embargo,
en muchos casos, las células también sufren cambios durante esta fase en
un cultivo estático, ya quee] medio cambia: disminuye la concentración de
sustratos, aumenta la densidad celular y se acumulan productos del
metabolismo“ (l ). v
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Este es el caso de los cultivos realizados, ya que la diferencia señalada
entre los td's de Bchl y de biomasa indica que el contenido específico de

Bchl cambia continua y gradualmente, aumentando a lo largo del crecimiento
exponencial. Este enriquecimiento sostenido del contenido especifico del
pigmento se debe a la disminución de la irradiancia efectiva a la que están
sometidas las células, ya que la propia multiplicación celular origina un
proceso de 'autosombra'.

En la Tabla IV-l se observa que el tiempo de duplicación del contenido de
Bchl fue sensiblemente menor que el de la biomasa, para todas las
irradiancias, indicando un aumento en el contenido específico de Bchl de las
células durante el cultivo.

En algunos cultivos fueron medidos, a distintos tiempos, el contenido de
Bchl (por extracción con solvente) y el de proteínas (método de Lowry);
observándose una estrecha correlación con las mediciones directas sobre el

cultivo ( DOW5- 0.468 00680y 00680,respectivamente).
De esta manera se observó que el aumento del contenido especifico de

Bchl durante un mismo cultivo (más precisamente durante la fase de
crecimiento exponencial) ocurre también en iorma exponencial. Ello se debe
a que ambos parametros de los que depende (contenido de Bchl y biomasa)
crecen exponencialmente pero con distintos valores de velocidad de
duplicación,-y se demuestra que la relación entre ambos debe variar también
exponencialmente, pero con una velocidad especifica (un) dependiente de las
antedichas, según la expresión:

pc. = uB - ¡1680, donde ¡18es la velocidad especif ica de duplicación del

contenido de Bchl del cultivo y ¡1660,la de la 00660.
Los valores de velocidad especif ica de duplicación del contenido

específico de Bchl calculados de esta manera concuerdan significativamente
con los obtenidos mediante análisis gráfico y computacional de dicha
relación punto a punto.

Según los valores calculados para los distintos cultivos, el contenido
especifico de Bchl aumenta desde casi un l0 Z por cada duplicación de la
biomasa, para los cultivos de menores irradiancias, hasta un 52%para los de
mayores.

¿4- Variación del contenido esmcifico de Bchl con la irradiancia:

El contenido especifico de Bchl indicado en la Tabla lV-l corresponde al

momento en ei cual los respectivos cultivos se encontraban a una 00680=0.3.
Se eligió esta turbidez.-debido a que en ella todos los cultivos habian
iniciado ya su crecimiento exponencial, habiéndose duplicado no menos de
una nl más de dos veces.
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En la Tabla lV-l y en la figura IV A-4 se observa la importancia de la
variación del contenido especifico de Bchl con la irradiancia: disminuye 9
veces en el rango estudiado.

Por lo tanto, esta variación es más significativa que la que ocurre durante
un mismo cultivo y fue analizada previamente. Para que un cultivo de
irradiancia máxima aumente 9 veces su contenido específico de Bchl deben
transcurrir 6 generaciones (es decir, aumentar 64 veces su biomasa)
manteniendo constante su velocidad específ ica de duplicación del contenido
específico de Bchl (52 X por cada generación).

Esto no ocurre debido a dos razones: i- ninguno del los cultivos realizados
mantuvo su crecimiento exponencial por más de 5 generaciones, y ii- a
medida que el cultivo crece, la velocidad especifica de duplicación del
contenido especifico de Bchl disminuye.

AS- Variación de la velocidad de crecimiento con la irradiancia:

Todo crecimiento biológico puede ser considerado como el producto de un
proceso de transducción de energia (52,55).

Los microorganismos fotosintéticos catalizan la transformación de un
sustrato (irradiancia) para producir biomasa con una determinada velocidad
especif ica de crecimiento (um) (58).

La constancia, reproducibilidad y concordancia de estas velocidades
verificadas en los distintos cultivos y mediante los distintos métodos de
análisis indican que existe una fase bien definida de los mismos en la cual
la biomasa aumenta exponencialmente.

Por lo tanto, se puede afirmar que la energia transducida por unidad de
biomasa -sustrato para su producción- se mantiene constante durante el
crecimiento exponencial, en cada una de las irradiancias ensayadas. Esto
ocurre a pesar del proceso de 'autosombra' provocado por el propio
crecimiento, que disminuye la irradiancia efectiva durante el cultivo.

Por otro lado, se verifica la modificación del STE debida al
enriquecimiento en Bchl analizado previamente. Este enriquecimiento seria,
precisamente, el encargado de dar cuenta de esta aparente paradoja.

Es importante remarcar que en todos los cultivos incluidos en la Tabla
lV-l, el incremento exponencial de biomasa (¡1Moconstante) se mantuvo
durante por lo menos 2.5 generaciones.

En la figura IV A-3 se observa la dependencia de dicha velocidad con la
irradiancia. Se puede afirmar que, en el rango de irradiancias estudiado, la
velocidad especif ica de crecimiento aumenta linealmente según-la siguiente
expresión:

¡1680 - m . l * b,

siendo l, la irradiancia y el coeficiente y factor. b = 0.052 h" y m = 6.5 x
xlo'4 h".J".m2.seg ’



Según esto, podria afirmarse que el proceso de transducción de energia
sigue una cinética de primer orden (con ordenada al origen distinta de cero)
con respecto a la irradiancia comosustrato. La interpretación de este valor
de b no es clara: podría considerarse como la velocidad de crecimiento en
ausencia de luz y a expensas de oxidaciones de compuestos del medio; es
decir, algo asi como el nivel umbral del metabolismo quimiótrofo.

Es necesario tener en cuenta que pps. Viña/Lssi bien fotótrofo, no es un
organismo autótrofo; es decir, requiere para aumentar su biomasa de
compuestos carbonados con cierto grado de reducción ya que no puede fijar
C02. Pero podria, como lo hacen otros miembros de la familia
Rhodospirillaceae crecer a expensas de los compuestos carbonados del
medio (succinato, glutamato y acetato) contando con un aceptor de
electrones apropiado.

Esta interpretación parece ser bastante improbabledebido a 2 razones:
i- no se detectó nunca crecimiento de ¡2,05w‘nb’is en oscuridad (ni en

aerobiosis ni en anaerobiosis), y
ii- Ros why/s está reportada como una bacteria anaerobia estricta

(67,68,72,9|). La experiencia acumulada durante los cultivos realizados y
ciertas ocasiones donde se aislaron clones confirman ésto: recién se
verificó crecimiento cuando fueron logradas estrictas condiciones de
anaerobiosis.

Por lo tanto, la variación de la velocidad especifica de crecimiento
graficada en la figura IV A-3 representa mas bien la resultante de la
transducción de energia por parte de distintos STEy del aprovechamiento de

' esta energia por la maquinaria biosintética; cada uno de ellos (tanto el STE
como la maquinaria biosintética) correspondiente a una determinada
irradiancia y por lo tanto, muyposiblemente distintos.

Entonces, la explicación de la ordenada al origen de dicho gráfico seria,
muy probablemente, que a cada irradiancia especifica se sintetiza un
determinado STE de cuya cinética de transducción con respecto a la
irradiancia (como sustrato) sólo puede averiguarse un punto mediante este
análisis: el correspondiente a su propia irradiancia de cultivo, ya que
cualquier variación en ésta se traduce en una adaptación que modifica la
composición del sistema.

A6- Cambios en la irradiancia de cultivo:

Unamanera de estudiar la capacidad de transducir energia de los distintos
STEes realizar cambios en la irradiancia de cultivo y analizar su capacidad
de producción de biomasa. Es importante tener en cuenta las limitaciones de
esta metodologia: ;
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i- inmediatamente de cambiar la irradiancia de cultivo comienza a
modificarse el contenido específico de Bchl de manera distinta a la que lo
hace un cultivo de irradiancia incedente constante. Esto indica que apenas
producido el cambio, el STEcomienza a variar. Por lo tanto, en este tipo de
análisis, sólo se tuvo en cuenta lo acontecido en un lapso no mayor que la
mitad del menor td (el del contenido de Bchl si el cambio era de alta a baja

irradiancia o el de biomasa en caso contrario, ver figuras IV A-2 y IV
A-S).

ii- la velocidad de producción de biomasa (¡1660)es un buen método para la
estimación de la energia transducida, siempre y cuando el microorganismo
se encuentre creciendo exponencialmente; es decir, que los flujos de masa y
energia se encuentren, a través de su metabolismo, en un estado
estacionario (55-58).

Por el contrario, un cambio en el medio que requiera alguna adaptación del
microorganismo, necesariamente modificará los flujos internos de masa y/o
energia, y por lo tanto, también en la partición entre la energia para el
crecimiento y para mantenimiento (52). Por consiguiente, pierde validez en
estas situaciones la estimación de la energia transducida a través de la
velocidad de producción de biomasa.

Teniendo en cuenta estas limitaciones y con el fin de estudiar el tipo y
velocidad de respuesta, fueron realizados cambios en las condiciones de
irradiancia de los cultivos.

La figura lV A-2 muestra el efecto de un cambio de condiciones de baja a
alta irradiancia: un cultivo de 25 J.m‘2.seg", al final de su fase exponencial,
fue sometido a 120 J.m'2.seg", retomando el crecimiento exponencial.

En todas las experiencias de cambios de irradiancia en este sentido (de
bajas a altas), se verificó un inmediato incremento de la biomasa, mientras
que la sintesis de Bchl se detuvo completamente (o por lo menos su
acumulación neta en el cultivo). El incremento de la 00,05, en estas
condiciones, reflejó exclusivamente el del componente de la turbidez a esa
longitud de onda.

El incremento en la ¡1680verificado ante el cambio de irradiancia dependió

de los valores inicial y final de ésta. Es importante destacar que la umo
alcanzada inmediatamente después del cambio no se modificó hasta el final
del cultivo, ni aún cuando hubo sido alcanzado el contenido especifico de
Bchl característico para esa irradiancia, y por lo tanto, el contenido de Bchl
del cultivo hubo retomado el incremento exponencial.

Dicho valor de ¡1680fue el mismo que el de los cultivos adaptados a esas
condiciones de irradiancia (Tabla IV-l). Es decir que, comparando entre
ambos cultivos, a pesar de poseer contenidos específicos de Bchl
notoriamente distintos, .incluso con distinto 'pattem' de variación entre
ellos, ambas velocidades’de producción de biomasa son iguales.
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Debido a lo dicho anteriormente, nada puede afirmarse acerca de la
cantidad de energia transducida en cada caso. El supuesto de que ésta sea
semejante en ambos casos (como la velocidad de formación de biomasa),
indicaria que la eficiencia por mol de Bchl de los distintos STEaumenta con
la irradiancia a la cual fueron originados.

Conrespecto al tiempo durante el cual se mantuvo constante el contenido
de Bchl del cultivo después de un cambio, dependió también de las
irradiancias inicial y final, o más precisamente de la diferencia entre los
contenidos especificos de Bchl característicos de cada una de ellas. Es asi
como en la experiencia graficada en la figura lV A-2, se verificó que en 45-í
horas, lapso en el cual la biomasa ( 00680) aumentó a poco más del doble, el
contenido de Bchl del cultivo aumentó menos del 20 % y por lo tanto el
contenido especifico de Bchl (calculado como la relación 00m5 - 0.468

D0,580/ 00680) disminuyó al '58 % del inicial.
Por otro lado, cuando un cultivo es cambiado de alta a baja irradiancia, la

variación de la biomasa se detiene abruptamente, mientras que el contenido
de Bchl aumenta a una velocidad aún mayor que la de las condiciones previas
(figura IV A-S). Por lo tanto se puede afirmar que, a pesar de no existir
división celular, tiene lugar el proceso de transducción de energia.

Nose puede precisar claramente si la cantidad de energia _transducida
varia significativamente, ya que, como se discutió previamente, el indicador
utilizado, la producción de biomasa, sólo es útil durante la fase de
crecimiento exponencial. Sin embargo, se puede afirmar que evidentemente
existe/n paso/s regulatorio/s dependiente/s de la irradiancia en la
maquinaria biosintética celular para el flujo de la energia transducida;
el/los que privilegiaria/n en estas circunstancias, la síntesis de Bchl y/o
otros componentes del STEsobre la división celular.

A7- Velocidad de crecimiento relativa al contenido especifico de Bchl:

Se ha demostrado que el tamaño de la unidad fotosintética (UF-contenido
de Bchl de complejos antena relativo a la cantidad de CR-) de Rps. w'r/‘a'isse
mantiene invariable para un amplio rango de irradiancias (85).

En cambio, para otras bacterias de la misma especie (Rps capsu/ata y
pps. sp/Iaemía’es) se han descripto 2 tipos de complejos antena: uno, el
8870, mantiene una relación constante con el CR,mientras que el otro, el
8800-850, varía su contenido dependiendo de la irradiancia de cultivo (86).
Esta variación en el tamaño de la UFpermitiría modificar la eficiencia de
absorsión de fotones, optimizando el STEpara diferentes irradiancias.
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Por otro lado, en membranas de Rps w’rlm's crecido a distintas
irradiancias se verificaron diferentes ordenamientos de complejos
pigmento-proteina (85,87). Dichos ordenamientos podrian modificar los
eventos primarios de la captación luminica, como el tiempo medio de
exitación o la velocidad de tranferencia de la misma, variando de esta
manera la eficiencia del proceso de transducción de energia en su conjunto.

Sin embargo, estos cambios en el ordenamiento se verifican a irradiancias
saturantes para el crecimiento, como se evidencia en el td constante
reportado para estos cultivos (87); mientras que para el rango de
irradiancias limitantes del crecimiento, como las verificadas en los
presentes experimentos, el ordenamiento hexagonal de los complejos sobre
la superficie de la membrana aparenta no cambiar sustancialmente (85).

La figura IV A-6 muestra la dependencia con la irradiancia de la
velocidad especifica de duplicación de la biomasa relativa al contenido de

Bchldel cultivo (¡1680relativa). La figura IV A-7 muestra la variación del
mismo parámetro en escala logaritmica.

Debido a que el tamaño de la UF se mantiene constante en ¡2,05why/Ls el
contenido específico de Bchl representa directamente el de CR.Por lo tanto

este parámetro ( ¡168°relativa), calculado a partir de los valores de ¡1680y
contenido especifico de Bchl presentados en la Tabla lV-I, representa la
velocidad especif ica de duplicación de biomasa estandarizada a igual
contenido de CRde los cultivos. Es decir, representa el aporte que haría cada
UF (o CR, directamente) de los distintos STE a la velocidad específica de
crecimiento.

El STE involucra, esquemáticamente, 3 procesos: captación de luz,
transporte de electrones, y sintesis de ATP.Al mantenerse invariable la UF
-responsable del primer proceso-, puede interpretarse que las figuras IV
A-6 y IV A-‘l representan, en realidad, la variación exponencial con la
irradiancia de, o bien:

i- la capacidad de cada UFpara captar energia lumínica, o,
ii- la capacidad del resto de las etapas del proceso de transducción para

procesar la energia captada por cada UF.
Estas posibilidades, extremas tal como están planteadas, no

necesariamente son excluyentes; pudiendo verificarse ambas en distinto
grado y resignando parcialmente alguno de sus supuestos. Asi, por ejemplo,
la primera es válida siempre y cuando el resto de las etapas involucradas en
el proceso de transducción (transporte de electrones y sintesis de ATP)no
varien en absoluto sus parámetros cinéticos con la irradiancia, ni se
conviertan en limitantes para procesar la energia captada.



AB- Energia disponible por el cultivo:

Otra manera de analizar la eficiencia de la transducción de energia es
considerar el cultivo como un todo; según esto, el crecimiento depende de la
velocidad de captación de energia luminica por parte del mismo. Este
parámetro puede ser definido como el producto entre la irradiancia y el
contenido específico de Bchl, y representa la cantidad de energia radiante
disponible para ser transducida por unidad de 006Boy por unidad de tiempo
(sustrato efectivo para la transducción de energia).

Debido a que la irradiancia determina el contenido especifico de Bchl,
también regula la energia disponible. La figura IV A-B muestra que, para
estas condiciones experimentales, la energia disponible por unidad de masa
celular alcanza un máximo a irradiancias cercanas a 75 J.m'2.seg",
disminuyendode manera semejante para irradiancias tanto smeriores como
inferiores.

Para ser estrictos, y según este razonamiento, la velocidad de producción
de biomasa debe ser estudiada en función de este parámetro. Esto establece
una 'evidente paradoja: si bien la velocidad especifica de duplicación
aumenta sostenidamente durante todo el rango de irradiancias ensayado, la
energia disponible -dependiente del contenido de Bchl del cultivo- sólo lo
hace para irradiancias menores que 75 J.m'2.seg", mientras que para
irradiancias mayores disminuye.

De ello pueden extraerse importantes apreciaciones sobre el-significado
de la regulación del contenido especifico de Bchl en la adaptación de las
células a la irradiancia:

- en el rango de 0 - 75 J.m'2.seg", la disminución del contenido
especifico de Bchl es, relativamente, poco importante ya que la energia
disponible aumenta proporcionalmente con la irradiancia y, por otro lado, el
aumento de ¡1680relativa a este contenido es, comparativamente, menos

significativa que a irradiancias superiores ( figura IV A-7).
- mientras que, para irradiancias superiores a 75 J.m'2.seg'| la

disminución del contenido especifico de Bchl del cultivo provoca que éste

disponga de una menor cantidad de energia, amque, y pese a ello, la ¡1660
relativa aumenta en este rango de manera más importante ( figura IV A-7).
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* TQLA IV-l;

Valores de los principales parámetros de crecimiento y del contenido
celular de cultivos estáticos a diferentes regímenes de irradiancia.

Irradiancia td DO68° td 00m5 td Bchl Contenido esp. DOooo

J.m'2.seg h h li Bchl 'plateau'

¡0 l ¡.54 ¡0.76 9.52 8.58 0.70

25 9.74 9.27 8.2| 8.37 ¡.00

50 8.5| 8.02 6.73 6.68 1.50

'{5 7.02 6.52 5.0| 5.25 2.50

80 6.75 5.96 4.52 4.86 2.60

95 6.00 5.47 4.08 2.94 2.60

100 5.94 5.42 3.9| 2.47 2.70

105 5.73 5.42 3.54 2.29 3.00

l lO 5.73 5.2| 3.28 ¡.82 3.00

120 5. l7 5.08 2.85 l.l7 3.00

¡25 5. l2 5.08 2.87 ¡.09 2.90

135 4.92 4.88 2.83 0.96 3. l0

td: tiempo de duplicación, expresado en horas, obtenido a partir de entre
uno y cinco cultivos para cada irradlancia, por métodos gráfico y analítico.

El contenido especifico de Bchl está expresado en ug Bchl/mg proteina y
corresponde al momento en el cual la DOMOdel cultivo = 0.3.
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FIGURA ¡UR-3
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59W VariacióndelcontenidoespecíficodeBchldel¡escélulas
en función de la irradioncio de cultivo. Los valores se corresponden con los
presentados en le Tabla lV-l.
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I! B- CQETENIDO Y ORGANIZAQION QE
H BRANAS NTERNAS:

81- Influencia de la irradiancia sobre el crecimiento en cultivos

Con el turbidostato descripto (Materiales y métodos 3c-) se realizaron
cultivos continuos a distintas irradiancia, manteniendo la turbidez
constante.

Luego de la inoculación, se dejó transcurrir el 'lag' (tiempo de
adaptación) y el comienzo de un cultivo estático hasta una DO.58°de l-l.5,
momento en el cual los cultivos fueron diluidos con medio fresco hasta una

bom = 025/030 y se inició el cultivo continuo, durante el cual se mantuvo
la densidad celular entre esos márgenes. Se procedió de esta manera con el
objeto de: estandarizar las condiciones iniciales de los cultivos, obtener
valores de la velocidad de duplicación por distintos métodos, y evitar
inconvenientes por comenzarlo con células no adaptadas a la irradiancia de
cultivo.

La duración de los cultivos continuos fue variable, entre 2 y 5 dias,
dependiendo de la irradiancia a la que fueron realizados. Esto se debió a que
la cantidad de células (biomasa) requerida para obtener suficientes
cromatóforos, como para realizar las mediciones enzimáticas analizadas en
IV C-, depende de la irradiancia a la que fueron crecidas (puesto que el
desarrollo de las MICdepende de esta, como se analizó previamente).

Lavelocidad de crecimiento, para las distintas irradiancias, fue obtenida
según 2 métodos (ver Materiales y métodos 6b-):

i- gráficamente, en el cultivo estático previo al desarrollo del cultivo
continuo.

ii- por medio de la tasa de dilución (D) necesaria para mantener la
turbidez constante durante el cultivo continuo.

Los valores obtenidos por ambos métodos guardaron una correlación muy
estrecha. Se observó, sin embargo, que la velocidad de crecimiento obtenida
para los cultivos estáticos fue siempre levemente mayor (2-5 X) que la
obtenida en los cultivos continuos. Incluso en éstos se observó que la tasa
de dilución, y por lo tanto la velocidad de crecimiento, disminuye con el
tiempo del cultivo (60-90 x del valor inicial al 49 dia).

La figura IV B-l mbestra la dependencia de la velocidad de crecimiento
con respecto a la irradiancia efectiva de cultivo; se observa que se alcanza
un máximo (correspondiente a un td de 6.5 horas) entre l l0 y ¡50

J.m'2.seg".
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Tanto para irradiancias mayores, como para menores, la u disminuye
llegando a valores, en ambas irradiancias extremas ensayadas, cercanos a la
mitad del máximo (correspondientes a td's de 12.5 - |3 horas).

Los valores de u obtenidos en estos cultivos en el rango de irradiancias
menores (figura IV B-l) representan aproximadamente el 90 x de los
calculados según la expresión linel descipta (A5- y figura IV A-3) para los
cultivos estáticos.

Esta diferencia puede deberse a una leve inhibición provocada por la
continua provisión de medio fresco (55,58), lo que explicaría también la
diferencia apuntada más arriba con los cultivos estáticos iniciales
realizados en el turbidostato.

Al margen de esta diferencia, la variación de u es lineal con la irradiancia
(figura IV B-l ), en el rango en común en ambos tipos de cultivos.

Esta figura confirma que la irradiancia actúa como limitante del
crecimiento a valores menores que llo-150 J.m’2.seg". lrradiancias
superiores no sólo son saturantes del crecimiento, sino que inclusive
presentarian un cierto efecto inhibitorio.

2- Organización y desarrollo del sistema de membranas internas {SMI1:

Muestras de células de cultivos continuos a distintas irradiancias fueron
observadas al microscopio electrónico de transmisión.

Las figuras lv 8-2 a IV B-4 muestran las micrografias obtenidas de
células crecidas a tres irradiancias significativas en la variación de la
velocidad especifica de crecimiento.

La principal y notoria variación observada fue en el contenido y
organización del SMI.Estas membranas internas se distinguen por su alto
ordenamiento en capas paralelas, especialmente a bajas irradiancias de
cultivo (24,25).

No fueron detectadas variaciones significativas con respecto al tamaño
y/o forma celular.

En los distintos cortes observados el volumen celular ocupado por estas
membranas internas disminuye del 40-45 X para las células de la menor
irradiancia observada (¡7 J.m'2.seg") al ¡5-20 x (para células de ¡06
J.m'2.seg"); porcentaje que disminuye, mucho menos significativamente,
hasta 10-15 Xen las células de la mayor irradiancia (950 J.m'2.seg").

Esta disminución del SMI se correlaciona tanto con el decaimiento del
contenido de cromatóforos calculado analiticamente como con el procentaje
de proteina celular componente de los mismos, ambos calculados más
adelante (83-).

Los apilamientos de-membranas internas se encontraron paralelos a la
membranaplasmática en la periferia celular, para todas las irradiancias de
cultivo observadas.
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En cuanto a la organización y grado de desarrollo de las membranas
internas, fueron analizadas las siguientes caracteristicas: disposición en
las células, largo y número de capas en los apilamientos.

En las células de la menor irradiancia observada (17 J.m'2.seg") los
apilamientos ocupan la mayor parte de la periferia celular, compuestos por
hasta 8-9 capas continuas (figura IV B-2). A medida que aumenta la
irradiancia de cultivo (hasta ¡06 J.m'2.seg"), disminuye principalmente el
largo de las capas (ocupan menos del 30 93 del perímetro celular). Sin
embargo el número de capas disminuye menos significativamente (figura IV
B-3)

A irradiancias superiores se observaron disminuciones no sólo en el largo
de los apilamientos sino también en el número de capas que los componen.
Hasta llegar a diferenciarse éstos sólo en algunas células (menos del IS x
de las observadas), con 3 ó 4 capas como máximo, y de un largo menor que el
¡5 x del perímetro celular, para el caso de la máxima irradiancia analizada
(950 J.m'2.seg", figura IV 8-4).

ÉL}; Variación gel contenido específico de fichl de células y
cromatóforos con la irradiancia:

Se determinó el contenido proteico y de Bchl de células provenientes de
cultivos continuos a diferentes irradiancias, obteniéndose los resultados de
la Tabla lV-2, en ella se observa que: '

i- el contenido proteico de las células se mantiene prácticamente
invariable en el rango de irradiancia ensayado.

ii- el contenido de Bchl decae notoriamente con el aumento de la
irradiancia y,

iii- debido a lo dicho en i- y ii-: el contenido especifico de Bchl decae
de manera semejante al absoluto.

Con células provenientes de cultivos continuos a estas mismas
irradiancias se prepararon cromatóforos y se determinó su contenido
especifico de Bchl.

Lafigura IV B-5 representa la variación del contenido especifico de Bchl
en células y cromatóforos obtenidos a diferentes irradiancias de cultivo.

Para estudiar si los decaimientos observados en esta figura ocurren de
manera exponencial, es decir si responden a la siguiente ecuación:

[(x) = r1.e' x , se realizó el siguiente análisis:
el decaimiento estudiado, es decir la disminución del contenido

específico de Bchl en función de l, tendria que responder'a la siguiente
fórmula: _

[Bchl]¡ = Bo. e?“ , donde:

[Bchl]¡ : contenido;‘especifico de Bchl a una cierta irradiancia i, Bo :
contenido especifico de Bchl a i = 0 (teórico, obtenido por extrapolación) y
k: constante de decaimiento.
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Por lo tanto, aplicando logaritmo:
ln [Bchl]¡ = ln Bo - k.i

Se verifica que cuando i = ln 2/ k , [Bchl]¡ = 80/2, o lo que es semejante,

cuando la irradiancla aumenta de l¡ a ¡2 de forma tal que Ai (12-1¡) =

- ln 2/k, se verifica que [Bchll2 = [Bchl]¡/2, es decir el contenido

especifico de Bchl disminuye a la mitad.
Se define, 'irradiancia de semi-decaimiento' (Isa) al valor obtenido:

lsd=ln2/k
En la figura IV 8-6 se observa que el decaimiento del contenido

especifico de Bchl, tanto en células como cromatóforos, no ocurre según una
única función exponencial; sino que asemeja responder a dos decaimientos
exponenciales distintos, según el rango de irradiancia y con k notoriamente
distintos.

Se puede observar también, que el cambio en la constante de decaimiento
se dá, para ambos contenidos, a valores de irradiancia muy próximos (120 y
¡40 J.m'2.seg" ).

Dela figura IV 8-6 se obtienen los siguientes valores:

rango de l k lsd

J.m'2.seg" [ .J.m'2.seg’1I" J.m"2.seg“

Células o - ¡3o 1.60 x ¡0’2 43.3
¡30-950 ¡.36 x 10‘3 509.7

Cromatóforos o - 13o 1.03 x ¡0’2 67.3
¡30-950 ¡.38 x ¡0'3 502.3

84- Variación del contenido de cromatóforos con la irradiancia:

Asumiendo que la Bchl se encuentra exclusivamente en la fracción
cromatofórica, el contenido específico de Bchl celular depende de dos
factores:

a- la cantidad de cromatóforos por célula
b- el contenido especifico de Bchl de éstos.

De los valores obtenidos de la f igura IV 8-6, se puede deducir que para
irradiancias superiores la 130 J.m' .seg" la cantidad de cromatóforos por
célula se mantiene invariable,- ya que la diferencia entre las constantes de
decaimiento (l.36 x lO"3 y ¡.38 x l0’3) es sólo de ¡.5 se y, por lo tanto, el
decaimiento del contenido específico de Bchl de las células refleja
exclusivamente el de los cromatóforos.
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En cambio, en el rango de 0 - 130 .J.m'2.seg", se dá un 'doble juego' de la
regulación del contenido especifico de Bchl celular: por un lado, disminuye el
contenido especifico de Bchl de los cromatóforos, (lo que no explica -per se
el decaimiento en el contenido celular) y por el otro, varia la cantidad de
cromatóforos por célula. Esta variación sólo fue reportada cualitativamente
en ésta y otras bacterias (22,24,85,87,i 19) y se encuentra apoyada,también
por las observaciones microscópocas analizadas previamente (82-).

Se puede obtener una aproximación a la disminución del contenido de
cromatóforos, descontando del decaimiento del contenido especifico de Bchl
celular el producido en los cromatóforos, se obtiene asi una 'constante de
decaimiento“ del contenido de cromatóforos (kccr):

kw. =kw - kw = 1.60x ¡0‘2 - ¡.03 x 10‘2 =5.7 x ¡0’3

siendo, kB“ la constante de decaimiento del contenido especifico de Bchl

celular, y KB”; la del de cromatóforos; ambas obtenidas previamente (83-).
Se obtuvo, también, la 'irradiancia de semi-decaimiento‘ del contenido de

cromatóforos, l = ¡21.6 J.m'2.se ", a partir de este valor de ksdccr 9 ccr
Se puede calcular entonces, la variación del contenido de cromatóforos

con la irradiancia: en el rango de 0 - ¡30 J.m’2.seg" es de 2.! veces, ya que
decae al 47.7 x del contenido inicial; mientras que, como ya se demostró
previamente, para irradiancias mayores que 130 J.m'2.seg" el contenido de
cromatóroros se mantiene constante.

Estas conclusiones son coincidentes con los datos de porcentaje de
proteina celular componente de los cromatóioros, obtenidos dividiendo el
contenido especifico de Bchl celular por el de cromatóioros (asumiendo
también que la totalidad de la Bchl contenida en la célula se encuentra en
los cromatóioros). Con este cálculo se obtiene que, entre l3 y ¡06
J.m'2.seg", el contenido de cromatóioros decae un 44% (de 0.52 a 0.29),
mientras que con la km. obtenida (5.7 x ¡04) y para ese Ai (93 J.m'2.seg")
el decaimiento teórico es del 42 x.

Conel cálculo propuesto de porcentaje de proteina celular componente de
los cromatóforos, se observa también que, para irradiancias mayores de 234
J.m‘2.seg", el contenido de cromatóforos se mantiene constante.

Es importante señalar que el rendimiento en la obtención de cromatóforos
fue semejante en todo el rango de irradiancias ensayado (29-33 X, en masa
de Bchl); teniendo en cuenta esto, quedan minimizadas las posibilidades de
que las diferencias observadas se debana distinta sensibilidad a la ruptura
de las células y/o al enriquecimiento diienencial en alguna fracción durante
la obtención de cromatóforos provenientes de distintas irradiancias.
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* TABLA lV-2:

Contenidos de proteínas y Bchl de células provenientes de cultivos
continuos a distintos regímenes de irradiancia:

lrradiancia Proteínas Bchl Bchl especí fica

J.m".seg’l ulgprot. i ¡igBchl. 1 ¡1chhngprot'I
.ml 1100680 .ml .Uoofi80

l3 215 2. l 20 9.86

-l7 2 l0 1.875 8.93

40 200 l . l 85 5.93

¡06 220 0.480 2. l8

234 218 0.320 1.47

570 225 0.220 0.98

775 232 0. l52 0.66

950 2 lS 0. l 24 0.58
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Figura IV 2-1: Velocidad de crecimiento (u) en función de la irradiancia
del cultivo. u fue calculada a partir del valor de D (tasa de dilución) para
cultivos continuos mantenidos a una densidadcelular de 025/030 UDOW.
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Figuglv 8-2: Mict‘ografía electrónica, por transmisión, de células
crecidas en cultivo continuo a turbidez constante (0%8° = 025/030) e
irradiancia de 17J.m'2.áeg". Aumento 60000X.
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Figuralv 8-3: Micrógrafia electrónica, por transmisión, de células
crecidas en cultivo continuo a turbidez constante (DON3°= 025/030) e
irradiancia de 106 J.m'2.áeg". Aumento BOOOOX.
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Figura IV 8-4: Micrografía electrónica, por transmisión, de células

crecidas en cultivo continuo a turbidez constante (00580= 025/030) e
irradiancia de 950 J.m’2.s'ég". Aumentosoooox.
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Figura IV 8-5: Contenidos especificos de Bchl de células crecidas a
diferentes-irradiancias de cultivo y de cromatóforos obtenidos a partir de
ellas. Los datos de las cé_lulasse corresponden con los de la tabla lV-2.

1
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IRRflDlflHCIfl (Jl-2.509.)

T-HE REGRESSIÜN F'ÜLYNÜMIAL CIF LINE 1 

( 2.465E+ÚÚ) + (-1.601E-02)*X
THE VARIANCE - 8.097E—O4

THE REGRESSIÜN F'ÜLYNÜMIAL ÜF LINE 2 

( 7.115E-01) + (-1.359E-03)*X
THE VARIANCE- 2.391E-03

THE REGRESSIÜN F'DLYNÜMIAL OF LINE 7 .¡_'I

( 3.112E+ÜO) + (-1.029E-02)*X
THE VARIANCE- 8.306E-04

THE REGRESS’IDN PÜLYNDNIAL DF LINE 4 

( 1.7995+00) + (-1.4145-03)*x
THE VARIANCE — 1.535E-03

Figura IV 8-6: Decaimiento del contenido especifico de Bcn] en células y
cromatóforos provenientes de distintas irradiancias. Los datos se
correspondencon la figuquV 8-5.
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M; EHBR HAS INTE N S AISLADAS

l- Observaciónmicroscópica:

Los cromatóforos obtenidos de células crecidas en cultivos continuos a
distintas irradiancias fueron observados al microscopio electrónico de
transmisión.

Se observó que éstos se encuentran mayoritariamente formando vesículas
cerradas, aunque un porcentaje no despreciable (25-30 33)está presente
como membranas abiertas. Este porcentaje no varió con la irradiancia de
cultivo de las células de las que fueron obtenidos.

Sin embargo, en cromatóforos de células crecidas a irradiancias menores,
se observó la presencia de membranas apiladas (figura IV C-l) y la
inclusión de vesículas dentro de otras (figura IV (2-2). Esto no fue
observado en cromatóforos provenientes de irradiancias de cultivo mayores
que 106J.m'2.seg".

Entre las distintas muestras de irradiancias menores, la frecuencia de
observación de ambas estructuras disminuyó con el aumento de la
irradiancia de cultivo.

Fueron observadas también, diferencias en cuanto al tamaño de las
vesículas.

Para irradiancias de cultivo menores éste no fue homogéneo, variando
gradualmente desde vesículas de tamaño semejante al celular hasta otras
6-7 veces menores en diámetro. Para irradiancias de cultivo mayores, todas
las vesículas fueron del tamaño semejante al menor del caso anterior.

Q2- Actividad ATP-ásica:

Conlos cromatóforos obtenidos de células crecidas en cultivos continuos
a distintas irradiancias se ensayó la actividad ATPásica.

Comose observa en la figura IV C-3 el perf il de esta actividad en función
de las condiciones de irradiancia del cultivo varia según a qué componente
de los cromatóforos, proteina o Bchl, se la estandarice.

Esta variación es, en principio, obvia debido al decaimiento del contenido
especifico de Bchl de los cromatóforos analizado previamente (83-). Sin
embargo, ambas representaciones facilitan la extracción de ciertas
conclusiones.

Se considera que la medición de actividad ATPásica cuantifica los
complejos ATPasa funcionales hidroliticamente, lo que no significa que sean
activos en el proceso de sintesis, ya que para ello se requiere que se
encuentren acoplados al sistema de transporte de electrones y éste a su vez
al sistema de captación luminica.
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La actividad ATPásica fue ensayada a diferentes concentraciones de CCCP
para evitar subestimaciones en su determinación, éstas pueden deberse a
diferentes grados de acoplamiento en los cromatóforos provenientes de
distintas irradiancias de cultivo.

Este compuesto es un inhibidor del STE,caracterizado como desacoplante
ya que aumenta la prmeabilidad de las membranas a ios protones. Los
desacoplantes inhiben la fosforilación, pues colapsan la formación de un
gradiente de protones a través o dentro de la membrana transductora según
las teorías vigentes del mecanismo de acoplamiento (125).

Debidoa ésto, los desacoplantes activan la reacción de hidrólisis de ATP,
ya que inhiben la 'back presure' de los protones bombeados al interior de la
membrana por esta misma reacción (126). Por lo tanto, mediante la
titulación de la actividad ATPásica a distintas concentraciones de
desacoplante puede estudiarse el grado de acoplamiento de las membranas.

Se observó que el grado de acoplamiento de todas las preparaciones de
cromatóforos fue el mismo, ya fueron semejantes tanto el perfil de
titulación como la activación máxima (180-200 X), lograda a la misma
concentración de CCCP(i uN).

Teniendo en cuenta esto, es posible afirmar que la curva de actividad
ATPásica relativa al contenido proteico de la figura IV (3-3 representa, de
hecho, la variación del contenido especifico de esta enzima en los
cromatóforossintetizados a distintas irradiancias.

Se puede observar que entre ¡20 y i40 ..J.m'2.seg'l se encuentra un
minimo del Contenido especifico de esta enzima. Como se indicó en los
capítulos anteriores (IV A- y IV 8-), hasta esos valores, la irradiancia es
el factor limitante del crecimiento y, en ellos, se verifica un importante
cambio en la adaptación de los STE's.

La variación de la actividad ATPásica relativa al contenido de Bchl de los
cromatóforos sintetizados a distintas irradiancias, mostrada en la misma
figura, puede interpretarse también como la variación de la relación entre
los contenidos específicos de ATPasa y de Bchl. Puede observarse que esta
relación es casi invariable para irradiancias menores que ¡20 J.m‘2.seg",
para luego ir aumentando gradualmente.

Se puede inferir entonces, que las sintesis de Bchl y ATPasa se
encuentran acopladas hasta la irradiancia mencionada, ya que si bien en ese
rango de irradiancias ambos contenidos especificos decaen (como se
muestra en‘las figuras IV 8-5 y IV (2-3), lo hacen conjuntamente y en la
misma pr0porción, manteniendo una relación estequiométrica constante.

Sin embargo, no es correcto inferir que la única causa del detaimiento de
ambos contenidos especificos sea la disminución de ambas sintesis con el
aumento de la irradiancia;..ya que es posible que la membrana se enriquezca
notoriamente en otras proteinas (transporte de electrones, por e1.).
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El aumento en la relación ATPasa/Bchl verificado a irradiancias mayores
que 120 J.m' .seg' se debe tanto al decaimiento del contenido especifico
de Bchl (figura IV B-S) como al aumento del contenido especifico de ATPasa
(figura IV C -3) e indica que ambos componentes de la membrana han dejado
de mantener una relación constante en ese rango de irradiancias.

Por lo tanto, se puede afirmar que, para irradiancias mayores que ¡20
J.m’2.seg", ambas sintesis se encuentran desacopladas: es lógico pensar
tanto en la represión de la sintesis de Bchl a altas irradiancias, comoen el
aumento de la del complejo ATPasa, para poder utilizar una mayor cantidad
de energia captada. La magnitud de las variaciones en ambas sintesis no
puede ser inferida de los contenidos de ambos compuestos, debido a la
influencia que sobre ellos puede tener la variación de otras proteinas
componentes de la membrana.

CJ;mmm
Se ensayó la actividad de fotofosforilación de los cromatóforos obtenidos

de células crecidas a distintas irradiancias efectivas en cultivos continuos
a turbidez constante; es decir, de los distintos STE's sintetizados en esas
condiciones.

Dicha actividad fue medida a varias irradiancias como sustrato; ellas
fueron: ¡00, 300, 600, 900 y l800 .l.m'2.seg'l para todas las preparaciones;
además, los cromatóforos provenientes de células crecidas a i7 J.m'2.seg"
fueron ensayados también a 1300J.m'2.seg‘ l. Los resultados se expresan en
la Tabla IV-3.

Conel objetivo de calcular los parámetros cinéticos (Kmy Vmax)de esta
actividad, fueron realizadas las linealizaciones de Hoistee (v en función de
v/s). Este tipo de linealización, basada en el siguiente reordenamiento de la
ecuación de Nichaelis-Menten:

v = Vmax - Km . v/s,

origina una recta de pendiente negativa, para la que se demuestra que la
ordenada al origen representa Vmax, la intersección con el eje x (v/s)

Vmax/Krny la pendiente es -Km(l2i,i22).
Fue elegido este tipo de linealización, frente a otros ensayados ( v‘| vs

s" y s/v vs s) ya que permite visualizar las desviaciones del
comportamiento michaeliano observadas, que otras linealizaciones
ensayadas. Esto se debe a una mejor distribución de los puntos
experimentales y una mayor sensibilidad a desviaciones de la linealldad
(¡23).

Las figuras IV C-4 y IV (2-5 muestran las linealizaciones de Hoistee
obtenidas para las distintas preparaciones de cromatóioros.
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Debido al tipo de linealización utilizado y a que las distintas
preparaciones fueron ensayadas a las mismas condiciones de sustrato
(irradiancia), se observa en dichas figuras que los puntos que corresponden a
la misma condición de reacción se encuentran sobre una recta que fuga al
origen y cuya pendiente es, precisamente, la irradiancia ensayada.

En dichas figuras se observa también que todas las linealizaciones
presentan un cambio de pendiente, que varia en importancia según la
preparación.

Este quiebre representa un cambio en los parámetros cinéticos que rigen
la reacción. Unade las explicaciones para este hecho, y la que más se ajusta
a nuestro caso, es que la actividad ensayada involucra una secuencia de dos
o más reacciones catalizadas con parámetros cinéticos de valores tales que
permiten verificar cambios en el paso limitante del proceso total (123).

La máxima velocidad, con sustrato saturante, que alcanza un sistema
multi-enzimático es la menor de las Vmaxde los pasos que lo componen.Sin

embargo, si este paso posee también la mayor Km, la reacción que cataliza
será siempre (a cualquier [5]) el paso limitante del proceso total catalizado
por el sistema. Pero si ésto no es asi, es decir que los valores de los
parámetros cinéticos de las reacciones comprendidas en el sistema son
tales que a distintas [S] las reacciones limitantes son distintas, se
verificará un cambio en el paso limitante, el que se detectará como un
quiebre en las linealizaciones de Hofstee.

La iotofosiorilación no se realiza por medio de una sola reacción
catalizada por una única enzima,- por el contrario, estan involucrados 3
pasos principales: captación de luz. transporte de electrones y sintesis de
ATP.

Por lo tanto, los quiebres observados en las figuras lv C-4 y lV C-5
representan cambios en el paso limitante del proceso de fotofosforilación a
distintas irradiancias de ensayo.

Es importante destacar que todas las preparaciones ensayadas presentan
sólo un cambio de paso limitante y que el mismo se verifica, en todas, a un
valor de irradiancia, comosustrato, cercanoa 700 Jm' .seg' .

Se pueden definir, entonces, para los diferentes STE's ensayados, dos
rangos de irradiancias en los cuales el paso limitante del proceso de
fotofosforilación es distinto.

A partir de las figuras IV C-4 y IV C-S se pueden calcular los
parámetros cinéticos ( Kmy Vmax)de los distintos pasos limitantes para
cada preparación y cada rango de irradiancias,- los que se muestran en la
Tabla lV-4.

La figura IV C-6 muestra la variación de la velocidad con la irradiancia
de ensayo de los dos pasos limitantes determinados para cada preparación
de cromatóforos. Para'la definición de estas funciones se utilizaron los
parámetros de la Tabla lV-4.
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Cada gráfico de la figura IV (2-6 muestra también los puntos
experimentales. Se observa que éstos se disponen sobre la curva de menor
velocidad para todas las irradiancias de ensayo y que las curvas teóricas se
cruzan, todas, a un valor cercano a 700 J.m’2.seg' l.

En el análisis de los valores de la Tabla lV-4 es necesario tener en

cuenta que la Km para un determinado sustrato es una propiedad intrínseca

de una reacción y su catalizador, mientras que la VmaX depende de la
concentracion de este último.

Con respecto a la Krnse pueden definir, entonces, tres grupos de pasos
limitantes:

a- el limitante de todas las preparaciones a bajas irradiancias, con Km

que varian de 470 a 880 J.m'2.seg' 1.
b- el limitante a altas irradiancias para las preparaciones

provenientes de cultivos de 106 y 234 Jm’Zseg", con Kmmenor que lO

J.m‘2.seg’ l .
c- el limitante a aitas irradiancias para las restantes preparaciones,

cuyas Kmvarian de l90 a 340 J.m’2.seg' l.

Con respecto a las Vmax se puede afirmar que sólo el paso limitante a

bajas irradiancias (a-) presenta variaciones significativas (de 2.6| a 6.80
mmol ATPmin' .mg Bchl' ) ya que las Vmaxde los otros pasos limitantes

varian muy poco en un caso (c-, de 2.16 a 2.92 mmol ATPmin' 1.mg Bchl" I) o
directamente son iguales en el otro (b-, 3.17 y 3.19 mmol ATPmin'lmg
Bchl").

Es importante tener en cuenta que los valores de actividad se encuentran
referidos al contenido de Bchl de cada preparación y que el tamaño de la UF
(relación antena/CR) es constante en Rps w‘ria’ís(85,87), por lo tanto, si el
proceso de captación luminica llegara a ser alguno de los pasos limitantes
descriptos, su Vmaxestandarizada a masa de Bchlno deberia variar.

Este parece ser el caso del paso limitante b-, ya que los valores de las
Vmax, en las preparaciones y condiciones en que se manifiesta,

prácticamente no difieren (3.!7 y'3.l9 mmol ATP.min".mg Bchl"). Esta
suposición aparece apoyada, también, por el hecho de que este paso
limitante posee una Km notoriamente menor que los restantes ((10

J.m'2.seg' I ), es decir que es el paso más afin a la irradiancia (por lo menos
25 y 70 veces con respecto a los pasos a- y c-, respectivamente).

El paso a-, limitante. a irradiancias menores de 700 J.m’2.seg" para
todas las preparaciones; deberia ser el más significativo fisiológicamente,
debido a dos razones principales:
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i- es el limitante en el rango de irradiancias a las cuales fueron
crecidas las células, salvo para las dos mayores; aunque es necesario tener
en cuenta que la irradiancia efectiva sobre los STE's in vivo, debe ser menor
que la incidente sobre el cultivo.

ii- presenta la mayor variación de Vmax (260 73,de 2.6| a 6.80 mmol

ATP.min'¡.mg Bchl") es decir, que el/los catalizador/es de este paso
presenta/n una significativa variación, que podria ser tanto cuantitativa,
con respecto al contenido de Bcnl, como cualitativa.

Por otro lado, la I<mde este paso presenta variaciones, entre las distintas
preparaciones, que si bien no son importantes (menores que 2 veces),
definen claramente dos tipos de preparaciones: por un lado las provenientes

de células crecidas hasta ¡06 .J.m'2.seg'1 (con Krn de 470 a 550

J.m’2.seg") y por ei otro, las de cultivos de mayores irradiancias, con Km

que varía de 750 a 880 J.m‘2.seg' ¡.
Es importante destacar que recisamente entre estas dos irradiancias de

cultivo, ¡06 y 234 J.m' .seg' , se presentan otros cambios significativos
en el crecimiento y aparato fotosintético de Rps w'rIUI'sestudiados en esta
tesis.
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* ABLA lV-3:

Actividad de fotofosforiiación de preparaciones de cromatóforos
provenientes de células crecidas en cultivos continuos a distintas
irradiancias, ensayados a diferentes irradiancias comosustrato.

lrradiancia Irradiancias de ensayo

ÉZItivo l 00 300 600 900 I300 l 800

i 7 0.40 0.92 1.35 ¡.54 ¡.72 i .83

40 0.50 1.15 i .69 1.92 2. i 5

106 0.96 2. i 4 3.07 3. i 5 3. i 7

234 0.8| ¡.94 3.0| 3.¡4 3.15

570 0.54 i .33 2. ¡o 2.4i 2.64

775 0.46 1.15 1.82 2.14 2.36

950 0.42 1.04 i .66 1.91 2. i 2

La irradiancias de cultivo y las de ensayo están expresadas en J.m'2.
.seg"; la actividad de fotofosforilación en mmol ATPmin' .mgBcnl".
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* TABLA lV-4:

Parámetros cinéticos de los dos pasos limitantes de la actividad de
fotofosforilación calculados a partir de las figuras IV C-4 y IV C-S, para
preparaciones de cromatóforos provenientes de células crecidas en cultivos
continuosa distintas irradiancias.

Irradiancia Rango de irradiancias de ensayo
de 0 - 700 700 - 1800

cultivo Km Vmax Km Vmax

17 550 2.61 340 2.16

40 540 3.2| 270 2.50

106 470 5.49 <l0 3. ¡9

234 750 6.80 <l 0 3. l 7

570 840 5.06 ¡90 2.92

775 880 4.5 I 220 2.66

950 870 4.07 230 2.40

Las irradiancias de cultivo, los rangos de irradiancias de ensayo y las Km

están expresadas en J.m"2._seg' 1; las Vmaxen mmol ATPmin’ ‘.mg Bchl' ‘.
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FiguraIV C-l: Micrografía electrónica, por transmisión, de
cromatóforos obtenidos ge células crecidas en cultivo continuo a ¡7
J.m’2.seg". Aumento 80090X.

f
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electrónica,
.cromatóforos obtenidos (19‘células crecidas
J.m’2.seg". Aumentoaoooox.

3

Figura ¡v (3-2; Micrografía por ‘transmisión, de
en cultivo continuo a 40
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Fig\_1_rgIV (2-3: Actividad de hidrólisis de ATPde distintas preparaciones
de cromatóforos en función de la irradiancia de cultivo de las células de las
que provienen. La actividad fue referida tanto al contenido proteico como al
de Bchl de los cromatóforos. Cada valor representa la pendiente de una curva
de tiempo de 3 a 5 puntos_._
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Figura IV C-4: Lineaiización de Hoftee de la actividad de
fotofosforilación de cromatóforos provenientes de células crecidas a 17, 40
y ¡06 Jm' .seg". Cada valor representa la pendiente de una curva de
tiempo de 3 a 5 puntos.
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Figura IV C-S: Linealización de Hoftee de la actividad de
fotofosforilación de cromatóforos provenientes de células crecidas a 234,
570, 775 y 950 J.m'2.seg". Cadavalor representa la pendiente de una curva
de tiempo de 3 a 5 puntos.
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Figura lv C-6: Actividad de fotofosforilación en fmeión de la
irradiancia de ensayo. En cada gráfico se representan los valores
experimentales (Tabla |V-3) y las curvas teóricas de los dos pasos
limitantes caracterizados para cada preparación (Tabla lV-4). Las
preparaciones difirieron en la irradiancia de cultivo de las células de las
que provienen. La velociqad de fotofosforilación está expresada en mmol
ATPmin’ .rng Bchl’ . Cada valor experimental representa la pendiente de
una curva de tiempo de 3 a 5 puntos.
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En los cultivos estáticos, realizados a irradiancias efectivas de entre lO

y 135 .J.m'2.seg", se verificó que la velocidad específica de crecimiento
(¡1680)aumenta linealmente con la irradiancia, con valores de entre 0.06 y
0.i4 h", pendiente de 6.5 x lo" ln. J.m'2.seg"']" y ordenada al origen de
0.05 h". Se verificó también, un aumento de la 00,580del 'plateau' alcanzado
para cada irradiancia.

Se puede afirmar, por lo tanto, que en este rango de irradiancias, ésta fue
el factor limitante del crecimiento.

En todos los cultivos realizados se observó que el contenido de Bchl del
cultivo aumenta a mayor velocidad que la biomasa. Esto indica un progresivo
aumento del contenido especifico de Bchl de las células. Este aumento
ocurre también de manera exponencial, con una velocidad específica de
duplicación (un) dependiente, obviamente, de las u del contenido de Bchl del

cultivo (un) y de biomasa (¡1660),según la expresión:

l‘lca - “B - l1680

A lo largo de un mismo cultivo, y dependiendo de la irradiancia incidente,
el contenido especifico de Bchl aumentó de 3 a 5 veces.

Este enriquecimiento constituiría la adaptación de las células ante la
disminución de la irradiancia efectiva sobre ellas debida! al propio
crecimiento del cultivo (proceso de 'autosombra‘). Este enriquecimiento
dificulta ia definición del STEcorrespondiente a cada irradiancia incidente.

Por otro lado, y estandarizando el contenido especifico de Bchl a la misma
turbidez del cultivo (es decir, en iguales condiciones de 'autosombra'), se
verificó que este disminuye con la irradiancia en practicamente un orden;
varió de 8.6 ug Bchl/mg prot. en cultivos de iO J.m'2.seg" a l ug Bchl/mg
prot. en cultivos de 135 J.m‘2.seg".

Esta variación indica-que las celulas adaptadas a distintas irradiancias
varian en sus STE's, por lo menos en cuanto a la cantidad.

Las micrograf ias electrónicas y el contenido especifico de Bchl de los
cromatóioros obtenidos de celulas de cultivos continuos demuestran que la
organización de las membranas internas y la relación Bchl/proteina de éstas
también se modifica con la irradiancia.

Es asi como, si bien la dependencia lineal de um con ia irradiancia
representa la variación de la velocidad especifica de duplicación de la
biomasa, los STE's adaptados a cada irradiancia no son necesariamente
semejantes, tanto cuali comocuantitativamente.

Se define, entonces, la,.velocidad específica de crecimiento relativa al
contenido específico de_.Bchl; es decir, la velocidad de duplicación de
biomasa estandarizada a igual contenido de CR.Este parámetro representa el
aporte que haría cada UF(o CRdirectamente, en el caso de lbs why/s) a la
velocidad específ ica de Crecimiento.
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Se verificó que este parámetro aumenta exponencialmente (desde 7 [nmg
Bchlmg prot"]'1 para cultivos de lO J.m'2.seg" hasta 147 [nmg Bchlmg
prot"]‘1 para cultivos de 135 J.m‘2.seg" ), según dos constantes: 1.6
[J.m'2.seg"]" para irradiancias menores que 75 J.m'2.seg" y 3.6
[J.m'2.seg"]'1 para mayores irradiancias. Esto indica una cinética de grado 2
con respecto a la irradiancia como sustrato, con cambio de exponente a 75
J.m'2.seg".

Por otro lado y considerando el cultivo en su totalidad como una
suspensión de STE's, el crecimiento depende de la velocidad de captación
lumínica por parte del mismo. Puede ser definida entonces, la energía
disponible por unidad de biomasa del cultivo como el producto entre la
irradiancia y el contenido específico de Bchl desarrollado a esa irradiancia.

Este parámetro representa la cantidad de energia radiante disponible para
ser transducida por unidad de biomasa y de tiempo, y constituye el sustrato
efectivo para la transducción de energia.

La energia disponible por unidad de biomasa alcanza un máximo a
irradiancias cercanas a 75 J.m'2.seg".

Debidoa que, precisamente a 75 J.m'2.seg" se verifica también el cambio
de exponente de la variación de u relativa a Bchl con la irradiancia, puede
afirmarse con respecto a la regulación del contenido de Bchl en la
adaptación de las células a la irradiancia, que:

a-en el rango de 0 - 75 J.m'2.seg", la disminución del contenido
especifico de Bchl es, relativamente, poco importante ya qu‘e la energia
disponible igual aumenta con la irradiancia, mientras que el aumento de la p
relativa (aporte de cada CR a ¡1680)ocurre con un exponente menor que a
irradiancias superiores.

b-a irradiancias mayores que 75 .J.m'2.seg", la disminución del contenido
específico de Bchl provoca que el cultivo disponga de una menor cantidad de
energia; pese a ello, también origina que, en este rango, la u relativa
aumente con un exponente mayor.

Por otro lado, fueron realizados cultivos continuos, en los que se mantuvo
la turbidez constante. Por este motivo, y debido también a la diferencia en
la geometria del dispositivo utilizado (el cultivo se desarrolla en una capa
de 3 cm de ancho), el rango de irradiancias efectivas en el que se realizaron
fue mayor que el de los cultivos estáticos; éste fue de 13 a 950 J.m'2.seg".

Se verificó que la velocidad especif ica de crecimiento alcanza un máximo
entre l lO y 150 .J.m'2.seg". A irradiancias menores, tanto los valores como
la variación con la irradiancia fueron semejantes a los observados en los
cultivos estáticos. '

Se confirma, por lo tanto, que la irradiancia actúa como limitante del
crecimiento hasta .+. ¡30 .J.m'2.seg". Por otro lado se verificó que
irradiancias superiores-no sólo son saturantes del crecimiento sino que
inclusive presentarían un cierto efecto inhibitorio.
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Ambos contenidos específicos de Bchl, de células y de cromatóforos
obtenidos a partir de ellas, disminuyen según dos constantes de decaimiento
cada uno. El cambio de constante se verifica, para ambos contenidos a
valores de irradiancia de cultivo muy cercanos (l20 y 140J.m'2.seg")

El decaimiento del contenido especifico de Bchl de las células se debe a
dos razones principales:

i- el decaimiento del contenido de cromatóforos por célula
ii- el decaimiento del contenido especifico de Bchl de los cromatóforos

persa.
Se verificó que i- sólo tiene lugar en el rango de irradiancias de 0 a l30

J.m’2.seg" .
Segúnlas constantes de decaimiento obtenidas, en este rango el contenido

de cromatóforos disminuye a menos de la mitad, mientras que para
irradiancias superiores el contenido de cromatóforos se mantiene constante.

Las observaciones microscópicas y el cálculo del porcentaje de proteina
celular componente de los cromatóforos confirman esta regulación del
contenido de membranas internas con la irradiancia.

Conel objetivo de estudiar las variaciones con la irradiancia de cultivo de
las actividades enzimáticas relacionadas al STE, fueron ensayadas las
actividades ATPásica y de fotofosforilación de cromatóforos provenientes
de células crecidas a distintas condiciones, y en cultivos continuos a
turbidez constante.

La variación de la actividad ATPáslca depende de a qué componente de la
membrana (proteinas o Bchl) se la estandarice.

El control realizado con un desacoplante (CCCP)permite afirmar que la
medición de la actividad ATPásica cuantifica los complejos ATPasa
funcionales hidroliticamente; y por lo tanto, esta actividad relativa a
proteinas representa el contenido especifico de esta enzima en los
cromatóforos sintetizados a distintas irradiancias.

La actividad ATPásica relativa a Bchl puede interpretarse como la
relación entre los contenidos especificos de los complejos ATPasa y de Bchl.

En el rango en el cual la irradiancia es limitante del crecimiento (0-130
J.m'2.seg"), el contenido especifico de ATPasa decae de manera semejante
al estudiado para Bchl,-por lo tanto, se verifica que la relación entre ambos
complejos se mantiene prácticamente invariable. Para irradiancias
superiores esta relación aumenta gradualmente hasta llegar a ser lO veces
mayor en la máxima irradiancia de cultivo estudiada.

Por su parte, la actividad de fotofosforilación fue ensayada a distintas
condiciones de irradiancia como sustrato. Se observó que esta actividad
presenta un cambio de constantes cinéticas en todas las preparaciones
ensayadas. Esto fue atribuido a un cambio en el paso limitante del proceso
de fotofosforilación; ya que éste se compone por, por lo menos, 3 pasos:
captación de energia luminica, transporte de electrones y síntesis de ATP.

En base a las Krncalculadas para cada uno de los 2 pasos limitantes
detectados en cada preparación, se diferencian tres grupos. Se postula que el
paso limitante de la fotofosforilación a bajas irradiancias de ensayo (< 700
J.m'2.seg'I es el mismo para todas las preparaciones. Sin embargo, la Krnde
este paso varió de 2 520 J.m'2.seg" para las preparaciones provenientes de
cultivos limitados por la irradiancia a 2 835 dm'zseg" para aquellas de
cultivos a irradiancias saturantes. La Vmáxvarió más significativamente,
aumentando en el rango de irradiancias limitantes más del doble ( de 2.6 a
5.5 mmol ATP. .min".mg Bchl") para disminuir (hasta 4| mmol ATP.
.min".mg Bchl") a irradiancias de cultivo superiores.
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