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INTRODUCCION

Los procesos de transduccidn eﬂergética son,. entre los
fendmenos de membrana, tema de acuciosa investigacidn. En el
campo de la fotosintesis, los reéursos conceptuales y meto-
doldgicos se orientan a diversos mecanismos enfocando un pa-
norama de miiltiple interés.

Las proteinas de membrana situadas con una Vectoriali—
dad dada en 1la bicapa lipidica, realizan funciones especifi-
cas que hacen evidente el alto gradd de organizacidn tanto
a nivel intramolecular como de interacciones con su medio
circundante.

Este es el caso de las proteinas que se llaman pigmen-
tos auxiliares, moléculas que captan energia luminosa a di--
ferentes estadios del espectro visible y la transfieren a 1la
clorofila de la membrana. (O'hEocha 1965, Gantt y col. 1976).
Tal proceso. de orden fisico s&lo se puede llevar a cabo a
la eficiencia que se observa, en una geometria molecular cu-
yas caracteristicas ‘de estructura sean estrictas.

Estos pigmentos antena son de diferente maturaleza en
diferentes puntos de la escala filogendtica; mientras que en.
las plantas superiores diéha actividad la realiza la clorofi-
la b (Clayton 1970) y en las bacterias fotosintéticas la
bacterioclorofila es la responsable de cosechar la luz (B. y

Parson 1978), en las algas rojas, verdes azules y criptofi-



tas esta funcidén es llevada a cabo porlun'grupo de moléculas
protéicas 1lamadas ficobilinas (French y col. 1952).

Para analizar éste mecanismo se ha seleccionado un pro-
cariote que conjunta doé-series de cualidades interesantes
para su estudio: es.un sistema relativamente sencillo pues
se clafisica como polibacteria o cianobacteria (G. Dymartrait
y col. 1976) y a la vez su aparato fotosintético trabaja con
los dos fotosistemas secuenciados que se ven en cloroplastos
de plantas 'superiores, _por eso el empleo de Spirulina maxima
permite conocer mecanismos complejos en organismos sencillos,

al cual, inclusive, se tiene facil acceso.

Descripcidn de Spirwlina maxima

Ha sido clasificada en la Divisidn de Cyanophyta, cla-
se Cganophgaide, dentro del Orden de Nostocafles y Familia
Oscillatoniaceae. E1 Género de Spiirulina agrupa a la Espe-
cie maxima que crece fundamentalmente en una zona lacustre
‘del Valle de México y otra especie plantesis localizada pre-
dominantemente en el Tchad, Africa.

La microscopia de luz la manifiesta de forma filamento-
sa, en espiral llamado tricomio, con una cantidad de vueltas
dependiente del medio nutriente, oscilando entre 7 y 12 bara
medios liquidos, con una longitud promedio de 200 um y un -
didmetro aproximado de 5-10 pm (Guérin-Dumartrait y col. 1976
La microscopia de alta resolucidn revela miltiples estructuras
que se considefan semejantes a las que presenta Splrulina

plantensis. (Chantavong 1974).
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En ella se puedenfidentificar las siguientes estructu-
ras: a) una gruesa paréd celular con cuatro capas diferentes:
la primera (a partir de la membrana plasmitica) transparente,
la segunda densa a los electrones formada por mucopéptidos,
.la tercera transparente y la capa externa, regularmente den-
sa; b) una membrana citoplésmica con la imageﬁ de dos surcos
sombreados y una zona clara enmedio de unos TOO R de espesor
total; c¢) un nucleoplasma carente de membrana perinuclear y
un tanto disperso; d) una gran proporcidn de membranas tila-
coidaleé orientadas de diferente manera, a veces periférica,
otras radialmente; en dichas estructuras multilamelares es
donde se regliza el trabajo fotosintético; e) una . apreciable
cantidad de vacuolas de gas que permite al alga flotar y cap-
tar la lﬁz de la superficie; f) granulos de polifosfatos lo
cual es indice de la actividad metabdlica; g) gotas.lipidi-
cas; h) corplisculos protéicos de reserva e i) una vaina que
le. es comin a varias células, Sus membranas tilaccidales,

a nivel funcional pueden compararse a los sacos lamelares de
los vegetales superiores, son los responsables de la autotro--
ficidad, tienen un espesor de 80—100'R y estdn formados de
una bicapa lipidica rica en clorofila y proteinas ancladas o
adosadas a la empalizada.

La proporcién de proteinas alcanza hasta 65% dé la masa
seca cuando se crece en medios artificiales, los lipidos es-
tan en proprcidén de 5-7%, los carbohidratos entre 12.y 17% vy

las sustancias minerales alcanzan de 5 al 8%.
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Los andlisis por électrbforesis seﬁaian que son mis
.abundantes 1las protéinas de algas verde-azules que en algas
rojas (Guérin-Dumartrait 1976).

Inclusive, por sus caracteristicas constitutivas han
sido aprovechadas con valor alimenticio; S. max.ima fue éom—
ponente de la dieta de los aztecas en épocas'brecorteﬁianas
(Farrar 1966) y S. plafensis lo es aGn hoy dia pof grupos hu-

manos de Kanem en Africa (Delpeuch 1976).

Cultivo de Spirulina max.ima

El cultivo de Spiruwlina maxima presenta condiciones es-
peclales, un alto contenido de salés entre las que se encuen-
tran los elementos necesarios para estos organismos: N en for-
ma de nitratos, P como fosfatos y S en forma de sulfatos, Mg+t
Fe++, K y Na'. Hay una alta proporcidén de bicarbonatos y de
carbonatos que estd muy por encima de las necesidades de acep-
tor de electrones y un pH alcalino de 10—10.5.

El cultivo natural llevado a escala industrial inqorpo—
ra fertilizaciones sucesivas y periddicas, asi como limpieza
'y cosecha por arrastre con bombeo. |

Vega (1976) describe las condiciones Gptimas de creci-
miento: temperatura de 35.5°C, un pH de 9.38 en un medio de-
finido de Argel, ciclos de iluminacidn de 12 horas con luz
fluorescente entre 1.0 x 104-1.1 X 104 lux y otras 12 horas

de oscuridad ademids de burbujeo de aire estéril. En estas

condiciones sefiala que la constante de velocidad especifica



de crecimiento o sea el aumento de la cantidad celular por
unidad de tiempo es de 0.422 dias - y un tiempo de duplica-

cidon de 1.64 dias.

Fotosintesis

La fotosintesis es el fendémeno por el cual las plantas
superiores, las algas y las bacterias fotosintéticas trans-
forman energia luminosa en energia de enlace, la cual es al-
macenada en biomolé&culas.

Dicha capacidadrcelular de proveerse de material que
le abastece de nutrientes le confiere autotroficidad y ade-
mis, es un eslabdn alimenticio en favor de los seres hete-
rotrofos.

La fotosintesis oxigénica que se realiza en la corte-
za terrestre desde hace unos 3x109 afios (Krogmann1973), es
responsable de la.atmésfera de oxigeno y por tanto es una
fenomenoiogia. clave en la red de procesos vitales sobre el
globo. El trabajo fotosintético sefiala una ruta en la adqﬁi-
sicidn de energéticos.

La reaccidén global de este proceso puede simplifi-
carse de'este modoﬁ

- * )
8-10 h+CO, +2H,0 . > 05+ (CH,0)+H,0

La energia necesaria para realizarse este proceso pro-
viene de la luz (8-10 cuantos)}. La energia acumulada (AH) es

de 112 Kcal/mol. La energia libre es de 120 Kcal/mol y las



8 Kcal/mol de diferencia se atribuyen al término entrdpico.
AF = AH - TAS; + 120 = 112 - (-8).
Se realizan dos reacciones paralelas: la oxidacidén de

un sustrato -l A (HZO en algas y plantas superiores) y la

2
reduccidn de CO2 para lo cual se necesitan 4 equivalentes
oxidantes y 4 equivalentes reductores.

El paso fundamental de la mecanistica de la fotosintesis
es la reaccidn sensibilizada por la clorofila en un estado de
fotoexcitacidén que forma entidades reducida y oxidada separa-
das para cqnducii las dos vias metab&licas.

La representacidén de.este proceso se hace con el esque-
ma Z que Hill y Bendall introdujeron y al cual se han ido agre-
gando los rgsultados posteriores. (Govindjee 1975) 1lo esque-

matizd segln la figura 1 en la cual se sefilalan varilos aspec=

tos:
A) Dos centros de reaccidn: clorofila a del P700 (PS T)

y clorofila a del P680 (PS IT) conectados en serie y excita-
dos por luz, liberando electrones que se transportan contra
un gradiente'E; el cual indica la energia del electrdn como
potencial dxido-reductor. Al PS IT se conecta la formacidn de
un oxidante fuerte y al PS I la del reductor fuerte. La ener-
gia de excitacién se absorbe y se conduce por un complejo de
moléculas antena hasta una molécula de clorofila localizada
en un medio especializadé.

La energia correspondiente a la transicidén de 660 nm no
es suficlente para disociar enlaces, s6lo altera la distribu- .

cidén de electrones 7 en el anillo de la clorofila y permite la



Figura 1, Las flechaS-horizontales-representan las reacciones

de luz. El flujo de electrones desde la fotdlisis del agua

hasta el NADP se llama flujo no ciclico y del aceptor pri-

mario del PSI a la plastoquinona o plastocianina se 1lama flu-

jo ciclico I,

Se
a)

b)

han incluido también:

Para cianoficeas la alternativa. del citocromo C553 o plas-
toquinona como donadores del PSI (Krogmann 1979).

La alternativa que FRS ceda sus electrones a flavodoxina.
La proteina involucrada en la fotélisis del agua con dos

dtomos de manganeso. .y PM de §§ 800 (Spector 1980).
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Esquema Z para el flujo de electrones enla fotosintesis
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transferencia de un electrdn (Sauer 1975). La excitacién de
esos centros de reaccidn por la luz, se traduce como un aumen-
to de energia libre de los sistemas lo cual va a permitir las
ctapas sucesivas con la correspondiente disminucién de ener-
gia libre, condicién termodindmica para que se efectfie el pro-
ceso.

La ley de Einsfein sefiala que cada fotdn conduce un elec-
trén_por lo tanto se emplean 8 cuantos para oxidar agua for-
mando una molécularde oxigeno y reducir una molécula de COZ'

4 La separacién de cargas efectuada en la clorofila a

dei PS II por efecto de los fotones tunelizados en el evento
fisico de la migracidén energética por medio de los pigmentos
accesorios, gemera una entidad negativa y otra positiva. La
primera migra al aceptor del PS IT, el componente Q (se ha
postulado que es una piastoquinona en un ambiente especiali-
zado) y el equivalente-positivo se acumula hasta tener cuatro
cargas (Joliot 1975) para lograr por el sistema enzimdtico que
contiene”2Z atomos de manganeso y peso molecular de 65000
(Spector, 1980), la fotdlisis del agua y generar electrones,

protones y oxigeno.

_ + -
+ + + +
Sg_ ZHZO >4H de O2 SO
B) La unidn entre estos dos sistemas estd constituida
por una cadena de acarreadores de electrones que estdn orien-

tados en una topologia estricta, unos hacia el interior de la

membrana, otros hacia el exterior, lo cual conduce los elec-
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trones con una vectorialidad dada, donde un componente de es-
te transporte es perpendicular a la membrana (Witt 1975). Asi,
ésta queda cargada generdndose un campo eléctrico a través de
la misma. Douce (1977) sefiala que esta bicapa lipidica de ba-
ja constante dieléctrica es rica en lipidos no cargados del
tipo & los galactolipidos, situacién que favorece la trans-
fereﬁcia de electrones, |

Para cianoficeas, Krogmam (1979) ha descrito la alter-
nativa entre plastociamina - y citocromo C553, asi como la via
‘que puede seguirse desde la FRS a una flavoproteina, la flavo-
doxina.

Hasta aqui la energia luminosa se ha convertido en ener-
gia eléctrica. |

C) El paso de los electrones en varias vueltas a través
de los transportadores en la membrana intacta, estd asociado
a una translocacidn de protones H+, de manera asimétrica de
modo que se tiene un gradiente con dos componentes, uno co-
rrespondiente a la actividad de las particulas H+, ApH de na-
‘turaleza osmdtica y otro de naturaleza eléctrica resultado de
la carga, A4. Este estado generado, rico en energia, llamado
fuerza protomotriz es capaz de realizar el fendmeno de fosfo-
rilacién (Mitchell 1967). |

| Estos eventos eléctricos se realizan en una membrana ce-

rrada que hace posible el establecimiento de ese gradiente de

protones generado y evita la recombinacidn d& los equivalentes
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oxidados y reducidos lo que significaria pérdida de energia
en forma de luz o de calor (Clayton 1970).

L.a membrana transforma la energia liberada por el trans-
porte de e en la energia del gradiente que a su vez la con-
vierte en energlia quimica en los enlaces ae alta energia del
tercer fosfato del ATP.

A este nivel se acoplan las reacciones.de 6xido reduc-
cidn de la traﬁSferencia de los electrones j la deshidrata-
~cidn en la sintesis del ATP.

De modo que en el arreglo anisotrépico de estos compo-
nentes se dan por lo menos 2 sitios o mejof afin, dos estados
de almacenamiento energéfico que favorecen la sintesis del
ATP (uno en la fotdlisis dei agua y el otro a nivel de 1la
plastoquinona).

La membrana energizada eléctricamente se descarga por
un flujo de protones a favor del gradiente mediante un sis-
tema enzimitico CFT_FO localizado en 1la membrﬁna del cloro—
plasto con una polaridad: los botones de CF1 miran hacia el
exterior de la membrana, mientras que FO la atraviesa. Se
considera que CI—!1 es reSponsable de la sintesis del ATP con-
teniendo el sitiq activo de la enzima y que FO contiene un
canal por donde fluyen los protones.

Dada la distribucidn de H" a través de la membrana y el

agua formada en tal sintesis, asi como su constante: de equili-

- - + - - - = -
brio Kw’ los iones H y OH se conducirdn también en un sen-
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tido dado por su atraccién de cargas (Lehninger 1977).

La estequiometria del ATP en cloroplasto sefiala que
por cada 3 protones que regresan al exterior, se sintetiza una
molécula del adehosin trifosfato (Hinkle y McCarty 1978).

D} Parece que la fotofosforilacidn no estid conectada a
fendmenos de transﬁorte de lones, aminodcidos o movimiento
como se observa en mitocondrias y bacterias (Hinkle y col.
1978).

E) La fotofosforilacién no ciclica conduce electrones
hasta el aceptor del PS I con un EO = -0.6 V.

SQ localiza luego la ferrodoxina que puede ceder sus
electrones a diferentes moléculas:

-NADP (EO = -0.32 Voltios) por medio de una flavoproteina,
-nitritos con produccidén de idn NH4+,

-a la tiorredoxina por medio de la tiorredoxina - reductasa
arsu vez involucrada en la actividad de diferentes enzimas

entre ellas p.e. las fosforribulosa cinasa y 3 fosfodeshi-

drogenasa (Wolosiuk R. 1979, comunicacidn personal).

-al oxIgeno produciendo un radical superéxidO'Oé"que a su

vez produce H 0, (Douce 1977).

2

Los productos de reaccidn son el oxigeno liberado, res-

puesta vinculada mayoritariamente al PS por los pigmentos

II
cosechadores de luz; la reduccién del NADP en NADPH y la fo-

tofosforilacidn produciendo ATP.
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F)‘TOdOS estos fénémenos se realizan en la membrana,
pero ei proceso fotosintético alin no ha éoncluido. La re-
duccidén del C02 se lleva a cabo en el estroma donde se lo-
calizan los sistemas eniiméticos involuqrados. Esta catego-
ria de reacciones ne precisa de luz para efectuarse y el gas-.
to energético estd dado por el poder reductdr“del—NADPH y- la
enefgia de ‘enlace acumulada en el ATP.

Los requerimientos soh 2 moléculas de NADPH y 3 molécu-
las de ATP por molécula de CO2 asimilada.

Esta etapa de fijacién de CO2 buede dividirse en tres
grandes grupos~de-reac¢iones:

1. Fase de carboxilacién:

En las plantas C (l1lamadas asi porque el primer compues-

3,

to en la fijacidén del CO, tiene 3 dtomos de carbono) se

2
manifiesta la actividad de 1a ribulosa-1,5-difosfato carbo-
xilasa. |
A partir de la ribulosa 1,5-difosfato se .forman 2 mbléculas
de dcido 3 fosfoglicérico (PGA) consumiéndose una molécula
de-CO2 gaseoso y 1 molécula de HZO (Krogmam 1973). Esta
reaccidn manifiesta un equilibrio favorable y la enzima tie-
ne’ una alfa afinidad por el CO2 con una Km de 0.4-0.2 mM
(Black. 1973). E1 PGA eé fosforilado después con gasto de
ATP y se tiene DPGA.

2, Fase de la reduccién:. -

Reduccibn de écido difosfoglicérico a gliceraldehido-3-fos-

fato con gasto de NADPH.
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3. Fase de produccidn: -
.Regeneracién de la ribulosa 1,5-difosfato (Ciclo de
Benson, Bassham y Calvin) por consumo de 5 moléculas de
gliceraldehido y gasto de ATP.
5 moléculas C3 se arreglan para regenerar 3 moléculas C5
aceptoras de CQZ'
El gliceraldehido-3-fosfate es un metabolito bédsico que
puede migrar a través de la membrana exterior del cloroplas-
to hacia el citoplasma para sintetizarse la sacarosa o bien
. puede dirig?rse a sintesis de almidén dentro del organelo.
Por cada tres moléculas de CO2 que entran al proceso de
reduccidén de pentosas-fosfato, una molécula de triosa fos-
fato (C3) se constituye‘en producto. Aunque pueda conver-
tirse en almidén o sacarosa, también puede volver a entfar
en la fase regenerativa, produciéndo un efecto autocatali-
tiéo, como una reaccién alimentadora que produce mids acep-
tor de CO2 que el que se consume,
Tal caracteristica es la base del crecimiento en estos or-
ganismos (Edwards y Walker 1979).
La eficiencia termodinimica del evento,primarib_fotosintétiCo
ha sido calculada por diferentes investigadores y diferen-
tes formas (Govindjee 1975). Los datos de Duysens y los de
Calvin sefialan un resultado limite de 70%. La secuencia
temporal fue dada por Kamen en 1963:
1. Etapa de la fisica de la radiacion. Incluye la excita-
cién, migracidén y atrapamiento de la energia excitadora y

-15

dura de 10 a 10_1656g.
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2. Btapa fotoquimica. Se realiia la separacién de cargas en

la primera reaccidn redox. Su duracién es de 10719 g 7073 seg.
3. Etapa bioquimica. Los efectos son la produccién de oxigeno

y la fijacidn delCO2 realizada por sistemas enzimédticos y

serie de transportadorés. Se 1leva a cabo entre 10 % y 1072 seg

Fotosintesis én Cianoficeas

El fendmeno fotosintético sustancialmente es el mismo en
los diferentes organismos que lo realizan, pero a 10 largo de
la 11nea evolutiva se pueden constatar varlantes

En un contexto general se pueden anotar ciertas caracte-
risticas del proceso en ciénoficeas:

a. A pesar de ser procaribfes realizan fotosintesis oxigénica
del tipo de planta superior, con dos fotosistemas secuen-
ciados y agua como agente reductor.

b. No contienen cloroplastos, su fotosintesis la llevan a ca-
bo en la lamela tilacoidal.

c. Sus pigmentos antena son las ficobilinas, proteinas con
maximos de absorcién entre 620 y 670 nm, a diferencia de
la clorofila b con absorcidn midxima entre 645 y 662 nm.

d. Parece que los carotenos no son agentes eficientes de trans-

ferencia de energia.

I. Produccién de oxigeno
La presencia de sistemas enzimidticos responsables de 1la

descomposicién del agua como agente donador de electrones per-
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mite visualizar cuantitativamente el fendmeno por la produc=
cidn de oxigeno, ya sea como una medida de la integridad del
aparatd en su totalidad o bien como una medida parcial de
cada uno de los dos fotosistemas mediante el empleo de dona-
dores y aceptores artificiales de electrones.

La produccidn de oxigéno sé vincula espacialmente ai
PS IT con su complejo de antenas

2H,0 > 4e” + 40’ + 0,
' El = 0.8V

que incluye 4'fotofreaccioﬁes que de modo cooperafivo COTTesS-

ponden a la transferencia de 4 electrones y producen una mo-

lécula de O2 en el mismo fotocentro (Joliot 1975).
Estructuralmente incluye el sistema enzimitico de foté-

lisis del agua con sus diferentes estados de excitacidn (80—54),

el donador Z, el aceptor Q, el centro de reaccidén y las molécu-

las cosechadoras de 1luz.

La respuesta no s6lo significa la presencia e integri-
dad de estos componentes, sino también un estado abierto de
ese ‘aceptor del PS I1, 1llamado Q, la integridad en 1la cadena

de transportadores de electrones, la excitacidn del PS T y la

presencia de los sistemas cataliticos que van desde la ferre-

doxina hasta el NADP para concluir en la reduccién del COZ'
Por tanto, la produccidn de oxigeno es una medida de la

participacidn de los pigmentos auxiliareés en el proceso.
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II.'Membrana tilacoidal

La‘organizacién celular de estos organismos_no:tiene los
plastidios de 1las plantas superiores que confinan en un orga-
.nelo el sistema membranal que réaliza el fenémeno, en cambio
lo hace en las abundantes enstrucfuras membranales de l1a lame-
lé tilacoidal que contiene la organizacidén anisotrépica de las
moléculas formédoras de los dos fotosistemas acoplados; igual
mente responde a procesos de comuniéacién, teniendo el Ffendme-
no la misma vectorialidad que el:cloroplasto Yy muy posiblemen-
te la mismg: distribucidn de,proteinas‘én la bicapa lipidica.

Dado que no hay 1la compartamentaliiaciﬁn de las fosfo-
enolpiruvato (PEP) vy ribulosa difosfator(RuBP) carboxilasas,
presentes eﬁ plantas C4, PoTr este concepto estas élgas sdn mas

semejantes a las plantas C (Se denominan asi en atencidén a

3
que los primeros componentes de la fijacidén de CO2 tienen 4 o

3 dtomos de carbono respectivamente.. Z&litch 1979).

IITI. Pigmentos auxiliares
o Los pigmentos. antena. en cianoficeas son crdmoproteinas
que absorben 1luz entré,620 y 670 nm del espectro electromag-
nético para conducirla hasta el fotocentro TI participando
s6lo en el evento fisiéo del fenﬁmqho y permitiendo se ini-
cie.-el evento fotoquimico.
En algas verde-azules se conocen dos pigmentos: fico-
cianina y-aloficocianina, En algas rojas ademis estd presen-

te la ficoeritrina.
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El nombre de ficobilinas fue dado por Lemberg én 1828
por la semejanza del croméforo con los &4cidos biliares.

En 1942, Emmerson y Lewis indicaron 1la participacién
de la ficoCianina en fotosintesis. Sus observaciones en
Porphyridium chuentum sefialaban transferencia de energla
desde la fi:oeritrina (A de maxima absorc1on 550 nm) hasta la
clorofila a (A mixima de fluorescenc1a 685 nm),

VFrench yrcol. (1952) al trabajar'con suspensiones de
Porphyridium cruent un concluyeron de sus éstudios de espectros
de accidn vy fluqrescencia que estos pigmentos transfieren
energia sefialando una eficiencia cercana al 100% para distan-
cias de 10 nm y para tal éfecto propusieron un orden unidi-
reccional en la distribucidn de proteinas.

Blinks y col, (1954) se cuestionaron sobre la localiza-
cidn' y la funcién de 1los pigmentos en 0scillatoria y Anabaena
Yy encontraron el midximo de produccidn de oxigeno en la sefial
de la ficocianina broponiendo una transferencia de energia por
resonancia en distancias cercanas a 40 R.

O0'hEocha y col. (1965) sefialaron las caracteristicas es-
pectrales de la ficocianina (FC) tanto en el UV con una banda
en 270 280 nm y un pico a 350 nm, ademis en el visible vieron
el mdximo de absorcién a 620 nm. Sugirieron que la conforma-
cl6n nativa de la proteina obliga a los grupos prostéticos a
asumir estructuras coplanares rigidas manifestindose en la
fluorescencia y en el hipercromismo observados en la proteina
nativa frente a la desnaturalizada. Bogérad (1975) ha estudia-

do la capacidad que tienen estos organismos de alterar su com-
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posicién de biliproxeinaé de acuerdo 4 la calidad de luz
ambiente encontrando que se favorece la presencla de ficocia-
nina (FC) con luz roja y la de ficoeritrina (FE} con luz ver-
de o luz de lampara fluorescente blanca fria. Aparentemente
la albficocianina [AFGIxse.sintetizajde:modo irddependiente de
1a luz. Asi mismo ha estudiado que el grupo crqméforo de fi-
coeritrina es la ficoeritrobilina y para FC y AFC es la fico-
cianobilina,-cUyés fﬁrmulas.se anotan en la fig. 2. Se ven.
compuestos de una cadena tetrapirrélica abierta, de peso mo-
lecular de 600. La asociacidn del grupo prostético a la apo-
proteina estd dado por un enlace covalente tioeter.

La FC tiene su miximo de absorcién en 620 nm y fluoreéce
en 640 nm.

"La aloficocianina absorbe en 650 y fluoresce en 660 nm.
Estas diferencias espectrales son resﬁuestés.a diferentes
uniones proteiﬁﬁ-cromﬁforo, pues éste es el mismo para las dos
moléculas. De igual modo son las apoproteinas las respbnsables

de la agregacidn.

_Funcionalidad de los pigmentos

En relacién a la funcionalidad de estos pigmentos, Duysens
(1952) observd que Uha'gran potci6nrde los cuantos empleados
pdra dirigir fotosintesis era absorbida por las ficobilinas,

pues la fluorescencia de 1la clorofila era sensibilizada por

tales pigmentos.“Frencﬁ_y cdlf (]952) exberimentaron.sobre lo

mismo concluyendo que habria un mecanismo de transferencia de

energia que luego Stryer (1967 y 1978) estudid y comprobd que



Figura 2, F6rmulas de los grupos croméforos de las ficobi-
liproteinas, La ficoeritrobilina corresponde a la ficoeritri-
na y la ficocianocbilina es el grupo prostético de la ficocia-

nina y de la aloficocianina.
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era funcidén de la distanéia eﬁtre crombforos de donador y
aceptor de energia luminosa.

Bogorad (1975) reportd datos de efectividad cudntica de
luz rojé a luz verde en funcién de la produccidén de oxigeno
de 7:1. De modo que‘estos y otros trabajos apuntaban en que
estos pigmentos mantenian una orientacién y una distancia
entre los crombforos que permitian la transferencia de energia
a un altb nivel.

La implicacién tedrica de los trabajos de FBfSter (1960)‘_
se vié reciIprocamente apoyada por los resultados experimen-
tales obtenidos por fluorescencia en el aspecto funcional y

por microscopia electrbnica en el terreno morfoldgico.

' Asociacifn de Pigmentos.

En los numerosos trabajos & Gantt y sus colaboradores
(1965, 1966a; 1966b), de Edwards y col. (1971), de Wildman y
col. (1974) y otros, se ha reportado que.én la membrana tila-
coidal, del lado del estroma, se localizan unas particulas
arregladas regularmente en filas paralelas separadas 60 nm
que son densas a los electrones.

Los estudios de andlisis de estas estructuras conclu-
~ yen que son complejos macromoleculares de ficobiliproteiInas
ensambladas que se han llamado ficobilisomas (Gantt y.col.
1966a) Estos macroagregados en fodofitas contlenen ficoeri-
trina (FE) ficocianina (FC) y aloficocianina (AFC) mientras

que las cianoficeas generalmente tienen los pigmentos FC y



AFC (Gantt y col. 1974),

La forma de esta particula parece diferente seglin se

~trate de rodoficeas y cianoficeas. Gantt (1965) observd

forma de prolato para las primeras'y de disco para las Glti-

mas,

Glazer (1979) prbpuso que la forma responde a su com-
posicién: las‘fotografias de microscopia clectrénica de |
Synechocaceus spp. 6312 indican un centro de tres unidades
agrupadas y bastones orientados dé manera aproximadamente
radial. La AFC parece ser responsable del centro y la lon-
gitud de los bastones es respuesta a la proporc1on de FC vy
de la FE si la contienen.

El tamafio para las algas rojas corresponde a ﬁna lon-
gitud de 400.; para ei eje mayor y 315 R para el eje menor.

Las caracterfsticas dé espectroscoﬁia de absorcién se-
Nalan para cianoficeas un hombro a 590 y un pico miximo é
6Z0 nm, los cuales identifican a la FC Yy un hombro a 650 pro-
veniente de la AFC.

La e§pectroaxiﬁﬁ;de fluorescencia estudiada por dife-
rentes investigadores sefiala que al tener ficobilisomas;de
algas rojas y excitar a la FE se tiene fluorescencia en 680
nm [Gantt'1973, Ley y Butler 1977) siendo esta emisién una
respuesta de una AFC en alto grado de asociacién (Brown 1975,
1977; Glazer 1977, Zilinskas 1978).

En lascianobacterias la exc1tac16n a 550 nm responde con
la emisidén de fluorescencia de la AFC mds alld de 660 nm, de—

pendlendo del grado de agregacién de la AFC.
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Esta sefial de emisidén de fluorescencia del compoﬁente
que guarda un estado energético menor, mide la transferencia
de energia de los compbnentés del ficobilisoma. Si esto se
hace .in vive, la emisién vista es la de la clorofila indican-
do 1a'transferencia.de energia completa del sistema coleCtor-
de la 1luz hasta la clorofila que diépara la fotoquimica del
fendmeno. 7 | |

- Los estudios de eficiencié de la transferencia manifies-
tan que llega a valores cercanos al 100%, lo cual evidencia
un alto grado de acoplamiento_ pues las respuestas registradas
£n vive sefialan que la disipacién energética como fluorescenF
cia es minima.

Cuando el ace?tor.Q estd reducide o se reduce por.adi-
cién de sustancias como el 3?[3;4 diclorofenil)—];1—dimetil
urea (DCMU), 1a fluorescencia aumenta, por lo tanto disminu-
ye 1a‘resbﬁesta fotoquimica. |

Los trabajos de Tel-Or y Malkin (1977) y de Ley y Butler
(1976) han apuntado en el sentido que hay un derrame de ener-
gia del PS IT al PS'I hasta con una eficiencia de-0.90 y 0.95
cuando ias tramﬁas'de PS II estdn cerradas y esto se mani-
fiesta en que la medida de transferencia energética se ve in-
crementada. ~Asi mismo; los resultados de Wang y col. (1977)
por espectfos de accidn concluyen que la distribucién final
de la energia de excitacién es respuesta a la relacidn de’'cloro-

rila:ficocianina y para que haya un alto rendimiento cudntico
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hay necesidad de una distribucién de pigmentos mis o menos

igual en los dos fotosistemas.

Composicién del‘ficobilisoma.

Los primerosrtrabajosﬂde.Gantt (1974) sobre' la com-
posicién de los ficobilisomas protendian responder si éste
tenia o no clorofila como un componente, Dado querla pro-
porcidn de tlofofila'a ficobilisoma era menor que una molécu-
la por complejo, lo. consideraron hasta ese momento sélo como
un contaminanteiy se habl8 que el ficobilisoma s6lo contenia
ficobiiinas.

Sin embargo Gray (1975) reportd para Nostoc otros com-
ponentes ademis dé las ficobilinas, inquiriéndose si son
agentes de templado, se estequiometria o de ensamble. Igual
pregunta se formularon N;_Tandeau de Marsac ?.col. (1977)
cuando -observaron presencia de 15% de componentes protéicos
que se hallaron durante adaptacién cromdtica y que cuantifica
ron asociados a la cantidad de ficoeritrina o ficocianina . -
presente.

| En 1978, Yamanaka reportd y confirmé 5 polipétptidos
no ceoloridos presenteé de manera constitutiva en el ficobili-
soma de,Anaathéb‘nLduﬁaﬁé y de otras cianobacterias, propo-
niendo que uﬁo de elids participa en la unidén del ficobili-

soma a la membrana.
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Funcionalidad del ficobilisoma

La transferencia de energia llevada a cabo por reso-
nancia dipolo-dipolo, eStudia&a por Forster (1960j involucra
una orientacidn y distaﬁcia entre los cromdforos, naturale-
za fluorescente del-donador con una vida media suficiente y
una frecuencia de resonancia puesta de manifiesto como una
sobreposiéién del espectro de absorcidn del aceptor y el es-
pectro de fluorescencia del donador. Estas condiciones se .
'realiﬁan en el ficobilisoma. Se registra una evidente so-
breposicién de los espectros de FC, AFC y clorofila (Gantt y
col. 1974, Gantt 1975); la vida media de la FC es 2,25 nseg
(Dale ¥y Teale‘19?0}; 1a5'm01éculas estin suficienteménte em-
pacadas en"el ficobilisoma y éstas a las lamelas (Gantt 1975}
lo que se ha visto por los resultados de éxperimentacién con
fluorescencia y disociacidén. A partir de estudios de polari-
zacidn de fluorescencia, Dale pudo inferir una drientaciéh

que permite la transferencia.

La direccionalidad de esta transferencia en clanoficeas

seria
EC > AFC s> cla (PS II)
A 590-620 nm A 650 nm A 670 nm
F 640 nm N F 660 nm F 685 nm

(en estado agregado

F 675 nm)
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La eficiencia de la AFC como el mejor cosechador de
luz se ha puesto de manifiesto por Lemasson (1973) pbr es-
pectros de accidn y cuando esta proteina se encuentra'eh
cilierto estade de mayor'agregaciéﬁ su fluorescencié se¢ des-
plaza hasta 670-675 nm lo cUal.optimiza el fenﬁmeno. Los
trabajos de Scott y Berns (1965).y'de Brown.(1975, 1977)
consideran que esta agregacidn esté influenciada per las
condiciones de pH, fuerza idnica y posiblemente algln me-
tal. |

Los estudios. de Gantt y colaberadores (1976a, 1976b)
basados en mediciones de fluorescencila, de cinétiéa de di-
sociacidén y de respuésta inmunolégica'a:anticuerpos espe-
cificos, 1llevaron a estos autores a postular un modelo de
" asociacldn que eé_congruente en su estado estructural y su
respuesta funcional.

Consiste en ﬁn centro de AFC, poéiblemente el centro
de unidén a la membrana, rodeado de FC formando una esfera
o semiesfera. |

Los experimentos de disoc%igéén por agentes'pertur—
badores en enlace como fuerza idnica, pH, concentracién y

temperatura coinciden en sefialar un aumento en la fluores-

mope
——

cencia de los componentes de manera organizada, lo que evi-
dencia una distribucién estricta.
La proporcién de pigmento liberado ha correspondido,

en los estudios de Gantt en Poaphyridium chruentun, al desa-
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copiado‘energéticamente, por tanto se observa un aspecto
funcional én relacidn estrecha con el aspecto estructural
Cuando Dale (1970) ha hecho sus consideraciones teérico
experimentales sobre los cromdforos de FC de cianoficeas
(C.FC) y los ha agrupado en dos categorfas: sensibiliza-
dores (s) poco accesibles vy fluofescentes_(f) con mayor

.grado de libertad, concluye que estan orientados de tal

modo

PEBS > FEB; ———> PCB, —> PCBf. >¢hnbfik1§
que los croméforos:”s” de 1la ficoeritrina o sea la ficoeritrobilina PEBs,
captan luz que la transfieren_a los "£" de la misma proteina y
ésfa a su vez se conduce a los cromdforos "s" y luego a‘los nfn
de 1la ficocianina; es decir a la ficocianobilina PCB que a su
vez la pasa de igual manera a los cromdforos de la aloficocia-
nina.y de’ &sta migra hasta la clorofila a.

Las distancias en los espectros de absorcidn y fluores-
cencia 1nd1can un sentido en esta conduccidn progresiva de
encrgia luminosa favoreciéndose de wuna manera unidireccional.
Asi mismo S€ Ve que es muy Poéo probéble una conduccidn de
energia de la PEB a la clorofila 2 por la gran diferencia ener-

- g€tica que las separa y la distancia fisica.’

'La cercania fisica entre PCB y la clorofila es mayor que

e
ntre la PEB Y la clorofila y mayor afin seria para la PCB_. de
T

ia AFC y la propia clorofila a.
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El sitio de unién del ficobilisoma a la membrana debe
ser altamente especifico, posiblemente deterﬁinado por un
componenfe de membrana (Gantt 1975) relacionado con un tipo
de clorofila que los ﬁatTones de induccidn de fluorescencia
de Tei-Or}fMalkin (1977) ponen de mqnifiesto. Aunqﬁe hasta
hoy no se tienen los datos concluyentes, los trabajos de
Clément f Lefort-Tran (1971) Lefort-Tran (1973) y Wollman
(1979) sugieren una relacifn entre ésa estructuracién y ia
funcienalidad pues sus datos de criograbado sefialan una fila
de particulas de 10 nm de.diémetrO'espaciadas con la misma
proporcidén que estdn los ficobilisomas.y‘posibleménte esto
no significa s6lo una coincidencia. En la fig. 3 se inclu-
ye él esquema de estos autores donde se rélaciona la locali-
zacién de los ficobilisomas y la organizacidn encontrada en
laimembrana.' |

Las preguntas sobre la asociacidén de los pigmentos entre
si y la asociacidn con la membrana han de explicarse a nivel

‘molecular o aun mis estrictamente; los estudios iniciales

de reconstitucibén parecen seﬁalér respuestas pmeetedoras en
el sentido que diferentes subunidades o de. la FC de diferen-
tes especies de cianoficeas se agrupan con subunidades B con
iguales estequiometrias (Glazer y Fang 1973a). Asi mismo los
resultados sugerentes de Tandeau de Marséc sobre los polipép-
tidos asociados a las ficobilinas coloridas pérecen abrir la
-pregunta hacia 1los aépectos de_ensaﬁble y estgquiometria.

E1l trabajo evolutivo en las algas rojas y verde-azules

tiene una caracteristica interesante: se ha adaptado a las



Figura 3. El esquema representa los resultados de criograbadb
de membranas que manifiestan particulas ordenadas en filas con
distancia entre si de 60 nm-en la cara del lumen o cara Bu.

La cara complementaria del lado de la matriz, Cu, también esta
constitutida por un gran nﬁmero de péqueﬁas_particulas Qrgani—‘
zadas en filas. Los polimeros de ficobiliproteinas estan si-
tuados en el exterior del tilacoide a 60 nm unos de otros. Se
puede suponer una correspondencia entre ellos y las particulas
membranales ya sea de la cara Bu o de la Cu que le es comple-

mentaria.
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condiciones ambientales de diferentes habitats - mediante
una apertura-del rango de absorcidén & sus pigmentos o la
variacién de la_k_a la que tiene su mixima absofcién de
modo que la produccidn de ficobilinas y ademis su organiza—
cidn en sistemas poliméricos'de'rigor geométfico no sdlo ha

asegurado su preservacidn y propagacidén sino que ha hecho

m3s eficiente el proceso.
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Objetivo

I

IT.

ITI

Medir la influencia de los pigmentos auxiliares en la foto-
sintesis de  Spirulina maxima. :
Esto se hizo mediante la produccidn de oxigeno a longitudes

de onda entre 400 y 700. nm en condiciones estable&iaas.

Localizacidn de los pigmentos auxiliares en la membrana
tilacoidal.
Estas observaciones fueron hechas por microscopia electrd-

nica.

‘Aislamiento y caracterizacidn del ficobilisoma.

Se buscaron. 1las condiciones para tal separacién, midiendo
el gradé de acoplamiento del sistema por espectros de f1luo-
rescencia. Se caracterizaron los componentes del complejo
por espectroscopia de abSorcién y de fluorescencia, se mi-
dieron los pesos moleculares de sus. subunidades por elecj
troforesis éon dodecil sulfato de sodio y se conocis 1a

estequiometria de los pigmentos que forman el ficobilisoma.
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METODOS

Cultivo del -alga Spirulina maxima

Elralga de estudio correspondid al cultivo natural de
"El Caracolﬁ‘de'”Sosa‘Texﬁoco, S. A.", contenida en un acri-
lico con'iluminacién y aereacidn naturales y nutrientes adi-
cionados-éﬂ forma ocasional. .Se coseché'pasando un flujo de
cultivo por una malla de una fibra sintética llamada nyfal
de 15 um y se lavé resuspendiéndola a una concentrﬁcién aproxi-
mada de 0.1 g/ml en el amortiguador selecciomrado pasando coﬁ
vacio por'uﬁ filtro buchner con ocho a diez capas de gasa o

bien por-centrifugacidn a 5000 x g durante 10 minutos.

Determincidn de clorofila

Se midid por el método de Mac Kinney (1941) con la mo-
dificacidn previa de sonicar las muestras por 1 minuto mah-,
teniéndolas en bafic de hielo. |

A ia muestra sé agregd acetona.hasta-quedar el solvente
ai 80%, se agitd en un vortex por 1 mihuto1y se filtré en @a-
“pel whatman No. 1 leyendo 1la densidad optica del filtrado en
un espectrofotémetro Beckman a 645 nm contra agua.

La concentracidén de cloroefila en mg/ml de la suspensidn
original se calculd tomaﬁdo en cuenta el coeficiente de absor-
cidn especifico de la clorofila a 645 nm con la ecuacidn

D.0O. = eCx

relaciondndola a la cantidad de muestra y su dilucidn, al valor

o de'16.75, al paso de.luz,'x, por una celda de 1 cm y que

645
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Spirulina maxima. sdlo tiene clorofila a:

D'O'645

Conc. -
16.75

por tanto

25 N
="1.49

16.75
que significa un factor de cbrféccién-por:el QUé.tiene que
afget&§$@ ~la D.0. leida a.645 nm para obtener la concentra-
cién de élorofila.én la muestra.
Medicidn de la intensidad luminosa.
| Se empled una fuente luminosa de 500 watts a 25 amperios,
instalada a un monocromador con diafragma de entrada 10 mm y
v diafragma de salida 5 mm.
| La intensidad luminosa a diferentés longitudes de onda
se midié con un fotdmetro allque.se;ajusté un filtro radiomé-
trico, obtenig&ndose los valores en Watts/CﬁZ,
La conversidn de watts /¢_m2 a neinsten_ioé s& hizo mediante la rela-

cifm 5igulen“te expresando A en nandmetros:

1 Watt/cmz = 8.3 x 10_9(1) einsteniOS/cmz.seg

Espectros de absorcidn

1) De soluciones
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Los esﬁectros de absorcién fueron medidos en un espec-
trofotémetro DW Aminco Chance en .un rango de 325 a 700 nm
empledndose en esta zona ladmpara de tungsteno y haciendo las

correcciones por linea base.

2) De particulas
" La obtencidn ~ de este trazo se hizo en un espectrofotd-
metro, Aminco DW-2a con el empleo del agitador magnético para

mantener la muestra en suspensidn. durante el ensayo.

Primera derivada .

Este registro se hizo en un espe;trdfotﬁmetro.Aminco DW -~
2a mediante el empled-defdos moﬁocromaddres defasados uno en
relacidn al otfo en 2 nm; A). que se mantuvo en él rango me-
dido del espectro.

Se hizo un-ajque'de'linea base que se tomd por 0,.
Cambios en la concentracién - de oxigeno

Una muestra de alga fresca resﬂspendidareniprbporcién
de 0.1 g/ml en amortiguador- de fosfatos SO.mM pH.ﬁ.S se lavd
dos veces por‘cehtrifuéacién;a'SOOO-Xﬁg durante 10 minutos.

El medie empleado.para la determinacidn de consumo y pro-
duccibén de oxigeno fuéiel'medio .de Afgel (Vega 1976) en el
cual se adiciond el algé lavada'a una concentracidn:de 16 mg/ml.
E17VOIUmen total de ensayo fueide 7 .ml. ‘

El equipo empleadofen la medicién de los cambios de con-

centracidn de oxigeno consistid en el electrodo de Clark bafiado



.coﬁ\una golutiGn satur#da de KC1 y aislado del medio por una
membrana YSI tipo standar. El electrodo se colocd eh una cé-
mara con agitacidén y un bafio a temperatura constante.

La circulacién del agua se logrd con un bafio Haake tipb
FE y la temperatura de las mediciones fsiemﬁre fue 30°C.

La fuente'luﬁinosa colocada en forma directa a la cémara
de ensayo a 2 cm de disféncia, fue iuz blanca de 25 watts. El
electrodo ée-cénecté a un amplificador YSI y la sefial de éste
se registrd en un graficador HoneYWell electronic 19. Después
de calibrér el 0 y el 100% de saturacidén de oxigeno en el si%-
tema haciendo coincidir la sefial. del monitor,y-el.graficador,
se comprobé la estabilizacién‘de la corriente de oxigéno a tra-
vés de la membrana“en el medio que iba a ser usado, observin-
dose una linea herizontal reéta. |

Al intreoducir la muestra y disparar el funcionamiento del
sistema dg medicién se obtuvieron lineas de pendiente constan-
te de las cuales se calculé la cantidad de70xigeno de acuerdo
a la éaturacién del sistema y calibracidén de la carta en fun-
cidn del tiempo, tomando en.cuenta que la concentracidn de
oxigeno en.una soluéién satufadﬁ en la C. de México es 185 uM.

'La‘respuesta se did en ﬁmbias de oxigeno/h, mg de cloro-

fila.

Espectro.. de actividad fotosint&tica
Los- valores en la concentracién del consumo y produccién

de oxigeno a diferentes longitudes de onda se tomaron por medio



de un polarﬁgf&fd'segﬁﬁ'las'condiciones,ya descritas, ilumi;
nando las muestras. con luz monocromitica proveniente de una
lampara de 500 watts y el monocromador ya citado, mantenién-
dose‘la camara de -ensayo a 2acﬁ_ de distancia. La intensi-.
dad luminosa 'a las diferentes longitudes de onda fue aproxi-
madamente 12 ne‘inster:nios‘cm—2 seg;j.

El diagramd de:e§£e equip0'se'reﬁresenta en la figura
4.

En el rango‘de,trabajo se manifiesta‘una respuesta 1i-
nea1 éntre-la productién de oxigeno ¥y la intensidad luminosa,
estﬁndo la saturacién:a la-luz muy:por encima de la zona ensa-
yada. |

LOs‘resuitadés“se”dan como
ymelas de oxigeno/hora.mg-clorofila

Espectros de fiu@fescencia

Las medicienes se hicieron en un espectrofluordmetro
Aminco-Bowman. con diafragmas para los monocromadores de emisién
Y de-ekcitacién.de"T mm integrade a un graficador X Y, Hewlett
Packard.

Las determinaciones indicadas se hicieron con el adita-
mento de fluorescencia de frente o microcelda con un paso de
luz de 0.1 cm'para evitar efectoide'autoabsorcién (Gilbault

1973) en un range de 550 a 700 nm.



Figura 4. Las mediciones de produccién de exigeno se llevaron
a cabo colocando la muestra en la céﬁara_del polardgrafo a la
que se insertd un electrodo de--Clark (4). Dicha muestra estu-
vo iluminada per un rayo de luz (1) de longitud de onda se-
leccionada por un monocromador (2). El @rocédimiento se lle-
v6 a cabo-a'temperatura constante mediante el circulador de
agua (3). La respuesta de concéntracién de oxigeno.se‘ampli-

ficé (5) y esa sefial eléctrica se 11evd .a un graficador (6) .
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| 'D'isposifivo para medir'produccion de O, en funcid’n_ | |
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‘Al medir fluorescencia en ficobilisomas se empled una
longitud de onda de 550 hm'para excitar; cuando esta medicidn
fue hecha en pigmentos aislados, se utilizé 550 nm para el

caso de la ficocianina y 600 nm para la aloficocianina.

Gradientes de sacarosa -
a} Gradlente continuo

Se preparo un gradiente lineal de sacarosa expresando
la concentracién a porciento p/p de 1.0 M a 0.25 M.(30.3—
8.64% en amortiguador de fosfatos (KHZPO4 y KzHPOA) 0.75 M
pH 7.0, mediante'una,bomba_Dénsi-Flow con una agitacién'su-
ficiente*ﬁara-réaliéar la mezcla de las soluciones y una ve-
locidad de flujo de.Timi/min. | |

La linearidad del gradiente se comprobd sacando frac-
ciones de 0.8 ml con la misma bomba y midiendo su concentra-

c¢ién de sacarosa en un refractdmetro de Abbe.

Fl

b) Gradiente discontinuo

Se prepararon soluciones 0.25! 0.5, 0.75, 1.0 y 2,0 M
de sacaroesa en amortiguador_de fosfatos 0.75 M pH 7.0,

Se usaron dos tipos de gfadientes con sus correspondien-
tes proporc1ones de 1las {racciones.

2M-1M—075M-05M 025an1 313361318m1y1M—075M—

D,S,M-~¢&wmﬁ'M'_cgn¢614;23211m1_Sc
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Las soluciones se adicionaron . en forma manual en concen-
tracidén decreciente, cuidando que las interfases fueran niti-

das.

Aislamiento de ficobilisomas _
El método empleado ha sido el de Gannt_(1972) con modi-
ficaciones.
- Una muestra de alga resuspendida en solucidn reguladora
,HPO,) a concentracidn

aproximada de 0.5 g/ml, se puso en una jeringa obturada con

de fosfatos 0.75MpH 7.0 (KH,PO, ¥ K

una llave de tefldn y se le aplicd uné presidén moderada para

romper las vacuolas de gas;,ai cabo de este paso, el alga ad-
quifié uné coloracidn mias Qscﬁra y sedimentd con mayor faci-

.1i&ad (Walsby'1977); Se lavé centrifugindose dos veces a

. 5000 x g durante 10 minutos a temperatura de 20°C en el mismo
amortiguador.

Las células del alga sé'rompie}on macerindolas en un
morfero con arena de mar pufificada en proporcién 1:3 p/p por
1 a 2 minutos; se resuspendid én el mismo amortiguador de
fosfatos en proporcién_T;S p/v' y se centrifugd suavemente
(aproximadamente 500 X' g) para remever la arena y las gélulas'
enteras que no fueron rotas.

El sobrenadante se recibié;en un detergente no idnico,
tritén X-100 a una,ﬁoneentracién final entre 2 y 5% agitédndose

vigorosamente por. 30 minutos a temperatura ambiente.
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Las particulas se sepafaron.en el residuo cuando se
centrifugaron a 105000,X g %HQO°C;.Qseifesidgo'a2uI se
resuspendisd en Imi del mismo amortiguador y‘serllevé a un
gradiente éontinuo de sacarosa de 1.0M a O,ZSJ&centrifugéndo—.

se a 270000 x g durante 6 horas a 20°C (Ley y col. 1977).

Alga
¥
Colapso ‘de vacuolas de gas
b :

Lavado
. ¥ o
Rompimiento
¥ .
Particulas membranales
con ficobilisomas
o v _
n. de ficobilisomas
_ +
Aislamiento de ficobilisomas

SelubiliZaciﬁ

Coeficiente de sedimentécién del ficobilisoma -

.Se preparé'un gradiente lineal de 1.0 M (30.3%) a 0.25 M
(8.64%) Cb_s&éﬁﬁgalen el amprtiguador de fosfato ya-
descrito. A ese gradiente se adiciond 1 ml de muestra y se
centrifugd a 39,000 rpm en un rotor SW 41 durante 6 horas a
20°C en una centrifuga Beckman L-75 con integrador.

Después se colectaron fracciones de 0;8 ml cuyo indice
de refraccion.y porcentaje de sacarosa fueron medidos con un

refractometro de Abbe.



‘Los valores de absorbancia para cada fraccidén se re-
gistraron en un perfil localizando ahi la mixima densidad
dptica a 620 nm, asi como la correspdndiente concentracidén de
sacarosa y de esta manera se obtuvb la posicién de la banda.'

El date del integrador incorporado 51 aparato de cen-
trifugacién se tomdé para la determinacidn del Coéficiente de

sedimentacidén . de la siguiente manera:

L THm LT
Zo = 1732 271

TZ‘I‘.I

Z1 = minime percentaje p/p del gradiente de sacarosa
:Z'-=_mﬁiimo percentaje p/ﬁ.del gradiente de sacarosa

L menisco del tubo: distancia radial minima a partir del

eje de la centrifuga.

r, = fondo del tubo: distancia radial mdxima del eje de 1la
~ centrifuga.
ZO = Concentracidn del soluto cerrespondiente a la extrapo-

" lacién de la distribucién del gradiente a radio cero.
El valor de Zo a la densidad dé 1.3 para proteinés y a
la temperatura de trabajo de 20°C, se correlaciond con el
valor AT de la cOnéentracién de sacarosé'p/p en.el cual se-
dimentd la particula menos el valof‘minimo del gradienfe dédo
en el menisco (Ip-Im) obteniéndose en tablas (Griffith 1976)

los valores correspondientes AI empleados en la férmula:



AT
ZO’W'}: ' (.L.\z t -

El valor wzt se obtuvo en el integrador de la centrifu-

ga, donde w es la velocidad angular en rad/segy que estd dada

por zﬁg ‘Tpm. Si se toma en cuenta la velocidad en rpm a la

que estuvo sometida la muestra y el tiempo convertido‘a.ségun-
dos que durd la centrifugacidn, el valor de wzt“puede darse
en. segundos. |

De ese modo, el coeficiente de sedimentacidn o sea la
velocidad de sedimentacidn por ﬁnidad de fuerza centrifuga
en svedbergs (S) o sea710_135, se calculd con:la misma rela-
cién:.
AT

‘.mztﬂ

520w
donde mzt en seguhdos es el valor dado por el integrador del

aparato.'

Disociacién de’ficobilisomas

A) Por déscénso de'temperatura;Iﬂ.mueStra de ficobili-
‘somas se incubé a 4°C,’toméndese el registro de su espéctro
de fluorésceneia a distintds tiempos en el rango entre 590 y
700 nm con una loﬁgitud de onda de excitacidn del550 nm.

El experimento fue observado en‘una duracidn compren-

dida entre-Z y 25 horas.
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B) Por efecto de dilucién
Las muestras se diluyeron de 2 a 60 veces tomindose su

espectro de fluorescencia como ya quedd descrito.

Microscopia electrSniCa

A) Inclusiones

Las muestras de alga a una concentracién de 0.1 g/ﬁl
~aproximadamente, se fijaron por 2.horas a 4° en glutaraldehido
al 2% en amortiguador de fosfatos 0.7 M pH 7.4 (segﬁn Sﬁlensen)
formandose una pastilla de 0.5 mm- de altura aproximadamente en
un “tubo de microfuga de 0.5 ml de capacidad; se retiré el fi-
Jador reemplazandose'por-medio'de lavado que consistid de sa-
c€arosa 0.25 M-en ammrtlguader de f@sfatos 0.1 M pH 7.4 dejan-
dose por 12 horas.

El medio de lavado se sustituyé por una solucidm al 2%
de tetraéxido'de.oéﬁiq [Palade']952; Sabatinil1963) en amorti-
guador de fosfatos a 4° por 2 horas para la postf13ac1on
eliminindose despues y lavando 4 veces durante 15 min cada vez
procedlendo luego a la desh1dratac1on con una serie de con-
centrac1ones de etanol absoluto del 30 (2x10 min cada uno),
después una mezcla de etanol con oxldq de propileno 1:1 (2x15
min) y luege 6xido de propileno (2x30 min) que fue sustituido
por una diiucién'1:1.de 6xido de.propileno;Epon (Luft 1961)
para infiltrar 1la mueStra.durante_fZ a 24 horas procediendo

después a transferir dicha muestra a cdpusulas BEEM previamente



identificadas Yy llenas dé‘reSina Eﬁbq sin diluir. Cuando
las muestras llegaron al fondo de la cipsula se colocaron en
una estufa de polimerizacién a'60°"por 24 a 36 horas.
Después de tallar las pirémides de tamafio apropiado,
se procedid a realizar coftes entre 60 y 90 nm aproximadamente
(con colores de interferencia de gris a ﬁlateado).con una
‘navaja de diamante les cuales se.recogieron con rejillas de
éobre no cubiertas de .300-400 mesh.
Se contrastaron con acetatd de uranilo al 2% en solucién
acuosa y citrato de plomO'al 2% (Watson 1958) (Reynolds 1963).
El tratamiente se hizo'a‘temperaturé de 20°C y 1las

muestras se observaren al microscopio.

B) Tincidn ﬁegatival‘

- En rejilla de cobre con pelicula-cubierta de carbén se
puso:una.gota‘de muestfa; después de un minuto se elimind
el éxceso cbn_papel filtro Whatman # 1, colocando en seguida
1 gota de ac. fosfotfingstico al 2% en solucidn acuosa a pH 6.8
{(Horne 1959, Breenet’y'Horne 1959) volviendo a eliminar el
exceso después de 1 a 2 miﬁutos.

El material seco se observd al microscopio.

C) Criograbado’
- La muestra en forma de pasta se colocd en un portamuestra

de oro y se congeld en fredn 12 enfriado con nitrbégeno liquido,
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transfiriéndose después al.nitrﬁgeno'liquido pasindose a 1la
unridad de criograbado Balzers, enfriada a la temperatura de
-150°C y se procedid a la fractura subliﬁéndose a -100°C. -Pos-
teriormente se evaporb platino-carbén y carbdn respectivamente
los &dngulos adecuados, perﬁitiendo.que la muestra alcanzara la
temperatura ambiente, procediento luego a retirar 1as réplicas
de la superficie fracturada.‘Uﬂoor 19631..E1‘material organico
adherido a la réplica, se dizi;ié con una mezcla de 5 g de H,
Crzo7 en 50 ml de agua y 5 ml de HZSO4 conc. por 12 horas (en
ocasiones se tratd después con hipoclorito -de sodio. Santander
1968). |

Las mﬁestras-recqgidas en rejillas de cobre de 400 mesh
sin cubierta, se observaron al microscopio electrdniéo como

en los otros casos, marca Jeol Modelo'joﬂBroperando a 600 KV.

Determinacién de fdsfatos

De acuerdo al método de Fiske and:Subarrow, la medicién
se ménejﬁ de la siguiente manera:
a) Cada tubo con 7.8 ml de agua fue adicionado de 0.2 ml de
solucidn pfobleﬁa. Para el caso del blanco esos 0.2 ml del
problema se reemplaZaron por 0.2 ml de agua y en el caso del
estindar por 0.2 ml de una solucidn que contenia 2.5 mmolas
de fosfato monosédico y disédico.
b) A todos se le adiciond 1 ml de molibdato de amonio agitan-
do para la formacidn del fosfomolibdato de amonio.
-c) Se agregd 1 ml de FQSO4.7H20 con agitacién para incorporgr

el reactivo.

1T ™ T . - -, - . e
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El sulfato ferroso’ se prepard con 4 g de FeS0,.7H,0 y
1T ml de HZ_SO4 7.5 N y se aford a 40 ml1 con agua. El molibda-
tode amonio con 66 g llevado a 1 litro con H2804 7.5 N. B
Determina¢16n.de”conductividad:' |

En un conductimetro calibrado se hicieron.ias medicio-
nes introduciendo la muestra al bulbo que coptenfa'el elec-
trodo, manteniendo constante 1la temperatura.

El reéultado,en-miCro o milimhos del problema, se re-
laciond con los patrones fijados.

Determinacién de proteina

Se siguid el método - de Lowry (1951) émpleando como
estindar albﬁminé bovina a una:concentracién de -1 mg/ml y los
siguientes reactivoéf
A.- Na,CO, al 2% en NaOH 0.1N
B.- CuSO,.5H,0 al 1% y

- tartrato doble de sodio y potasio al 1%
c.- 50ml de A+ 1nl deB
Reactivo de'Folin-Ciocalteu'diluidq 1:1

Las muestras se adicionaron de 5 ml de solﬁcién C agi-
tando y dejando reposar 10 minutos, agregando deépués 0.5 ml
de reactivo de Folin dejando reposar 40 minutos mis, para
leerse en-el espectfofotémetfo a 750 nm-y comﬁararse con la
curva patrdn prepafada éon el estdndar citado de albiimina

bovina en el rango en el cual este método es sensible.




'Cromatografia_en Hidfoxilaﬁatita
Primera columna _

EFl soporte'ECa3 CPO4)2’Ca(OH)2 (Bernardi 1968) fue
~resuspendido en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0
‘équilibrﬁndose con unos 50 ml dé igual amortiguador'hasté te-
ner un flujo de unos 3 ml/hora.

Las dimensiones de la columna fueronm 7.5 cm de largo y
2.5 cmde didmetro; en ella se puso una muestra de 7-10 ml
de ficobilisomas colec¢tados, concentrados por membrana de
amitén PM-10 y dializados.durénte una noche en amortiguador
10 mM de fosfatos pH:7.U,

A peéar que.lﬁ muestra estaba en 10 mM . de foéfato_y la
columna fue calibrada con un amortiguador 50 mM de fosfatos,
se corrid 1a.cromét0grafiary se obtuvieron buenos resultados

los cuales se incluyen.

Segunda éolumna

.La hidroxilapﬁtita de igual lote fue resuspendida en
10 mM de fosfatos'pH-7;0 équilibréndose con el mismo amorti-
guador y llegando a_un_flujo séﬁejante al.anterior.

La longitud'de”la columna fue 7.5 cm y su didmetro 2.5
cm. La muestra se solubilizé en 10 mM de fosfatos pH 7.0,
agitando aproximadamente 1 cm dé la parte Superior del sopor-
te para evitar la formacién de burbujas, éluyéndose con un gré—

diente lineal de fosfatos desde 10 mM hasta 200 mM.




Tercera columna

El soporté fué preparado en amortiguador.ée fosfatos 50
'mM pH 7.0 con‘b.OZ $ de azida de godio para evitar contamina-
cidén bacteriana. |

Las -dimensiones de la columna fueron 9.8 cm de longitud
x 3.7 cm de didmetro, el volumen colectado antes de la apari-
cidén del color fue 16 ml dejandose eluir hasta ver una sepa-
racién de tonos'azules; se colectd la FC y después la AFC.

La FC aislada separada se concentrd ‘por amicén PM-10.

La AFC éluida_se pasd a otra columna de hidroxilapatita.
Cuarta columna

El amortlguador usado fue fosfatos 50 mM pH 7.0 (desde.
éste momento dlchos amortlguadores 51empre fueron ad1c1ona-
dos de azida de sodlo_al 0.02% y gramicidina 1 ug/ml).

.Las medidas dé 1a,c01ﬁmna fﬁeron 16.3 cm,dé longitud y
1.8 cm de didmetro.

10.m1 de 1a ficqcianina obtenida de la tercera columna
y conceﬂfrada.ﬁor mémbrana de amicdn PM-10 se recromatografia-
TON en hidroxilaﬁAtita con igual amortiguador eluyéndose con
"1a misma.soluciﬁn de fosfatos. Se tuve un volumen de 31 ml
antes de aparecer el color azul y se coléctaron:fracciones de
5> ml cada una. -

La aloficociaﬁina adherida-a la matriz de hidroxilapati-
“ta se'sefarérde'ahi, por medio de presidn & aire, depositin-

dose el contenido de la columna sobre.un refractario pyrex



procediendo a cortarla con una navajayse pasd a otra columna
de hidroxilapatita; de dimensiones 12.5 cm x 2.4 cm eluyéndo-
se con un gradiente de fosfatos de 50 a 200 mM pH 7.0, siendo
las' fracciones de 5 ml cada una y el volumen que precedid al

tono azul de 19 ml.

Quinta columna

Se empled el mismo amortiguador de fosfatos 50 mM pH
7.0, LaS dimensiones de 1aicoluﬁna fueron 21 cm de largo y
2.1 cm de didmetro.

Se eluyﬁ-con el mismo amortiguador y las fracciones don-
de se recogié.la‘fiCocianina fuéfon'de 5 ml. La aloficociani-
na se separd como en eigcaso anterior y se eluyé con igual
-rgradiente de 40 ﬁM a 200 mM.

A cada ﬁna &é las fracciones de las columnas se les so-

metid al anﬁlisis desérito en "Resultados".

Electroforesis en geles de”poliacrilaﬁida
Se siguié el método referido por Gantt (1974) haciéndose
en tubos de 10 cm de longitud y 0.5.;m_de didmetro. |
El- gel se preparﬁ ﬁezclando_S ml de A, 10 ml de B y 33 ml
de C. .
A: 5.83 g de tris y 0.46 ml de temed ajustando a pH 7.9
B: 24 g de acrilamida'y O;S-g‘de bisacrilamida /100 ml

C: 14 mg de persulfato de amonio/100 ml.
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El amortigﬁador del reservorio fue asparagina 0.034 M
ajustado a pH 7.3 con trizma-base.

Los ficobilisomas disociados o los pigmentos por sepa-
rado se disolvieron en sacarosa al 15% poniendo sobre el gel
25 pg de proteina. |

La electroforesis‘se realizé6 a 325 voltios, mantenien-
do una temperatufa de 10°C por medio de circulacidén de agua
~durante 3 a 4 horas. |

Una vez separadas las bandas, manifiestas por su color
intrinseco, se sacaron del tubﬁ y se tifieron con azul de Cog-
massie al 0.2% en 10%.de metanol v/v y 7% de écido acético
durante 40 minutos a 37°C, después Se.destiﬁerdn.con igual

solvente.

Electrofbresié coniDQdecil Sulfato de Sodio (DSS)
Patrdén No. 1 -
| dSe,lleﬁé.a cabo'électroforesis con dodecil sulfato de

sodio para obtener criterio de purezé y dato de'peso molécu-
lar en los pigmentos ya'aislados. |

El amortiguador concentrado para el reservorio fue |
glécina 767 mM tris 74 mM pH 7.3 ( Laemli 1970) dilufdo 1:4
+ 10m1 de DSS. al 10%. | |

El amortiguador del gel de separaciﬁn fue tris 2 M pH
8.8 (20%). |

‘El amortiguador del.gel‘defcondensacién fue ei anterior
pero al 6.5%. | |

La_proporciﬁn de ' persulfato de amonio fue 1% y de TEMED



10%,.13 relgtién'de bisacrilamida a acrilamida de 1:37 y 11%
' de acrilamida. |
La solucidén digestora mantuvo una concentracidn final
de 1% de DSS,‘1%'de mercaptoetanol, 5% de glicerol y 0.005%
de azul de bromofenol.
| Se usaron como marcadores, proteinas de peso molecular
anocidO'empleéndose 25 ﬁg de citdcrdmo o de.caballo, lisozi-
mﬁ, mioglobina, ovoalbtmina, albGmina de Suero,.quimotripsi—
négeno, cadenas ligera y pesada de v globulina y apoferritina.
Los geles se tifieron y destifieron de la forma ya des-

crita.

Patr6én No. 2
| 1 mg de ficebilipfoteina liofilizada, disuelta en 1.0

ml de fosfato de sodio 10-mM pH 7.0, 1% de SDS. y 1% de mer-
captoetanol se digiriﬁrdurénte 3 mihutos a 90°C dejéndola
~enfriar y luego siendo aplicada a geles preparados con 10% dé
- acrilamida con una proporcidn de 1:37 de bisacrilamida a
acrilamida, tomdndose para el gel de cbndensécién 3% de acri-
lamida. | |

El amortiguadbr.delxresemnnio"'fué preparado con NaH2P04.
'HZO 3.5mM y 19.0. mM de'NaZHPO4;7 HZO, 0.012% de DSS pH 7.3.

La corrida se hizo dUranfe 4-6 horas aplicando una co-
rriente de 8 mA/tubo. |

Despuésrde la migracidn, los geles se sacaromn, tifiéndose
con 0.2% de azul_de-Codmassie en 10% de metanol v/v, 7% de

dcido acético durante 40 min a 37°C; la destincién se.hizd de



- la manesracya citada:

Patrén No. 3

Se siguid el método general del ﬁatrén_No. 2 para traba-
jar en placa con la modificacidn de poner una relacién de 1:27
'de bisacrilamida a acrilamida y. se corrid a 8 mA/pozo duran-

te-B—TO'horas.

Patrdn No. 4

Se siguid en términos generales el'pétfén'No. 2 con amor-
tiguador'de fosfatos ﬁHﬁ?.S-'iﬂ% de acrilamida con la diferen-
cia de tener una relécién b:a.d9 1:18.5. La corriente emplea-

da fue 8 mA/pozo durante 10-12 horas.

Patrdn No. 5

Se prepéraron-plécas agTegaﬁdo cantidades crecientes de
proteina,ldeSde'S_haéta.SOHﬁg tv&ﬁﬁmd@WS ug) ennun,gel.qué fue
adicionado de poliacrilamida'lineal al 0.3%, acrilamida total
10% y 1:18.5 la relacién bisacrilamida a acrilamida.

Se aplicd una corriente de 20 mA a'una temperatura de
-10°C por recirculacién &e'agua durante ZO‘horas, cambiéndo
el amortiguader de fosfatos del reservorio cada 6-8 horas.

Se tifieron en la forma antes descrita.
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COEFICIENTE DE SEDIMENTACION DE FICOCIANINA Y DE ALOFICOCIANINA
‘ Se prepararon gradientes de sacarosa de 0. 15 M a 0.8 M

(5 a 25%) en amortiguador. de fosfatos O 2 MpH 7.0 (lelnskas
1978) de la manera ya 1nd1cada.

Sobre el gradiénte se colocd 1 ml de muestra de los pig-
mentos ya aislados por cromatografia y se centifugaron 18 horas
a 39 000 rpm con un rotor SW 41 a 20°C tomando el valor dado
por el integrador.

'S¢ separaron las fracciones, leyendo su deﬁsidad:éptica
a 620 nm para la.ficdcianina.y'650 nm para la aloficocianina
y se siguid el método. de 1Qcaliza¢16n. de la banda y cédlculo

del dato, de la manera.ya referida.

REGISTRO DENSITOMETRICO DE L,0S ELECTROFOREGRAMAS

Para 6bteﬁef estos trazos del electroforcgrama se em-
pled un espettrofotﬁmetro'Gilfofd 240 acoplado a un Registra-
dor Gilford 6040.

E1l aparato se calibré a la mixima longitud de onda de
absorcidén del azul de_Coomassie-o sea 567.5 nm |

‘ La muestra se colocd en la celda.con agua bidestilada

_cuidando que no hubiesen burBujas y que la superficie del
gel fuera tersa. 3i el gel tiene zonas deterioradas, se
regiétra,un artefacto en el trazo obtenido.

. Se m1d10 una, zona no tefiida del gel, la cual se tomé co-

mo blanco de ahi se ajustd el aparato, después se hlzo des-



plazar la celda que contenia el electroforegrama a una veloci-
dad dada que permitiese resolver los componentes en un trazo

que fue recogido en el graficador.

MEDICION DE DENSIDAD OPTICA DE LAS BANDAS DE LOS
ELECTROFOREGRAMAS h

Las bandas coloridas de-1os‘electroforegramas, se corta-
ron, homogenizidndose. con un vdstago por unos 3 minutos en 50%

b

de etanol v/v, luego se incubaron por 1 hora a 37°C y se cen= "’

trifugaron a baja velocidad durante 10 min. El sobremadante'

S

quedé azul y el.gel totalmente incoloro.

Se 1ey6-la densidéd.épfiéa'de las soluciénes a 567.5 nm.
Cromatografia en Sephadex GFZGO

Una columna de 62 cm de longitud y 1.5 cm de didmetro
fue empacada con Sephadex G-Zﬂﬂ.en.ambrtiguador de fosfatos.;
0.1 M‘pH.7.0 y equilibrada con la misma solucién_réguladora
hasta tener una velocidad de 6 ml/hora. |

Se calibrd con cuatro marcadores protéicos; citocromo
c, ovoalbﬁmina;'y globulina y apoferritina,"El volumen vacio
se midié con azul de dextrin. |

La muestra dé'ficbbilisomas disociados por. didlisis en
amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.0 y concentrada por membra-
na de amicdn PM—]O; se adiciond en la parte superior de la co-
lumna. Se colectaron fracciones.de 3 ml médiante un colector
LKB 7000 que fueron monitqreados por'su densidad éptica a 620,

650 y 280 nm.



'Reactivos

Acido acético

Acido dicromico

Acido etilendiamino
tetraacético EDTA

Acido fosfoérico
Acido fosfotingstico
Acido sulffirico
Acetona

Acetato de uranilo
‘Acrilamida

Alblinina bovina

Albtmina de suero (grado _

electroforético)

Alcohol etilico absoluto

Anhidrido dodec11n11 suc-

cinico DDSA .
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MATERTALES
P.M.
CHL~CO011 60,05
H,Cr,0, 217.985
336.2
- HO, 198.00
H3PH, 20,0 14H,0  3133.27
H,0, 08
58.08

C3H60
o (C

CH?—CHECO.NH?

lote #84C-8100

2) ZHéO 424 19
71.68

99% pureza

C2H§OH 46

Anhidrido metil nddico (NAM),

Apoferritina (grado elec-

troforétlco)
Arena de.Mar_purificada
Asparagina ’

Azul de bromofenol

Azul de.CoqmasSié

C4H'8N203 HZO 150.14

3131515 tetrabro-
mofenol sulfonftaleina

© Azul Brillante

Baker ¥
Baker

Sigma
Mallinckrodt

. Poli Sciences Inc

- Merck

Baker
Poli Sciences Inc
Bio-Rad

Sigma

Schwarz/Mann

Merck

E. Microscopy -
Sciences

E. Microscopy ?
Sciences

Schwarz/Mann
Merck

Merck

Sigma
Sigma



Azul de Dextran 2000
Azida de sodio

Benzil dimetil amina

Bicarbonato  de sodio

Bisacrilamida

- Carbdn activado
Carbonato de sodio
" Cianuro de potasio
Citrato‘de plomo

Citocromo C de caballo
(grado electroforética) .

Clorurodde calcio
Cloruro de manganeso

Solucion saturada de
cloruro de potasio

Cloruro de potasio
Cloruro de sodio

3-(3-4 diclorofenil}-1,
1-dimetil urea DCMU

Sephadex DEAE 50
Dodecil sulfato de sodic
Dioxano

- Epon

Folin-Ciocalteu

Fosfato de potasio
dibisico. :
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Lote 140428c

KéHZPO 174,

4

NaN3 65.02
NaHICO3 84.01
N,N'-metilen Bisa-
crilamida - 15417
NaZCO3 106

KCN 65.11
Pb3(C6HSO7]2.3H20 1053.88‘
;Caﬂlz.ZHéO 110.99
MnC12,4H20 ' 197.91
K1 -  74.56
KC1 74.56

NaCl 58.5
223,10

288.4

C4HI802 - 88.11

18

'Nbrck

Sigma

Pharmacia
Sigma

E. Microscopy
Sciences

Baker

Bio-Rad
Bio-Rad
Baker "
Baker'

Pgly'ScienCES Inc.

YSI

Merck

Merck

ICN
Pharmacia

Sigma

Miller Stephenson
Comp. (Shell Corp.)

Mérck




Fosfato de potasio

monobésico

Fosfato disddico hepta-

hidratado

Fosfato monosédico
monihidratado

Glicerol
Glicina

Yy globulina gradd
electroforético)

Glutaraldehido
Gramicidina

Hidroxilapatita

Hipoclorito de sodio

Lisozima
Manitol'
Nbrcaptoetanol
2-Midroxietil
mercaptano -

Metanol

Mioglobina (grado’
electroforético}

Molibdato de amonio

Nitrato de sodio
Nitrato de cobalto

| Nitrégeno1liquido

Ovoalbifimina (grado elec-

troforético}

Oxido de propileno

- 60. -

NazHPO4.7H20

NaH2P04.H20

CoHgOs

CHZ NHQ-COOH

Lote No. 44212

Cef1149%

(H.,O0H

136.09
272

137.99
92.09
71.0

74.45
182.17

78.1
32.043

CNHﬁ)ﬁMQ702&T4HéO 1235.86

NaNO3

'cO(Nos)z.sﬂéo

85.0
291.052

45000

Merck
MErck 

Merck

Eastman

Sigma

- Schwarz/Mann

E.'Microsccpy
Sciences.

Sigma

BDH

Ladd Research Inc
Sigma |
Mérck

Sigma
Baker

Schwarz/Mann
Merck
Merck

Baker

Liquid Carbonic

Schwarz/Mann



Platino-Carbdn

Persulfate de amonio
Poliacrilamida lineal

Quimotripsindgenc {grado

electroforético)
Sacarosa
Sephadex G-200

Sulfato clprico

Sulfato de magnesio

Sulfato de niquel
Sulfato de sodio
Sulfato de zinc

Sulfato ferroso

Tartrato doble de sodio

y potasio

Temed. N,N,N'N' tetrametil

etilendiamina

Tetradxido de osmio

Tris-HC1 hidroximetilamino

metano
Tritén X-100

Trizma base
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Cy2H22014

&ﬁD4,550

4.7H20

NiSO4.6H20

MgS0

NayS0,

ZnSO4.7H20
: FeSO4.7H20

C 4H 4O6I<Na . 41-120

0s0

228.2

342.3

249.68
246.498
262.872
142.04
287.558
277.9

282.23

254.20

121.14

Ladd Research:
Sigma |
BDH

Schwarz/Mamm
Merck
Pharmacia
Baker
Baker
Baker

Merck

‘Baker

Sigma
Merck

Bio-Rad
Engelhard,lnd.

"Merck

Sigma
Sigma
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* Medio de Argel modificado (por exclusidn de algunos componentes) pH 9.5

(Vega, 1976).

g/1
NaHCO, 22
NaNO, S 3
HgPO, | 0,33
KC1 | 1.44
NaCl . - 1.00
Na2804;th ‘ 1.00
EDTA 0.07
SR S Vool Y

Solucién 1 de oligoelementos

I1,.B0, | 2. 860
MnCL,. 4H,0 - 1.810
ZnS0, - 7H,0 0.220
Co(NO,) . 6H,0 o 0.044
CuS0, . 5,0 | - 0.079
NiS0,. 6H,0 0.047

(a) ml para una concentracitn de H"3PO4 al 85%.

-



- 63 -
EQUIPO

Bombha de gradienﬁes Buchler Densi ﬁlow Modelo II C.
Colector de Fracciones LKB 7000.

Centrifuga L-75 con integrador (Beckman).
Circulador de agua Haake tipo FE.

Conductimetro tipo CDM 2d.

Destefiidor de geles Bio-Rad Modelo 172A con cartucho de carbén
activado. '

Electroforesis en placa Bio-Rad Modelo 220.
Electroforesis en tubo de Bio-Rad Modelo 150A.

Espectrofluorémetro Aminco Bowman acoplade a un graficador XY
H, Packard y aditamento de fluorescencia de frente.

‘%%@éﬁ%}ﬁ%ﬁtémetro Beckman DB.
' ﬁ%pééfrafotSmetro Cary 15.

Espectrofotémetro DW Aminco Chance con limpara de tungsteno para
el visible ' _

Espectrofotémetro DW-2a Aminco con agitador magnético.

Espectrofotdémetro Gilford 240 de geles para barrido y registra-
dor G 6040. '

Espectrofotémeﬁio Zeiss PMQII con l4mpara incandescente de tungs-
teno 6W 30W o limpara de deuterio tipo H 30DS (en el UV).

Filtro radiométrico con lectura espectral_plana'entre 450 y 900 nm.
Fuente de-boder S?arle de Buchler Instruments.
Fuente luminosa de 25 watts. | |
Fuente luminosa .de 500 watts.

Homogenizador Virtis .45S con vaso 16-101.



" Membranas de Amicén PM-10, XM 100A y XM 300
Mezclador de gradientes Varigrad.
Microceﬁtrifuga Beckman 152.

Microscopio electrbnico Jeol 100 B.
Microtomo C,-Reichert“Om U3.
Monocromador Bauch,G-Lomb con diafragma de entrada 10 mm y dia-

fragma de salida 5 mm. .

Polardgrafo YST, Electrodo de Clark y cimara del electrodo, mo-
nitor y graficador Honeywell electronic 19.

Pdfengiémetro Corning Modelo 12 con-escala expandida.
Radiometro-Fotdmetro 40A 0pto—Meter de Light Measuring Instruments
Refractémetro de Abbe.

Sonicador Branson Sonifier B-12 a 600 watts, con empleo de
micropunta. '

Unidad de Criograbado‘Baizers.



RESULTADOS

Espectro de Actividad foﬁosintética.
!

La influencia de los pigmentos auxiliares en la foto-
sintesis de Sbi&uﬂina“maxima'se midié por un espectro de ac-
tividad fotosintética seleccionando ia respuesta de produccidn
de oxigeno en funcién_de-ia‘longitud de onda en el rango én—
tre 400 y 700 nm.

Un espectro de accidn permite la idéntificacién de sus-
tancias responsables de un fenémeno; diché respuesta se mnor-
Jﬁ§}}za y se grafica el inverso de la intensidad luminosa que
'fggoéujo gsa réépuesta vs la longitud de onda. .La compara-
cibn éntre el espeétro de accidn y el espectro de absorcidn
de los sensibilizadbres establece una relacidén estrecha entre
la respuesta analizada y la identidad espectroscdpica de los
componentes en el fenbémeno de estudio.

Para tal efecto, se procedid a medir el espectro de

absorcidn en el sistema analizado.

1. Espectro de absorcidn e identificacidén de pigmentos en.
SpLrulina maxdma.
" El éspectro de absorcién de Spirulina maxima completo
en el rango citado se hizo en un espeCtrofotémetro Aminco-
Chance con una operacidn general del siguiente tipo: el paso

de 1a luz de una fuente por el sistema dptico del aparato
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BIBLIOTEC,
BEPT®. DE BIOQUIMICA

iguala las intesidades.de do$ rayos; los cuales son coli-
mados y.dispersados saliendo por un diafragman, luego, median—
te un alternador se cortan y se ponen en fase a una frecuen-
cia'fijé para pﬁsér alternativamente a trévés de otros espe?
jos hasta las celdas de la referencia y de la muéstra, ¢sa

luz Fraémitida activa-la f@tomulti?licédora que genera una
sefial la cual se amplifica por su. sistema de dinodo y luego
se registra, El contenido de la celda se mantuvo en ag1tac16n
para evitar la sedlmentaclén de la muestra y por tanto permi-
tir la Interaccifn entre la luz Yy los pigmentos fotosensibles,
asi mismo la cercania de la celda al fototubo limité 1a pér-

dida de sefial luminosa que se recogif luego como sefial eléc-

“trica @Manual de operac16n del Espectrofotémetro Amingo- Chance)
' Muchos trabajos de andlisis espectrosc6p1c0 sobre los

plgmentos in vdive. responsables de 1a fotosinte51s en algas

verde-azules han puesto de manlflesto los siguientes compues-

tos ¥ sus picos u hombros de absorcidn:

Seflales de Coeficiente de Referencias
Absorhancia -extincién mg/ml, - \
. . Cm : Sas
Clorofila 385-395 Wildman y
420-425 col, 1974
675-679 ‘ |
678 €678707 3 Arnon 1974
Ficocianina 585-595 Wildman y

625630 - . col. 1974,



E =4.16 Gantt vy
- 620 col. 1974

Aloficocianina 645-650 Wildman y
€ =500 col. 1974
650 7° Gantt y col.
1874

Carotenos 435-440 ‘ - Wildman y col.
480-490 - 1974

En la fig. 5 se describe el espectro de absorcidn del
alga completa y se observan los picos responsables de tales

pigmentos: la clorofila se manifiesta en la zona del azul

E@n:un:pieb a 442 nm y otra sefial en el rango del rojo a

: ﬁ,féla§i§nJB.,O. /D.0 es 1.48, valor que

o 442 '675-
@rﬁﬁ@mcia de otros componentes que también absorben

y&@ma}delfazul ¢ inclusive afectan la simetria de la se-

ﬁai; eétas éustancias con respuesta entre 450 y 550 nm son

los carotenos que Dumartrait (1976) ha encontrado en Spirulina
platensis y Gémez Lojero en Sbinuﬁina max{ma en la zona entre

475y 500 nm.

El pico.en 620 nm responde'a'la ficocianina (Gantt y col,.

. 620 675
manifiesto el alto contenido de este pigmento en el sistema de

1974}, La relacibén D. 0. /D.0. es de 0.87 poniendo de
estudio; el trazo de la primera derivada en este punto, corres-
ponde a cero, o sea da identidad de un mAximo de absorcidén; de

hecho la ficocianina es el pigmento auxiliar mas abundante de

Splrulina maxima.



Figura.5. Espectro de absorci&n.y primera derivada de una
muestra de alga completa de Spinu££nd deéﬁd( :El'espectro

de absorcidn, corregido por 1inea base, muestra sus valores
mdximos en 442 y 675 que identifican a la clorofila, en 620
que corresponde a la ficocianina. La zona de 450 ~a 550 -
rresponde a los carotenos. La primera dérivada manifiesta

con valores 0 o camhios de pendiente los méximos de absorcidn

o los otros componentes.. el A) fue de Z nm.
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En‘el espectro de absorcidn obtenido no se hace visible
la sefial de AFC en 650 nm por el enmascaramiento de la gran
cantidad dé clorofila, ya que én este punto comienza la sefial
de tal pigmento.

La primera derivada sefiala con sus picos los niveles
energéticos a los cuales se detectan componentes, poniéndose
de relieve la heterogeneidad de las entidades presentes; los
miximos de absorcidén se leen en el trazo como derivada cero y
se pomprueba que hay congruencia en los registros de absor-
cién y de primera derivada que sefialan presencia de los pigmen-

tos implicados.

2. Produccién de oxigenOﬁ

La producci6én de oxigeno fue la respuesta seleccionada

‘para medirse en funcidn de la longitud de oﬁda,.tal medida es

una respuesta del proceso fotosintético,

:

CO, + HYO0 hv vy clorofila,_="(CH20) + 0,

En las condiciones empleadas, con una cantidad alta de

‘aceptor de electrones, este dato significa la actividad de

los dos sistemas fotoexcitables.

Esa produccién de oxigeno se midid polarograficamente
dando periodos luz-oscuridad al sistema,obteniéndose respﬁes—
tas como la seﬁaladé en la fig. 6.

La inyeccidn de la muestra a la cdmara en oscuridad ofre-

-~ ce una respuesta de consumo inicial de oxigeno; cuando se pone




Figura 6. Trazo del polarégrafo en consumo 'y produccidén de
oxigeno con periodos de luz y oscuri&ad. Se incluyen los da-=

tos de las pendientes.en imolas 0;/h.mg clorofila.
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en presencia de luz, la pendiente cambia de signo y da sefial
de produccidén la cual se mide teniendo en cuenta la calibra-
cidén de la carta y el tiempo de ensayo, refiriendo el resulta-
do a concentracidén de clorofila, como es usual en este campo.
El primer ciclo oscuridad-luz presenta valores aparen-
temente menores que los obtenidos en los siguientes ciclos en
los cuales se ve un registro cuantitativamente estable en un
tiempo aproximadc de 15 minutos; esto delimita el tiempo de
observacidn en un estado estacionario que asegura relativa
uniformidad de la respuesta. |
! Se observdé un paralelismo entre el consumo y la produc-
cién de oxigeno, de modo que se ven afectadas las dos sefales
por agentes fisicos o quimicos tales como el tiempo, incubacién
en la luz, temperatura etc., por tanto se tom6 el valor del

consumo como un indice indirecto de la viabilidad del alga en

su respuesta en la liberacidn de oxigeno.

ASi'pues,.la producciﬁn de oxigeno en muestras de alga
completa fue medida en condiciones estandarizadas de natura-
leza de.amortiguador empleado, cantidad de alga, temperatura,
pH, . intensidad luminosa y wviahilidad del aiga, parametros que
se analizan en el Aﬁéndice. | |

Se cuestiond si las mediciones de produccidn de oxigeno
reflejaban los valores netos ya que se sabe qué tanto las
plantas supériores como las algas realizan el proceso respi-

ratorio y entonces el valor observado en la produccidn es in-



ferior al real puesto que parte de ese oxigeno producido por
fotosintesis estaria implicado en el fendmeno respiratorio.

La Correccién cuantitativa al proceso no se conoce, tan
s6lo se marcan los limites; la subestimacidn se mea como la
respuesta 1eidé en el polarégrafo y como dato de sobrestima-
.ciéﬁ sé_considera la suma de los valores del consumo y de la
produccién asumiendo que el consumo en la oscuridad pérma—
nece en igual proporcién en presencia de la luz como Van
Norman (1952) sefialé. con sus experimentos realizados con isé-
topos pesados de oxigeno donde %40 que pone en fase gaseosa
se consume en forma proporcional a la velocidad de respiracidn
y 32O presente en el agua se consume en la oscuridad pero tam-
bién es consumido y.producidOZen la luz.

En los experimentos aqui.efectﬁados, se mantuvo alta la
concentracidén de CO, (26 mM o 50 mM de bicarBonato) para ase-
gurar el flujo de electrones hasta el aceptor final y reducir
el efecto de respiracién en la luz y muy por arriba del wvalor
"de compensacibn o sea la concentracién de CO2 arriba de la

cual se observa fotosintesis neta.

3. Espectro de actividad fotqsintética con 1uz:monocromética

Se midid la produccién de oxigeno en condiciones estanda-
rizadas, 'empleando medio de Argel (26 mM de bicarbonato de
sodio) para asegurar una alta proporcidén de aceptor final de

electrones,



Cuando se probaron otrbs amortiguadores, manteniendo 50 mM
de bicarbonato, sé obtuvo sélo 28% de la respuesta vista con
el medio de Argel.

Una condicidén experimental limitante de este estudio fue
la baja intensidad de luz monocromidtica a pesar de empléar una
fuente de 500 watts, pues €sta se redujo mucho al pasar por el
monocromador; sus valores se sefialan en la tabla I y en la fig.
7, esta condicidn de trabajo no permitid normalizar la respues-
ta para graficar los parimetros acostumbrados de 1/10 vs A,
sino‘que se graficd la eficiencia fotosintética a diferentes
longitudes de onda, comparando con los valores del espectro de
absorcién, viendo larconcordancia de los dosrdatos en la zona
de absorcién de las ficobilinas.

Se procedid a medir el cambio en la concentracidén de
oxigend (o) al variar la longitud de onda entre 400 y 700 nm
localizédndose una respuesta positiva a partir de 550 nm; los
valores mds altos se encontraron en la zona de 600-650 nm
que es donde se localiza la absorcidn de las ficobilinas. El
valor a 650 nm a veces fue igual que a 620 nm y en ocasiones
se vid aumentado, indicando asi que la aloficocianina que ab-

sorbe a esa A de manera preferente, tiene la mayor eficiencia

'

en €1 fendmeno.

Revisando la zona de los carotenos se aprecia que Estos,
précticamente‘no‘resbpnden en la produccidén de oxigeno medido
en estas Condicones; asi que puede inferirse un bajo acopla-
-mieﬁto en transferencia de'energia y esto dirige una presun-

cién en el sentido de otra funcionaiidad de estos pigmentos,



TABLA 1

ESPECTRO DE EFICIENCIA FOTOSINTETTCA
CON LUZ MONOCROMATICA

Aen Produccién de oxigeno Intensidad luminosa
nm en umolar de Oz[h.mg cl ﬁ-einstenios.cm_% ho
400 _ 13.51 3.46

425 _ 14.24 4.04

450 | 14.74 4.61

475 14.74 5.43

500 14.98 5.06

525 : : 14.49 5.04

550 | 18.4 5.47

575 . , , 20.12 5.69

590 | 19.88 5.32

610 20.6 5.32

620 21.59 5.80

640 ' 21.59 5.59

650 , 21.59 5.63

675 19.73 5.59

700 . 15,35 5.24

Produccidn de oxigeno en fumcidn de la longitud de onda a las intensi-
dades marcadas. Se hizo correccién por el consumo con la oscuridad. Consumo
inicial de oxigeno 16.2 umolas de O, h-! mg clorofila-!, concentracién del.-- .
alga: 16 mg/ml en medio de Argel pH 9.5, temperatura 30°C, cantidad total -~
de clorofila 72.3 ug; separacién entre en monocromador y el filtro 5 mm. -
Corriente 25 amperios, potencia de la lampara 500 wattios, diafragma ,
de entrada 10 mm, diafragma de salida 5 mm. La intensidad luminosa fue :
medida con un fotémetro y filtro radiométrico. Las mediciones se hicieron
con un polarbgrafo YSI conectado a un graficador Honeywell 19 electronic.

7



Figura 7. Espectro de absorcidn del alga intactaﬂﬁ;, ) v
sefales de produccién de oxigeno a ciertas longitudes de onda

{0). En la zona responsable de las ficobilinas se pone de

manifiesto la doble respuesta,
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como puede ser la de antioxidantes.

Se pudo apreciar'ﬁna pequeﬁa respuesta a 675, por lo
menos parece que hay cierta influencia de la clorofila del
centro de reaccidn I.

Los trabajos de Tel-Or y Malkin (1977) postulan qﬁe el
rendimiento cudntico de produccidn de oxigeno en el PSII se
ve contribuido por las respuestas de los pigmehtos componentes:
ficobilinas, clorofila y carotenos:

Rendimienfo cuintico

P13

- 011 [“II' (PC) + Bpp (C1) + Yip (C“”)]
donde o , By y significan las posibilidades de transferencia
de energia y (PC) (Cl) y (Car) son las absorciones fraccioﬁalesg
si se analiza la zona de absorciﬁn'de las ficobilinas entre
580 y 650 nm donde se ve que la contribucidn de absorcién frac--
cional para estos pigmentos es alta, para clorofila es muy ba-
ja y para carotenos es nula; los té€rminos B (Cl)-y v (car) se
verdn afectados por sus corres?ondientes valores, por tanto ed
rendimiénto cudntico del PSIT tendri por componente efectivo a
las ficobilinas como principal contribuyente del fendmeno.
Entonces, cuando se ve le rendimiento cuénticq del PSTI
en ese rango de X%, los valores encontrados en lq zona seran:
la absorcidn fraccional por su coeficiente de transferencia y

‘la sefial en el registro del espectro de accidn se acercarid a



una linea recta horizontal (fig. 7). Si se desglosara la res-
puesta para FC y AFC y considerando la absercidn fraccional
de AFC menor.que la FC, (Gantt 1974, Lemasson 1973) el ver
una respuesta experimental para 650 igual o‘mayor que.aﬁfdlnm
hablaria de una eficiencia mayor de este pigmento en el fend-
meno medido.

Esta dependencia tebrica de las ficobilinas en la pro-
dﬁcciéﬁ de oxigeno, afianza el reéultado experimeﬁtal encon-
trado.

La figura 7 compara los espectros de.abéorcién y de pro-
duccidén obtenidos.,

La:ihféfﬁ?etagiﬁn”ccuantitativa.se hizo en el nivel de
sobreSétimagiGﬁ.;del oxigeno producido,.haciendo una suma alge-
.bréiéa del valor del consumo en la oséuridad vy el valor corres-
rpondiente a la producciﬁn neta que a ciertas longitudes de on-
da s6lo se manifestd como disminucién del consumo original.

En la’ zdnaf de los carotenos no se reflejd respuesta,
lo cual se ésperaba; pues estos pigmentos se localizan de mane-
ra casi total en el PST (Tel-Or y Malkin 1977).

La respuesté a 675 nm no es muy bajd, lo que hablaria de
la contribucidén de la clorofila pen 4se y'como un enmascaramien-

‘to que disminuyera la interpretacidn cuantitativa de los pigmen-
tos que absorben én 620-650 (Gantt 1975) pero el dato de la
reSPuesta a 442 nm; que es_muy‘bajo; le resta relevancila a la

clorofila que influyera en el valor de las ficobilinas.



Se ve una gran diferencia de’unfnﬂmldexmgmidﬁ.mjla ﬁ
respuesta de produccién de oxigeno en la luz blanca referi-
da en la sefial de la fig. 6 y la luz monocromitica del es-
pectro de'accién de la fig. 7, esta gran diferencia es un
reflejo de la baja intensidad luminosa en el espectro de
accibn, pues las otras condiciones se méntuvieron. En me-
jores condiciones experimentales se esperaria mayor seme-'
janza entre la respuesta de absorcién y de accién en la zo-
na de las ficobilinas pero los limitantes de intensidad 1lu-
minosa reducen esta respuesta.

De este modo, la zona un tanto aplanada entre 600-650 nnm,
QUe,régistra los valores miximos; vincula la respuesta éon

la naturaleza de los ﬁigmentos protéicos_de-las bilinas..

Asociacién de los pﬁgmentos auxiliares.

‘En cianobacterias.y rodofitas, los pigmentos_antena
constituidos por ficobilinas . se localizan como una asociacidn
polimérica situada sobre las lamelas tilacoidales orientadas
hacia el estroma.

Estos sistemas de agregacién'multiprotéicé llamados fico-
bilisomas por Gantt y Conti [1966a), persumiblemente tienen un
alto grado de organizaciﬁn_que'permite.1a transferencia de ener-
gia luminbsa de la ficocianina (en el caso de una cianoficea) a
la aloficocianina hasta la clorofila a del centro de reaccién

del PS II para disparar el evento fotoquimico.



Integridad'del ficobilisoma

La integridad del ficobilisoma tantqih ULuo como Ln,bitno,
se mantiene en ciertas condicigres y la alteraciéh de'éilas“
libéra los compénentes del mismo. |

Esta integridad puede estudiarse a otros niveles ademis
de la eficiencia cuantica de la foféﬁhmesis—ya referida.

En este trabajo se han seleccionado dos: £n situ, el as-
pécto estfuctural por microscopia electr6nica y la medicidn
funcional de la transferencia de energia analizada por espec-
tros de'fluorescencia en preparaciones de ficobili§omas aisla-

dos.

Localizacidn del f1cob11150ma estudiado por microscopia
electrdnica

La localizacién del ficobilisoma en la membrana tila-
coidal fue estudiada por microscopia elecfrénica.haciendo ob-
servaciones en cortes finos, criograbado y tinciones negativas
tanto en muestras de alga,intaCfa Como en preparaciones aisla-

das de estos agregados.

a) Inclusiones

Fara tener un criterio de comparacidn, sé tomé la ima-
gen revelada de un cultivo de Anabaena sp de la cual se tie-
ne certeza que pdsee: ficohilisomas (Wildman y col. 1974); éste
funciona en luz 11m1tante condicidn que favorece la presencia

de pigmentos antena ef1c1entes



Figura 8. Fotomicrografia de Anabaena sp mostrando ficobi-
lisomas. La muestra se fijé en glutaraldehide al 2% tifiéndose
con tetradxido de osmio 2 horas; el contraste se logrd con
acetato de uranilo y citrato de plomo. La ﬁmplificaciﬁn es

de 28500QX. E1 proceso se realizd a temperatura ambiente.







Figura 9. Membranas tilocoidales de Anabaena sp con ficobi-

lisomas asociados. . Amplificacién de la anterior a 76000 X,






Figura 10. A. Membranas tilacoidales de $. maxima intacta

con presencia de ficobilisomas.

Las condiciones de fijacién son 2% de glutaraldehido duran-
~te 2 horas; la tincidn fué con.tetraéxido-de osmio por 2
‘horas més, empleando citrato de plomo y acetato de uranilo
para contrastar. Amplificacién 95000 X.

El proceso se realizd a temperatura ambiente,
B. Membranas de Spfrulina maxime congeladas sin ficobilisomas.
El tratamiento fue igual que el sefialado ¢n A y la amplifiqa—
cién es de 1714000 X; el proceso se rTealizd a 4°C.

Se pone de manifiesto la presencia y ausencia de estructu-

ras adosadas a.la membrana en las correspondientes fotografias.






- La imagen de una c¢&lula completa revela la presencia de '

eéstructuras peribdicas asociadas a la membrana tilacoidal en - i

arreglos regulares orientados h&cia el estroma; la fotografia
mostrada en le fig. 8 tiene el esquema sefialado a pesar de unaf;
amplificacidén relativamente baja que es de 28500 X. El deta11e 2
que se observa en la fig. 9, pone de manifiesto la misma pre;

sencia a una amplificacién de 76000 X donde resalta la presen-

cia de dichas particulas.

Comparacién de membranas con presencia .y ausencia de ficobili-. :
somas .

'La‘estructﬁra.organizada del ficobilisoma se mantiene
unida a la membrana en las condiciones que prevalecen en su
microambiente vital; cuando éste se altera por condiciones
“fisicoquimicas como - dilucibn, disminucién de fuerza iénica o
descenso de temperatura. (Gantt 1975), se provoca una libera-
cién fisica de 1los componentes.

Se indujo ﬁna disociacifn de estos pigmentos, sometign-.

do la muestra a congelacidn en nitrégeno 1liquido y luego man -

teniéndola a 4°C por 6 a 8 horas.
La imagen ofrecida al_microscopio- se compard con la_qﬁ :
tenida en otra muestra de alga intacta. ' El ecfecto se pone .
manifiesto en las fotograffas presentadas en la fig. 10.
Mientras que 1la imageén A (amplificacién de 95000 X) corres
de al alga intacta y da cierta rugosidéd periédiéa, esto no
observa .en B a pesar que se tiene mayor amplificacién o Séﬁ.f_

114000 X, donde no se registra ninguna estructura asociada.




El tamafio promedio de la particula, tanto para Spinublina
como Anabaena fue semejante; 263 R para la primera y 267 R
para la segunda lo cual se observa en los histogramas presen-
tados en la fig. 11. La heterogeneidad en el cultivo de Spiiu-
Lina, resalta, no asi Anabaena ,. crecida en condiciones con-
troladas de laboratorio en que se manifiesta apreciable homo-
geneidad.

Algunas fotografias de tinciéﬁ negativa de la fraccién
donde se coﬁcentré_el complejo aislado, manifestaron que la
forma de 1la particula era casi esférica, con un didmetro de
unos 250 R; apreciando clertas zonas aplanadas que pueden su-
gerir la zoha de unién a la lamels.

Tomando en cuenta los reportes de Scott y Berns (1965)
que cita que las moléculas de ficocianina tiene forma de dis-
éo ¥y un didmetro de 120 R.y 64 R para el eje menor y hasta
ha dade dimensiones dé’120 x .30 R,-asi como los datos de
Glazer (1977) que sefiala que los cristales de aloficocianina
se agrupah como monedas de. 30 x 120 R, un ficobilisoma de las
diménéiones.descritas agruparia tedricamente, en una primera
aproximaciﬁn 27 moléculas de'ficobiliproteinas, asumiendo que
los ficobilisomas son ésféricbs ¥y que las unidades son cilin-
dricas de las dimensiqnes dadas y que no hay espacios vacios
en &1,

Un-métddo tentative en el acomodamiento de las ficobi-

linas tomando en consideracién la forma de disco, tomaria re-



Figura 11. Medicidn de 1aﬁﬁétuencia con que se presentaron
ficobilisomas con el eje mayor de las dimensiones dadas en
angstroms. El esquema "A" corresponde a Spiauwlina y el "B"

a Anabaena.



- 92 -

‘ds ccmcnc:<> GIVTFGITVRES
m_u moEom:_noo: ap :o_o‘_oao.a D| UD}Sd|}IUDW anb moEEmoG_I

00¢g 062 002 0G| . _ oSt 00F 0GE 00€ 0SZ 002 OGSl 00l 0§

4

*

JEUETEEY



- 9% -

ferencia del modelo ﬁropuesto por Gantt (1976b) y la regla

empirica que sefiala Lemasson (1973) sosteniendo una propor-

'cidén de 10% o menos para la aloficocianina en cianoficeas,

aunque la propofcién de AFC para Nostoc ap que reportan
Zilinskas y col. (1978) es de 30% cuande se crece en luz
blanca fluorescente. Este'modelo,indica entre 22 y 28 molécu-
las totales con un 10% aproximado de AFC y el restante de
FC.

La‘proporcién de los ficobiiisomas en un cultivo;-se'

ve influenciada. por la cantidad de nitratos suplementados

al medio, tales ficobilinas disminuyen hasta desaparecer en

cultivos deficientes de este nutrienté. (Lemasson y col,
1973). Del mismo modo, la proporcién de los componentés va-
ria Segﬁﬁ la intesidad y la distribucién energética de la
radiacién'incidéﬁte [Bogorﬁd. 1975, Glazer 1977).

‘En las condiciones naturales del cultivo estudiado de

Spirulina maxima, se observé la presencia de ficobilisomas,

-si bien no de la manera conspicua que se hace presente en el

cultivo comparativo de Anabaena 5p.

Criograbado

Las fotografias ﬁresentadas en la fig. 12 corresponden
a imégenes de cricgrabado de membranas tilacoidales que no
han sido congeladas con anterioridad al tratamianto propio
del grabado en frio (A} y se compdra esta fotografia con la

imagen de otras membranas que han sido congeladas en nitrd-



Figura 12. Criograbado de una muestra de membranas tilacoida-
les de Spinuﬁina maxima .

A. Membranas intactas sin congelacidn previa al tratamiento de
observacién.;Amplificaciﬁn 76000 X.

B. Criograbado proveniente de una muestra congelada previamen-

- te al tratamiento que no muestra ficobilisomas; La amplificacidn

es de 160000 X.
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geno liquido y luego mantenidaé a 4°C durante 12 horas,
preViamente al t}atamientd del proceso de criograbado. (B).

Aunque la segunda fqtografia:tiene una amplificacidn
mayor que la primera, no se aprecia algilin arreglo de parti-
culas o depresiones peridédicas que sugiera la presencia de
ficobilisomas. - En la fotografia A, abajo a la izquierda,
se observan particulas en disposicién regular congruente a
la separacién observada en las inclusiqnes anteriores.

Se puede decir que el ensaﬁble-de las ficobilinas pa-
ra formar el ficobilisoma es un. proceso compiejo donde po-
siblemente estén involucrados otros polipéptidos aparte de
los que estructural 'y funcionalmente se enuncian; la obten-
cién de 4 a 8 bandas de polipép;idos lograda en electrofo-
resis con dode;il sulfato de sodio por Tandeau de Marsac
{1977} sugiere tal implicacién. Ademas algun;s de estos
péptidos los localiza también en fracciones membranales y é1
sugiere si algunos de ellos son componentes de la membrana
que participen en la unién al ficobilisoma. |

Los %rabajbs de‘Lefort-Tran'y col., (1973), Glazer (1977)
y Wollman [1979) sobre ficobilisomas y las imééeneé de crio-
grabadq en las membranas que los contienen, han ofrecido re-
sultados de complementareidad entre las particulas de la cara‘
de la fractura exoplésmica_y los de la cara de fractura proto-
plésmica. Sefilalan que la diSposicién de los ficobilisoﬁas en
la zona externa del tilacoide tiene relacién con otra orgahiza—

cién particular homéloga, no menos estricta. Suponen que las
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particulas de la fractura exopldsmica BF serian estructuras
asociadas a los ficobilisomas pudiendo ser unidades con cloro-

fila del PS_I y que sean zonas de contacto como lo muestra el

I
modelo presentado en la fig. 3.

Lefort-Tran propone un modelo de la organizacién de los
tilacoides con el acomodamiento de los ficobilisomas en orden
a las particulas descritas, el cual preSeﬁta‘fundameﬁtacién y
congruencia eiperimental donde los ficobilisomas estarian lo-
‘calizados sobre las‘particulas EF que tienen una separacién‘

_entre ellas exactamente igual que la registrada en los fico-
bilisomas o bien en 1la otra zona que le es compiementaria'alla
primera., |

Ademds, E. y Branton (1974) han estudiado que ciertas
prbteinas periféricas (en este caso serian‘los FBS) cuando
estén unidds a proteinas integrales (en el caso EF) inducen
en éstas un estado de agregacién.

En algﬁn.caso,ien muestras congeladas,'ia,imagen‘del
criograbado present® una granulacidn semejante a las particu-
las connotadas como EF de la fractura exopldsmica que bien

pueden estar relacionadas con estas imagenes,

“Ficobilisomas
Los datos de la literatura concuerdan con que los pig-

mentos auxiliares en las algas cianoficeas y rodoficeas se
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localizan en complejos multiprotéicos llamados ficobiliso-
mas que a su vez se arreglan periédicamente sobre la mem-

brana tilacoidal. (Gantt 1966a, Glazer 1977).

A. Aislamiento de los ficobilisomas

Se gislaron estos complejos segin el procedimiento repof—
tado en Métodos y Materiales.

La centrifugacién de las membranas disueltas con deter-
gente que contienen los ﬁigmentos auxiliares ponen de manifies-
to un residuo azul. Cuando se analizé_por‘eSpectroscopia de
absorcidn se obtuvo un registro como el sefialado en la fig. 13.
Se aprecia un pico a 620 nm y ﬁﬁ hombro a 650 nm; la primera
derivada corrobora estas sefiales a las mismas longitudes de
oﬁda. La respuesfa de absorcidn no revela ﬁfesencia.de cloro-
fila a 675 nm aunque la primera derivada si manifiesta algfin
indicio de componentes en esta zZona.

DesPués.de centrifugar a 270000 x.g se obtuvieron zonas
'perfectaménte claras que se describen a continuacién y se
esquematizan en la fig. 14: |

a) una Banda azul brillante con la migracién mayor, locali-
zada a una concentracién de sacarosa de 24% o sea 0.77 M. Cuan-
do se empled un gradiente discontinuo de sacarosa, esa banda

se localizd en la interfase 1 M-0.75 M.



Figura 13. Espectro de absorcidén y primera ‘derivada de
lisomas obtenidos previamente a su purificacién. En los

trazos se ven éeﬁales a 620 (FC) vy 650 (AFC). La sefial

clorofila en 675 s6lo es captada en la primera derivada.

empleado para la derivada:lz_nm.

ficobi-
dos
de la
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b} en la parte media del tubo se ;0calizé una banda azul pa-
lido (10-18% de‘sacarosa). Tal fraccidn se analizd por es-
pectroscopia de absorcidn y fluorescencia identificando sola;
mente agragados de ficocianina lo cual significa que los pig-
mentos menos asociados, por su menor tamafio, no se desplazan
a lo largo del gradiente y se define bien 1la separa;iﬁn del

material asociado del no asociado.

c) en la parte superior a 10% de sacarosa una banda ver-
dosa que identifica predominantemente clorofila.y también ca-
rotenos.

B) Identificacién espectroscépica dél’ficobilisoma

La fraccién aislada de la banda "a'" se analizd por es-
pectroscopia de absorcién.y fluorescencia f se refiere en la

figura 15.

Espectro de absorcién del ficobilisoma-

El trazo de absorcidén indica doslcomponetes: ficocianina
con un miximo a 620 nm y aloficociahina con el hombro a 650 nm.
No.se aprecia ninguna sefial de la cual sea responsable la clo-

rofila.

Fluorescencia del ficobilisoma

El espectro de'fluorescencia fue tomado con una celda de 0.1 cm de
didmetro interno o con aditamento de fluorescencia de frente para evitar
o reducir el efecto de autoabsorcién (Gilbault 1973) que se presenté con

muestras- concentradas y celdas ordinarias de 1 cm de paso de luz.



Figura 14. Esquema de . las bandas:obserfédas en al centrifuga-
citn de ficobilisomas a 270000 x g en un gradiente continuo

de sacarosa 0.25 M a 1.0 M en amortiguador de fosfatos 0.75 M
pH 7.0. A las concentraciones indicadas se obtienen tres ban-
das que identifican clorofila, agregados de ficocianina y fi-

cobilisomas en sentido de arriba hacia abajo respectivamente.
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<—— Zona verdosa (IO %desacarosa)

Kt
I
I|!I

<— Zona azul pglida (18 % de sacarosa)

brzzeeerl «——— Banda azul brillante (24 % de sacarosa)




Figura 15. EI espectro'de absorcidn de ficobilisomas mues-
tra un pico en 620 nm (FC) y un hombro a 650 nm (AFC) ---.
El trazo de fluorescencia manifiesta un maximo en 662 nm

valor que indica la fluorescencia de la AFC, ——
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Dicho eépectro manifiesta unlvalor'méximo de 662 nm,
del cualleS'responsaBle la AFC o sea el componente de menor
estado energéticﬁ.

Este dato conéuerda con la ausencia de clorofila, pues
en caso de estar presente 'y acoplada, el valor de emisién

registraria sefial .de 685 nm, lo cual no se marca.

=_.J-(J‘;}'Q':C.'e'efric:iente de sedimentacién de los ficobilisomas
La figura 16 muestra la separacién de ficobilisomas en un
gradiente lineal de sacarosa de 0.25 M a 1 M, a partir dé 1
ml de muestra con una concentracidn. aproximada de 1.5 uni-
- dades de densidad.éptica a 620 nm. |

La muestra se cofrié a 39000 rpm durante 6 horas en un

rotor SW 41 a 20°C. Se recolectaron alicuotas de 0.85 ml des-
de la parte superiof“hasta el fondo y se midié la concentra-
c¢ibn de sacarosa por refractometria y su absorbancia a 620 nm.
Se uso el método ya referido para'esfimar el coeficiente de

sedimentacién S con los datos siguientes:

20, w
Z] = 8.64 %
= 7 g
22 = 30.33 &%
ry = 6.63 cm

r = 15. 23 cm
empleando la férmula descrita en Materiales y Métodos. Se

obtuvo el valor L, de —-8.08; empleando_un dato de 1.3 como



Figura 16, A. Coeficiente de sedimentacidén en muestra de fi-
cobilisomas aislados en un gradieﬁte de sacarosa en amortigua-
dor de fosfatos 0.75 M durante 6 horas a 39000 rpm en un rotor
SW 41 a 20°C. HLdSLWEIQTESide concentracidén de sacarosa (0-0-0)
se midieron por refractometria.

B. Imagen de la banda obtenida en la misma centrifugacién.
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como densidad de este material protéico y 20°C de temperatu-
~ra para en¢ontfar Al en las tablas con el valor Ib-Im de 25-8

que fue 2.3904 -.0.8302 resultado que dio 1.5602 y el valor

del integrador de 5.2664 x 1011

segundos.

AT 1.5602 13

= = 29.6 x 10
w2t 5.2664x10M

~%20,w = seg.=29.6

La desviacidn esténdar que se thuvo en los difereﬁtes
experimentos realizados fue de :14 por lo que el valor s,q,.
es de 29.6 * 4 por lo que el valor S20,w es de 29.6 - 4
svedbergs. |

)| Estimﬁéién del peéo molecular del ficobilisomé
El coeficiente de Sé@imentacién es un dato en relacidn con
el peso molecular de acuerdo a la forma y al grado de hidrata-

cidén de la molécula.

Van Holde (1971) sefiala estos valores S a 20°C:

polimetil metacrilato con P.M. de 1 420 000 S = 48.5

Ribosomas de E. CoZd 900 000 30
Ureasa {Lehninger 1977) 482 700 18.6

AlbGimina serobovina 66 500 5. 01

Lo que significa que si el complejo se considera esféri-
co y no estd hidratado, con una razén axial cercana a 1, el
peso molecular aproximado del agragado molecular seria alrede-

dor de 900 000 daltones.
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E) Integridad funcional del ficobilisoma

La integridad funcional de los ficobilisomas puede me-
dirse por espectros de fluorescencia del aceptor, método que
permite conocer la transferencia de energia de un donador
a un aceptor y es un reflejo del grado de acqplamiento del
sistema.

En el proceso fotosintético se transmite energia lu-
minosa de longitud de onda de mayor energia (620-650 nm} hasta
' 1a clorofila del PS;, (685.nm) (Stryer 1967, 1978; Colbow 1973;

Gantt 1973; Ley.y Butler 1976]). |

Se ha reportado por muchqs autores (Forster 1960, Knox
1975, Ley y Butler 1977) que la naturaleza de la transfefen-
cia de energia es de resonancia dipolo-dipolo. |

Este tipo de reéonancia consiste en que el estado basal

del sistema molecular de'lé ficocianina a nivel de sistemas
electrbnicos Hro n de los croméforos de la ficocianina, es
décir de la ficocianobilina son excitados a H#pOr fotones de
cierta energia hﬁ_(GZO nm), luego se desexcita y antes de
*fﬁﬁn@s@@p esta energia es reabsorbida por 1# aloficocianina
(650 nm) pafa seguir transfiriéndose a la AFC B con absorcidn
mixima a 672 nm y ésta a su vez donarla a la clorofila a del
PSII que comienza la resﬁuesta fotoquimica.

La teoria de Firster 'sobre la resonancia analiza 1bs

factores que 1ntervienen en este proceso. - S |

La eficiencia E estd dada por E = ;;{;6 R;61
dondé r es la distancia entre los crombforos del donador y del aceptor y Ro

es la distancia a la cual se tiene el 50% de eficiencia. Este valor estd
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dadorpor:

o Ro = (JK%Qn"h) 1/6

3 =]
9.7 x 107 A
donde
J = integral de la sobreposicidén del espectro de fluo-
‘rescencia del donador con el espectro de absorcidn del acep-
tor.
Qo = rendimiento cuintico de la fluorescencia del do-.
nador de energia sin transferencia.
R K2 = factor de orientacidn para la interaccidén dipolo-
~dipolo.
n = indice de refraccidn del medio.
Por lo tanfo, es de sefialarse que las condiciones para
que este procesb se verifiqﬁe son.:
a) cercania entré los croméforos, b) la relacidn de frecuencias
de niveles vibracionales y de rélajacién de los componentes in-
volucrados, dato que se refleja en la sobreposicidn de los es-
pectros de fluorescencia del donador y de absorcifn del aceptor
y ¢} la orientacidn de esos crombforos. |
La estrategia experimental para utilizar.esta medicidn
consiste en tener esas condiciones en el sistema de estudio,
las cuales se reflejan en que i) las entidades implicadas en
el proceso tiene caracterisitcas espectroscdpicas diferentes,
ii) el donador y el acePtor son fluorescentes, iii) existe so-

breposicién de los espectros antes citados.
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Médiciones experimentales:

Una forma de medir la tranéferencia de energia es
mediante los espectros de emisién de floorescencia y otra
_por los espectros de excitacidn del aceptor.

Para los primeros se excita a uﬁa A hacia el azul
donde ei espectro de absorcidén registre una zona de sensi-
bilidad a la excitacién; si existe transferencia de esa exci-
tacién, se manifestaria como la fluorescéncia del componente
QUe tiene un estado,energético menor. .

La otra manera es con el espectro de excitacidn del
aceptor fijando la A de la mixima fluorescencia. A tal lon-
gitud de onda, ese espectro ésté relacionado con los coefi-
cientes de extincién.del donaddr,y del aceptor y con la eficien-
cia-de la transferencia de mode que cuando hay 100% de trans-
ferencia el espectro de excitacidn corresponde‘a la suma de
los espectros de absorcidn. de los dos croméforos y en ausencia
de la transferencia el espectro de excitacidn es idéntico al
espeétro de absorcifn del aceptor (Stryer y col. 1967). De
este modo, al tener muestras de ficobilisomas y tomar su es-
pectro de emisidn en una microcelda de 0.1 cm de paso de luz
o con el aditamento de fluorescencia de frente para evitar la

autoabsorcidn, se encontraron los siguientes resultados:

Espectros de emisidn de fluorescencia
Cuando se excita a 580 nm, que corresponde a un pequefio

hombro en la absorbencia de la FC que en este sistema es el
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donﬁdor,‘se obtuvo fluorescencia a 662 nm, valor que identi-
fica a la AFC; no se encontraron resultados mis altos afn

con muestras mids concentradas, como los qué han reportado los
trabajos de G#zi y col. 1974, Gantt y cbl. 1976b, Broﬁn y
col. 1975, 1977, los cuales sefialan aloficocianina mds efi-
ciente o en estado de agregacidn tal,. que optimiza el fend-
meno de transferencia de energia pues su emisién de fluo-
rescencia de 672-675, es un puente entre la AFC ordinaria

qu fluorece en 660-662 y lalclorofila.de la membrana que lo

hace en 685 nm.

Limitaciones en la transferencia de enefgia:

El dato encontrado manifiesta una aloficocianina pre-
sente en tan baja proporcidn que no fuese detectada, o que
la proporcidén de FC sea tan alta que enmascare o desplace
la respuesta neta hacia el 640, o que esté debilmente aco-
plada o una tercera alternativa es que en Splrulina maxima
no se encuentren tipos de aloficocianiﬁa qﬁe absorban y
emitan tan cerca del rojo como se ha reportado, sin embargo
*esta‘ﬁltima‘posibilidad'no permitiria explicar la eficiencia

cudntica fotoquimica cuando se ilumina a la Spirulina in vLvo.

Espectros de excitacién,
En los espectros de excitacidn recogidos a 675 nm se

obtuvieron las sefiales de absorcidén de 590 y 620 de los que
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co ivopusouvse ww FC y otra sefial a 650 a la cual responde
la AFC.

De este modo se deduce que hay una interaccidn de
excitacién y rélajacién'electrénica entre las moléculas que
tienen entre si una distancia menor de 60 R (Strferr~1978)
por tanto, se presume la asociacidn de éstbs componéntes
protéicos. In vivo, la secuencia de transferencia abarca
desde la FC hasta la clorofila del PSII. (Tel-Or y Malkin
-w1977). En el ficobilisoma extraido de Spiruwlina maxima la
transferencié se observd de la FC a la AFC emisora - a 662

nm evidenciando un acoplamiento entre estas molé&culas.

Disociacidn de ficobilisomas

Asi como los espectros de fluoresceﬁcia son indice de
la asociacidon de un sistema, también pueden reflejar una
disociacién del mismo.

a) Por descenso de temperatura:

Cuando se indujo la disociacién del ficobilisoma some-
tiéndolo a descenso de temperatura; el espectro de fluores-
cencia relatado en la fig 15, manifesté;.en funcién del tiem-
po, que el pico de la AFC se corria hacia el azul, al mismo
tiempo fue aumentando la intensidad de esa fluorescencia;
al cabo de 25 horas observadas se notd un desplazamiento de
10 nm y un aumento en la intensidad de 2.6 veces; sin duda eso
significa la liberacién de los comPOnentes;-como la FC esta
presente de manera mayoritaria, al pasar el tiempo se manifes-

to la fluorescencia de la misma como se indica en la figura 17,



Figura 17. El efecto del descenso de temperatura sobre la
asoclacidn de ficobilisomas se manifiesta como un corrimiento
-de la fluorescencia hacia el azul y aumento de la misma en

funcién del tiémpo.
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Se pone en evidencia lé diSociaéién. de la AEC, lo que
afianza‘la proposiciﬁn de la'participacién de enlaces hidro-
fébicos en el ficobiiisoma_a nivel de'\asociaciﬁn entre las
subunidades de &sta. Cuando Ohad y col. (1980) disocian AFC
hasta @@B;)obtienen fluorescencia de 647 nm. También puede
pensarse en la disociacién entre AFC y FC si.se analiza la
asimetria del regiétro de fluorescencié, que seﬁala.mayor pro-
porcién del pigmento emisor hacia el azul; |
b) Pér dilucidn;

La dilucién de las muestras también induce la disociaé
_cién del ficobilisoma; esto fue comprobado, como lo ante-
-rior, en muchas o;asiones, en cuyo caso el espectro de fluo-
rescencia obtenido reflejaba mayoritariamente la fluorescen-
cia de la FC o desplazamiento de .la fluorescencia de la AFC.

En este caso se observa de manera muy clara la disocia-
ci6n entre la AFC y la FC. |
c) Por disminucidén de fuerza idnica:

Otro agente pertﬁrbador de enlace, que es la fuerza ibni-
ca baja, se manifestd desacoplando el ficobilisoma.

El amortiguador empleado'en el proceso de obtencidn del

agregado fue fosfatos 0.75 M (KZHPO y KH2P04) pH 7.0; inclu-

4
sive hay reportes de Gantt (1972) que emplea 0.5 M de igual
amortiguador'ﬁara la obtencidn de estas estructuras en P.

chuentum, pero fuerzas idnicas menores actfian disociando el

complejo.
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Los resultados de fluorescencia a 640 nm indican que
la disociacidn preferente fue entre FC y AFC, lo cual sugie-
re que las interacciones entre estas dos proteinas involucra

zonas de enlaces hidrofdébicos que las mantiene asociadas.

Caracterizacidn de pigmentos

Después de haber estudiado la influencia de los pigmen-
‘tos auxiliares en la fotosintesis de Spiruwlina maxima median-
te el espectro de accidn y de haber relacionado su funcionali-
dad a la asociacidén de los mismos en el ficobilisoma, se ca-
racterizaron los pigmentos contenidos en el complejo.
Disociacidn de ficobilisomas

Para esto las ficobilisomas obtenidos se’disociaron me-
diante didlisis por una noche en un amortiguador de baja fuer-

za idnica,yen este caso se us6 fosfatos 50 mM pH 7.0 a 4°C. .

Cromatografia en.hidroxilapafita

E1 material dializado y concentrado por membrana de
amicén PM-10, se cromatografid en una columna empacada con
hidroxilapatita; en la elucidn. de las fracciones se observa-.
ron dos bandas azules, 1la qué migrd primero'siempré fue mas
intenéa y fluorescente que la otra la cual registrd un.azul

pilido.
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Patrén de eluciﬁﬁ de la ficocianina-

El perfil de elucién de la cromatografia se muestra en
la fig. 18 donde se observan los datos de absorcién a 620 nm
ya que los datos reportados por diférentes autorés,“ entre
otros Glazer (1977) sefialan eﬁte valor como la 1ongifud de
onda a 1a\qué tiene su méxima abéorcién la ficocianina de

cianobacterias.

Criferio de la seleccidn de fracciones

El criterio para seleccionar las mejores fracciones de
EFC fue relaéiqnar la D.0. 90 nm'entre la concentracidén de mues-
tra para obtener el miximo coeficiente de extincién porcentual
é}zﬁ(WBSG pone de manifiesto en .la misma figura. .Ademés la
relacién entre las unidades de densidad &éptica a 'la longitud
de onda de los miximos de absorcidn de los dos cdmponentes,
D.O. GZO/D.OJgQT?fue 6ptima (8.16) para la fraccidn sefialada
 ?or los otros conceptos.'Igual sucedid con la relacién de in-
tensidad de fltorescencia a la longitud de onda mixima de los
dos gomponentes. IF 638 nm/I.F. 662 nm (3.7) v como indice
complementario ‘se tomd en cuenta la densidad dntica a 280 nm;
que sefiala una banda de absorcidn genérica para.proteinas._Se
observd pues, una zona perfectamente delimitada que concreta

la presencia de las fracciones mds puras.



Figura 18. . Perfil de elucidén de la ficocianina en hidroxilapa-
tita Eon un amortiguadof de fosfatos 50 mM pH 7.0.

La columna fue cargada con 10 ml de ficobilisomas diso-
ciados y conceﬁtrados, separéndose fracciones de 5 ml. A cada
fraccidn se le midié su densidad optica a 620 nm to), su con-
‘centracidén de proteina en mg/ml (&), su coeficiente de extin-
cién e}% | |

- (o) obtenido con celda de 1 ¢m de paso de luz.

La fraccidn 4 se manifestd con los meiores resultados.
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%

Coeficiente de extincidn €4 em

D.O.
conc. x 1

Este dato se determind por la relacidn e=

empleado una celda de 1 cm de paso de luz y correspondid para
la fraccién # 4 a 32.é-1%-1cm-1. Desafortunadamente en esta
prueba cromatogréfica no se registra un coeficiente mayor de
.50, aunque en otros ensayos se qbtuvieron valores'hejores.
Dado que las pruebas de electfoforesis manifiestan'homogénei—

dad, se podria atribuir ese resultado relativamente bajo una

proporcidén apreciable de proteina desnaturalizada.

Espectro de absorcidn

A cada una de las fracciones se le tomd su espectro de
absorcidn, sefialdndose la denisad &ptica mis alta para la frac-
cidén 4 segin se observa del perfil citado. El espectro de fi-
cocianina en el rango de 325 a 700 nm se indica en la fig. 19
el cual manifiesta una banda de midxima absorcién a 617 nm y un
ligéro hombro a 590 nm.. La zona del ultravioleta entre 340 y
360 nm indica también una sefial como una zona de menor absor-
cidn. |

Curiosamente, el maximo obtenido en-este caso es 617 nm
a diferencia que en todos los otros casos se tuvo 620 nm y
esta variacidén puede ser congruente con la desnaturalizacidn
sugerida por el bajo coeficiente de extincidn, donde 1a'pér-'
dida de la conformacidn nativa_mbdifica-la presencia o interac-
cidn de los cromforos responsableS'de la absorciéh de luz.

Esta resbueSta de desplazmiento hacia el azul puede



Figura 19; Esvectros de absortién'v de fluorescencia de fi-
cocianina obtenida vor cromatografia en hidroxilapmatita.

1. Esnectro de absorcidn de 1a muestra correspondiente
a la fracc16n 4 con una concentracidén de 13.4 mg/ml diluida
1:60Q0 en amortlguador de fosfatos 50 mM pH 7.0 y paso de luz
de 1 cm,

2. Espéctro de fluorescencia con aditamento de fluo-
rescencia de frente a la muestra directa en el mismo amorti-

guador. A excitacifémn: 550 nm.

1
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O Espectrode absorcidn.

@ Espectro de fluorescencia
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% de fluorescencia relativa
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deberse a clerta disociacidén entfe las subunidades o y B
‘de la FC pues Glazef y Fang (1973h) ya lo habian observado
en sus experimentos de disociacidn y reConstitucién y Gantt
(1975) propone dos constantes de disociacidn al manifestar-
se dos comportamientos‘en los fendmenos de desagregacidmn.
Se puede hacer una prqposicién afin mas fina de acuer-
do a los trabajos de Dale y Teale (1970) que dan evidencia
de dos tipos ambientales para estos croméforbs, unos fluo-
rescentes que tienen mids libertad de movimiento porque es-
tin expugﬁns't;y otros casi inaccesibles, sensibilizadores.
Cabe pues, la posibilidad que los fendmenos de diso-
ciacién de la FC afecten la orientacién y distancias entre
un tipo y otro de crombforos y la respuesta espectroscOpi-

ca sea, por tanto, diferente.

Espectro de fluorescencia

Esa misma fraccién fué analizada al espectrofluoréme;
tro con una,iongitud_de onda de excitacién de 550 nm con
el fin de dar fotones eheqﬁzadﬁsﬂde tal hy que sean aprofe-
chados en grado maximo por los niveles electronicos capﬁces
de excitarse y de relajarse ﬁor fluorescencia.-

Se empleo ¢l aditamento de fluorescencia de frente para
reducir los efectos de autoabsorcién y la sefial de méxima
fluorescehcia se localizé é 640 nm; siendo la concentracién

de la muestra de 13.4 mg/ml.
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Coeficiente de sedimentacidn
La fraccidén de FC cromatogréficamente pura, con una con-
centracidén de 13.4 mg/ml se sometid a centrifugacidén en gra-
dienfe lineal de sacarosa de 0.15 a 0.8 M en amortiguador de
fosfates 0.2 M pH 7.0 duranfe 18 horas a 20°C y se dbtuvo un
11

valor en el integrador de 9.2138 x 10 seg-

Con los sigulentes datos:

.
]

- 3.4 % 'p/p de-sacarosa

1

22 = 23,2 % .p/prde sacarpsa
ry = 6.63 cm
rz = 15.23 cm

se calculé una Zb COmo se_relatélen Materiales y Métodos
- dando una cifra de -11.86. La diferencia I,-I . fue de
10.6-3.4 y se encontrd en tablas un AL de 0.7693- 0.2245 =
0. 5349, |

: AT - 0.5349 _ -13 _
SZO,W - — -]1 - 5.8X 10 . 5-8

w?t - 9.2138 x 10

Otros Tesultados obtenidos con concentraciones seme-
jantes ofrecieron pequefias diferencias que reflejaron el gra-

do ‘de asociacidn: del sistema analizado.



IR

Figura 20, Coeficiente de seiimentadién de una muestra de
ficocianina por centrifugacifn en gradiente lineal de sdca-
rosa de 0.15 a 0.8 M durante 18 horas a 20°C.

El valor de wz t fue dé 9.2138 x 1011 seg, La concen-
tracién de la muestra fue de 13.4 me/ml. Se empled un rotor
SW 41 a 39000 rom. EI1 pradiente de sacarosa fue obtenido

por el refractémetro de Abbe medido en cada una de las

fracciones.
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Este valor de‘coeficiente de sedimentacién no es es-
tricto porque no se han considerado factores como la visco-
sidad, la difusién, la densidad del solvente ni el dato
responde a una secuencia experimental de FC en concentra-
ciones crecientes, pero esta aproximacidn tiene un grado de
confiabilidad apoyado en los valores semejantes obtenidos
para concentracioens.éemejantes.

Ya que el parametro éitado es respuesta a la forma de
una molécula y a su grado de hidratacidn, e infiriendo como
primera aproximacién que estas pfoteinas fueran globulares y
anh?dras, se pretendié correlacionar los valores de 520;Wf
para FC y AFC con el Séﬂgw hallado para el.ficobilisomare
inferir cuantas unidades estrian formando el macrocomplejo;
este aspecto se discutird adelante, donde se presente el

coeficiente s W_encontrado para la AFC.

20,
Separacién y Purificacién de la Albficocjanina
La columna de hidroxilapatita donde se puso la muestra
de ficobilisomas disoéhdﬁs y se cromatografid la FC como
priméf‘producto de elucibn, manifesté‘también otra banda azul
pdlido con una migracién menor. Esta zona fue cortada y se
adicibﬁé a otra columna de hidroxilapatita recromatografiidndose
medianté Un.gradiente lineal. de fosfatos desde 40 hasta ZOd mM.
Los dafos bibliogrdficos sobre los valores de absorcidn
y_fluorescencia para AFC:de: cianobacterias, -estdn de acuardo-en-saﬁalar;uﬁéik
_dé mixima absorcién a 650 nm y una-k de maxima fluorescencia a 660 mm (Glazer

1977).



Figura‘Z]. Perfil de elucién de la aloficocianina en cromato
grafia en hidroxilapatita en amortiguador de fosfatos 50 mM
pH 7.3 eluida en gradiente de fosfatos, Se colectaron fraCer
ciones de 5 ml a las que se les analizd:

(o) densidad 6ptica a 650 nm,

(n) mg de proteina/ml obtenida por el métode de Lowry

1%

(0) coeficiente de extincién porcentual €1 em

(A) gradiente de fosfatos.
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Criterio de Pureza

Por tanto, el perfil de elucién de esta muestra gue
se refiere en la fig. 21 fue seguido pbr su dénsidad dptica
a 650 nm indicando un volumen de 80-85 ml como el que con-
tiene la mayor proporcidn de AFC. Con los valores de densi-
dad 6ptica obtenidos y la concentracién medida por el método
de Lowry.que tambidn se graficd en la misma figura, se obtu-
vo el méximo coeficiente de extincidn procentual‘encontrén-
dose los mejores resuitados entre 80 y 90 ml correspondien-
do un dato de 53.3 (1%_jcm—1) en la fraccidén 17.

Cada tubp fue tambié&n analizado en cuant@ a su concen-
tracidén de fosfato y con esos resultados se'trazé el gradien-
te que se sefiala en la misma figura; la aloficoclanina se
eluyd entre 55 y 70 mM tanto en este caso como en otras oca-
siones. |

/D0 manifestd en ese punto el

620nm” 650nm

minimo valor, lo cual significa la presencia en mixima con-

La relacién DO

centracidn del componente absorbente a 650 nm; asi mismo la
relacidn de intensidad de fluorescencia IF&SS/ IF662nm de
los dos componentes del sistema, tiene consistencia con la

apreciacién citada.

Espectro de absorcién
Las mejores fracciones, secleccionadas por sus valores
de ¢ mas altos, fueron caracterizadas por sus cualidades

espectroscdpicas.
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.En‘ia fig 22 se anota el trazo de la‘densidad 6ptica
observada en un rango entre 320 a 700 nm de la fraccidén No.
_17 diluida 1:10; su mixime corresponde 37650 nm, hay una
zona sensible a.la luz entre 520 Y“630 nm y otra de menor
respuesta en el UV entre 325 y 380 nm. |

Se observa una diferencia entre los espectros &e ab-
sorciéﬁ de FC y AFC, de la cual no es responsable el grupo
prostético, ficocianobilina, porque es el mismo [Déle y
‘Teale 1970, Glazer 1977). Tal diferencia es la respuesta
a diferentes microambiéntes‘protéicos que bien pueden presen-
tar diferentes’ grados de electroﬁegatividad y sistemas coh-
jugados que afectan el nivel de iﬁtefaccién'dé orbitales e
influyen en la res@uesta espéctroscépica. |

Asi mismo, l1a medicidén de la luz transmitida por 1la
muestra es un significado de la asociacién de las moléculas
de AFC, pues Brown (1975) ya ha aﬁalizado las diferencias en
este parémetro cuando modifica el estadoide agregacibn ya sca
por concentracidm-de la muestra o fuerza idnica dada ﬁor el

amortiguador.

Espectro de fluorescencia

Cuando una muestra de AFC se excita con cuantos de luz
de longitud de onda dej600 nm, los croméfofos responsables
de la sefial de absorcién son excitados en transiciones ope-

racionalmente observables 'y cuando se relajan, emiten fluo-



Figura 22. Espeétros de absorcién y fluorescencia de alo-

ficocianina obfenida por cromatografié.en hidroxilapatita,

‘fraccién 17. Espectro de absorcién: dilucién 1:10.
Espectro de emisién: fluorescencia de frente a X de

excitaci6n de 600 nm.
S -
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rescencia equivalente a un estado energético menor situdndo-
se en 662 nm (fig. 22).

El desplazamiento de Stokes entre el miximo de absor-
€idn y el miximo de fluorescencia es de 12 nm, valor que mani-
fiesta 1la disipécién de energia durante la vida media del es-
tado excitado antes de volver a su estado basal. Este valor
€s pequefio y no da indice de cambios bruscos en la geometria
molecular cuando se excita ni dé fendémenos de ionizacidn.

Este espectro también es un reflejo del estado de agre-
gacidén de esta proteina pues la dilucién o el empleo de
amortiguédores de baja fuerza idnica desplaza el valor méximo
hacia el azul. |

La fiuoreécencia mixima obtenida en el,ficobilisomé fue
la misma que la obtenida en el pigmento aislado, lo cual su-
giere que en el ficobilisoma no se registré-una asociacién
ﬁolecular mayor que deéplazara este valor hacia el rojo en
la zona mis cercana a la fluorescencia de la clorofila, sin
embargo cuando se vinculan los valores de fluorescencia de
los ficobilisomas asociados y disociados con los pigmentps
libres que se¢ ven en la figura 23, se ehcuentran relaciones
cuya exploracién parece interesante.

‘a) El miximo de fluorescencia del ficobilisoma asociado es el
mismo que la fluorescencia de la aloficocianina libre, 1o que
da evidencia de la transferencia de energia.

bJVSe observa que la fluorescencia de la ficocianin:

tamente la misma que la de los ficobilisomas dializ:



Figura 23. Comparacidn de es?ectros de fluorescencia de
10s ficobilisomas asociados Y disociados y de 1os pigmen—

tos aislados.

La semejanza entre ia ficocianina libre -.-.~- y

ficobilisomas disociados (o) es notable, considerandose
iguales. Entre los ficobilisomas asociados y la alofico-

ximo de fluorescencia

cianina 1libre hay igualdad en el md

ubicado hacia el rojo:

pero no hay coincidencia en el trazo

:
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significa desacoplamiento del sistema.
c) Hay una zona hacia el rojo donde no hay coincidencia entre
los espectros de ficobilisomas asociados y aloficqcianina ais.
lada. | |

Esa zona que ofrece ¢l ficobilisoma integro incluye otro
componente ademis de la aloficocianina libre medida, en tal
cantidad que no se identificd por los métodos empleados pero
que se manifiesta por esta relacidn; la exploracidén de este
componente parece promisofio (Diego Gonzdlez, comunicacién

personal).

Coeficiente de sedimentacién
El valor obtenido para las muestras de AFC fue medido con
un tratamiento semejante al realizado con la FC.

El ﬁalor eétimado para esta proteina no es de la frac-
ciﬁﬁ mids pura de la columna resefiada sino de otro ensayo cro-
matografico; el valor obtenido ha Sido reproducible en tres
muestras con concentraciones semejantes y se ha considerado
represenfativo dentro dé los 1imites_ya comentados, es pues
la razén por la éual se incluye en la caracterizacidn de AFC.
La concentracidén de la muestra analizada fue de 678 ug/ml y
la centrifugacidn se realizb en el gradiente de sacarosa y.
amortiguador ya citado, en las mismas condiciones de opera-

cién con el dato del integrador, también dicho.
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Los valores de :{Y;operacién fueron estos:
Z, = 2.3%‘p/ﬁ‘de-sacarosa
Z, = 21.0 % p/p de sacarosa
Ty = 6.63 cm
r, = 15.23 cm

calculindose Zo de -12.11
La localizacidn de la banda en el gradiente correspondid

. a 10.2% de sacarosa, la del menisco fue 2.3% de sacarosa.

Ty-Ip = 10.2-2.3
que ofrecid segln el método y : tablas de Griffith (1976) un AI
de 0.579 .'y s, . = al, . 0.579% = 6.2 x 10713 seg =6.2
' W B2t 9.2138x10"

que se presenta - en la fig. 24 con la localizacidén de la banda
protéica mediante el trazo del gradiente y la densidad éptica
a 650 nm.

Relacidén de los coeficientes de sedimentacién de las unldades
y del complejo -

Como se anotd antes, los valores 520,w hallados para
la FC y la AFC se correlacionaron con el szo’w_encontrado
para el fiéobilisoma, buscando una aproximacién del niimero
de unidad protéicas que estuviesen formando el sistema com-

plejo. {(Luis Gonzdlez de la Vara , comunicacidn personal).

I. Para esto, se hicieron ciertas suposiciones:

a) el ficobilisoma tiene forma esférica



Figura 24. Coéficiente‘de sediﬁﬁnmacién_de una muésfra de
AFC por centrifugacién en gradiente lineal de sacarosa de
0.15 a 0.8 M en amorﬁiguador de fosfatos O.ZV‘M pH 7.0,

La centrifugacién se hizo en un roﬁor'SW 41 a 39000
rpm durante 18 horas a 20°C. El1 valor w?t fue de 9.2138 x
10]] seg. La concentracién de la muestra de 678 ﬁg/ml. El

gradiente de sacarosa se midi6 refractom&tricamente en cada

una de las fracciones y el cilculo de s se relata en el texto.
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b) 1as ficobilinas son globulares y de tamafio semejante;pues
- se tomd un-promedio de 6.0 S
c) los valores ¢ p N y n son constantes
d) las unidades.se acomodan de manera Que no hay espacios vacios;
por lo tanto, el niimero de ficobilinas (n) presentes en un £i-
fcobilisoma {(fbs} es funcién del coeficienté de las ficobilinas
Su {unidad) y del coeficiente del ficobilisoma Sc (complejo).
n = ntmero de ficobilinas (fb) en el ficobilisoma (fbs)
n=f (Su s SC)

a partir de las férmulas generales de sedimentacidn :

1 S = M- ( 1-vp)
) - Nf '
2. f = 6Inr

sustituyendo 2 en 1:

3. SNollnr _
- T-%p =M
Para el ficobilisoma se tiene:

Sc N6In . Mc
1-Up - Te

4.

Si se hace la relacidén a partir de los vollimenes se tiene que
el volumen del ficobilisoma es igual .a n veces el volumen de
una ficobilina.

5. nvV. =YV
- u

C
6. 4 ;3 .. 4 oo
3 Hr i#) 3 Ir
4/3 M- ’
3 rc rC
n = = -
473 ly? r’
u u
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r’ 3
o = nr
u
s 3 L v ma [} 5 1
7. . = \fnor?
S Te ut.

La relacién hecha para 1os volimenes, también es vdlidg
: : i d

para el peso molecular:

8. M = nM
c u

sustituyendo 7 Yy 8 en 4:

| | nM | 2/s M
9. SC MT]— = -—_u‘_a__ /:’ n u
_ 1/3
TA,%D ~(n r’) r
, M
10, sy —NOTn - -8
1-Up u
1, —= =n
S
u

3/2
12, (Sc ) / = n
'S
u .

Sustituyendo 1los valores experimentales calculados:

' 29.6 \/°
n = (L‘Efﬁ‘ = 10,94

10 a 179 ficobilinas esféricas éﬁﬁriﬁt formando un FBS'fambién

esférico,
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II. Se puede hacer una segunda aproximacidn con la considera-
cidn de ficobilinas no esféricas; sino de forma discoidal, con
dimensiones de 120 x 60 R seglin los datos biBliogréficos ya
.citadoé por Glazer, toméndbse entonces una raz6én axial de 2, la
que corresponde segln Van Holde (1971)‘a una relacidn f/f0 de

1.0471.

De estos conceptos, se tendria que aplicando la ecuacién

No. 4 al ficobilisoma:

_ oM (I - Tp)
c N6In r
_ u

conviertiendo V = m.¥¢ y m =f§

donde m es la masa de una ficobilina:

- . _ -
13, V = % Ir = nmv

"
B

=)=
LA |

Se considera % igual para ficobilinas y ficobilisomas:

14.s = M (Q-Yp) | M(1-Yp ) - M(1-Tp )
u Nf N(— }f—-ia N g)ﬁfmgr
F ) omer,

15. v _[3M ?r)
®u \4HN
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170w T afs

La relacidn de radios@%ifmﬁiy*de las unidades (sl fueran
, ‘ _ L
" esféricas) se manifiesta en el ntmero de unidades ﬁié

apérth:;de'4,'14 y 17 se tiene que:

18, ¢ _n (f/f Yo -
5 L

a S
r .
c .
Sc S L
1o, T W (/%)
u 3/'
; 2
sc / Su
20, n = :
f/f-'o

Con los valores encontrados:

3[

2 2 :

29.6/6.0

n ={— | = 10.30
1.041

) . S
TIT. Si se tienen las dimensiones de 120:30 A para las unidad

protéicas, se tiene una razén axial de 4 correspondiente a i

= 1.18 y el resultado es:

129, 29.6/6)
\ 1.18 .

PR T —
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Esta apreciacidén mis estricta, donde n es la relacién
~de los coeficientes afectada por la correcéién debida a f/fO
dada por la forma molecular'sugerida, restringe el valor de n
‘con 2 a.3 unidades pfotéicas.

Se sabefque'en los fénémenos de sedimentacidn una molécu-
la oblato que se toma como esfera se considera como una molécu-
-la menos masiva; en la centrifﬁgécién la molécula se desplaza
en funcién de su tamafio y de su forma; mientras que en el vo-
lumen de una.esfera,'r estd afectado por una potenéia éﬁbica,
el concepto de forma Y por tanto del'f/fo maneja el radio de
manera lineal, por eso el coeficiente de.sedimentacién' es uh
reflejo predominante del tamafio molecular.

'Pdr.tanto, en la primera,a@roximacién se subestima la
masa.y de esa manera el valor de n se ve aumentado,rese niime -
ro pues, representa un nimero miximo de unidades protéicas
constituyentes del FBS. En cambio la'ﬁitima-aproximacién es
mis realista por la correccién de forma. -

' Los cdlculos de peso molecular obtenidos por filtracifn
en gel para la FC y electroforesis para la AFC manifiestan
consistencia con el peso total del ficobilisqﬁa: |

7 unidadéS-FC [aB}6 con P.M. de 150 000 cada una y
1 " AFC [5313 83 100 da un
peso molecular del ficobilisoma de 1 133 100, valor aproxi-
‘ ' [

mado al sugerido por el 520” de 29.6%4 (alrededor de 1 x
. y W

-
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En el caso:presente de Spirulina maxima,se han encon-
trado ficobilisomas con un peso molecular aparente de 1 X 106
unos ZSO-R de diadmetro y'uﬁa migracién entre 1 My 0.75 M en
gradiente discontinuo centrifugando a 270 000 x g durante 6
horas, resultados que apuntan en el sentido de unos ficobili-
somas mas pequefios que los de Poiphgnidium crentum, que con-
tiene ficaefitrin&, “ficocianina y aloficocianina y tiene un

6

P.M. de 2-3 x 10 “J uh tamafio de 450 A de didmetro revelado

s
por microscoplia electrénica y una migracién en gradiente de
sacarosa én la interfase ZM—IM tGantt 1974).

"Ademéds los datos de'fluorescencia que marcan un miximo-
a 662 nm y el ofigen del cultivo que estuvo sujeto a condi-
Ciones-variablés a veces precarias, sugiere con un_aprecia-
ble criterio de confiabilidad qﬁe_en S. maxima, los ficobi-
lisomas son mis pequeﬁos 0o que se han disociado en cierta
proporcibn.

Seria muy interesante distinguir si en S. maxdima, y en
condiciones deficientes de nutrientes nitrogenados, disminuye
el niimero de fi;obilisoﬁés 0o disminuye su tamafio.
Electroforesis en geles de poliacriiamida
a}_Ficbcianina:, | |

Las fracciones consideradas mis puras fueron sometidas
a una migracidn en un campo‘eléctfiCO'con un amortiguador de
asparagina 34 mM; pH 7.3 con una relacién de bisacrilamida a
acrilamida de 1:37 corriéndese a 325 voltios por 4 horas a

10°C.

>
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El resultado obtenido fue una banda de color intrinseco
azul cuya fotografia se.presenté‘en la fig. 25a.

El registro sacado con el espectrofotdmetro de barrido
Gilford, confirmé el mismo resultado y tal trazo se observa
en la misma figura (b).
b) Aioficocianina:.

Las muestras de aloficocianina que se hicieron migraf
en las condiciones ya descritas para FC, méniféstaron'una ban-
da,-la‘cualnse observa en la fig. 25c. Cuando se analizd al
espectrofotémetro de barrido se comprobd la mismaly finica pre-
sencia; este dato se sefiala con 1la indiéacién."d" en la mis-
ma figura.

Tanto AFC como FC én este patrdn de electroforesis die-
ron.una sola banda con una migracidn ligeramente mayor para

AFC con movilidad 08.61 y 0.60 para la FC.

Electroforesis en geles de boliacrilamida con Dodecil Sulfato
de Sodio:
a) Ficocianina

Al emplear elfdetergente anidnico de lauril sulfato de
sodio y favorecer el desplazamiento en el campo eléctrico por
efecto de tamafio molecular con un amortiguador de glicina
192 mM, tris 18,5 mM pH 7.3 con una concentracidén de acrila-
mida de 11%, relacién b:a7de-]:37; la ficocianina siguid pre-
sentando una banda a la migracidn realizada por 5 horas y 3

"mA/tubo;



7.33di1. 1:4 con.DSS al 1% corrida durante 5 hrs. (patrdn No.
1 de Materiales y Métodos).
rf) Fotografia del gel corrido.en amértigﬁador de glici-

na 192 mM, tris 18.5 mM pH 7.3,-acrilamida-11%, relaci6én b:a
de 1:37 durante 5 horas a 3 mA/tubo. |

| g) Registfo del espectrofotdémetro de barrido del mismo
gel donde se comprueban las dos bandas recdgidas a la migra-
cidén. D.0O. mixima del vpico 1,0.485 v 0.407 vara el pnico me-
nor (2). % de lectura 567.5 nm, abertura del diafragma 0.523

mm.
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Figura 25. Patrones de migracidén de FC en poliacrilamida:

a) Esquema de la migracidn electroforética de FC en
,géles de pbliacrilamida relacién b:a 1:37 en amortiguador
de asparagina 0.034 M pH 7.3: la muestra fue de 25 ug y se
corrid dufante.4 hrs - a 325 V a 10°C. |

b) E1 registro del'espectrofotémetro de barrido se
corrid ajustando a una A de 567.5 nm con una abertﬁra del
diafragma de 0.53 mm haciendo 1é lectura en la direccidn
del origen del gel al frente del colorante. |

La densidad éptica méxima cOrresponde a 0.48 unida-
des. |

c) Electroforegrama de AFC en gel de poliacrilamida,

corrldo en amortlguador de asparagina 34 mM pH 7.3 a 10°C
y 325 voltios durante 4 horas. Concentrac16n de acrllamlda
10%, br:a 1:37, emﬁleando 25 ﬁg de muestra.

-d) Registro de espe;trofotémetro de barrido del mismo
eiectroforegrama ajustado a A de 567 nm,'abertura del dia-

fragma 0.523 mm y D.O. mix. = 0.454.

¢) Esduema*dé.larmigracién de una muestra de 25 ug de -

EC con DSS en ambrtiguador de-glicina'767 mM tris 74 mM nH
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Hasta aqui, las condiciénes del pfocedimiento s6lo mani-
festaron una subunidad al campo eléctrico generado, lo que se
muestra-en el resultado (é) de la figura 25. .

b) Aloficocianina

La aloficocianina tratada por este mismo patrdn No. 1
ya referido, did dos bandas a la migracidén en campo elé&ctrico
cuando estuvo actuando el DSS separando las subunidades que
la forman. La fig. 25(f) es la fotografia del gel obtenido
en el tratamiento va citado de 5 h a 3 mA/tubo y junto con
€l se presenta el registro espectrofotémétrico corrido en un
Gilford con dos sefiales de diferentes miximos en la denéidad
- bptica; la pfihera'descrihe el componeﬁte de peso molecular
mayor porque migra menos que la segunda sefial que tiéne mayor
m@vilidad porque su tamafio es menor; fig. 25(g).

Este mismo procedimiento del patrén 2 se 1llevd a cabo
en placas y el resultado se relacioﬁé a una curva calibrada
con marcadores calculindose el peso molécular%péfente . tanto
para FC como Para AFC. Los resultados para EC éorresponden
a los pozos Zryl4 con P.M. de 14500; @ara la AFC se utilizan
los pOZOS 1;3 y 5 donde se ven dos bandas y los P.M. calcula-
dos fueron']35a0 y 14200 presentados en la fig. 26 A.

Las proteinas empleadas fueron citocromo ¢ de caballo,
lisezima; miog1obina, cadénas.ligera y pesadé y & globulina,
quimotri@sinégeno; ovoalblimina, alblmina y apoferritina; La
fotografia de este experimento asi como los datos obtenidos

se sefialan en la fig. 26 B.



Figura 26. A)Electroforesis en acrilamida normal con amor-
tiguador tris-glicina.
Pozos 1,3 ¥y 5: AFC; 2 y 4: FC.
~Pozo 6: citocromo C Y apoferritina
7: oyoalbfimina y mioglobina
8: quimotripsinégeno y lisozima
9: vy globulina
10: albtimina
B) Calibracién:de pesos mo1ecu1ares con mércadores pro-

téicos.
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Cuando se-empled amortiguador de fosfatos a pH 7.3, una
concentracién de acrilamida de 10%; la misma relacidn de b:a
der1:37 y el detergente DSS, la misma muestra dié 2 bandas
aunque poco definidas (Patrdn No. 2 de Materiales y Mé&todos).
Es delapreciarse que la diferente naturaleza del amortiguador,
la adiciéh de 1% de mercaptoeténol'en 1a digestidn y una co-
rriente de 8 mA/tubo hizo posible una ligera separacidén en
las bandas de FC.

Con ébjetO'de dilqcidar el coﬁportamiéﬁxb de la FC en
la migracidn déctraﬂﬁfﬁicu,, y resolver mejor las dos posibles
subunidades de esta proteina; se aumentd la proporcidn de bis-
acrilamida a 1:27 pero los resultados no fueron mis defini-
dos ni en resolucidn de las bandas ni en la migracién en fun-
cifn del tiempo'y'corriente eléctrica (Patrén No. 3) que fue
8 mA/tubo y 8-10 horés. Se realiz6 otra serie de experimen-
tos preparandb geles con una relacidn b:a de 1:18.5 de malla
mids cerrada que permitiese una mejor resolucidn de las bandas
aunque ﬁo tuviera la migracién deseada (patrén No. 4). Des-
pués-de 10-i2 horas de mantener la corriente de -8 mA/pozo,
se obtuvo un patrén con doé'bandas bien separadas aunque se
tuvo una migracién pequefia. Estos resultados se indican en
la fig. 27 y las muestras: referidas corresbonden é los pozos
7'y 8 que reproducen resultados de otra fraccién de FC, tam-
bién pﬁrificada cromatogrdficamente en otra ocasién y se se-

fiala en 1los p0205”3 y 4.



Figura 27.  Electroforesis en gel de acrilamida al 10%, con
relacién b:a de 1:18.5 en amortiguador de fosfatos pH 7.3 a
8 m A/pozo por 8-10 heras, 4

Muestras: 1 y 2: AFC de la 3a, columna; 3y 4 FC de la 4a.
columna; 5 ¥ 6 AFC de la 4a. coluﬁna,.? y 8; FC de 1la Sa;
columﬁa; 9 y 10: AFC de la 5a. columna.

En cada caso se emplearon 25 ﬁg.
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La resolucién legrada para la AFC es perfectamente clara
y se sefiala en los pozos 9 y 16 con résultados‘reproducidos pa-
ra otra muestra de AFC en los pozos 1 y:2 asi.como 5 y 6.

Tomando en cuenta esta serie de experimentos se puede
decir qué la ficocianina contiene dos.subunidades de peso mo-
lecular éercano a 14500 daltones que son resueltos por dodebil
sulfato de sodio y mercaptoetanol en malla cerrada por doble
proporcidn de bisacrilamida, en condiciones de 8 mA]pozo du-
rante 10-12 horas.

| El registre del espectrofotémetro‘de barrido de estos

electroforegramas también da dos bicos asimétricos que corro-

boran los resultados de la electroforesis.
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Estos resultados a 1a mibracién electroforética de las dos

proteinas FC y AFC en diferentes patrones se concentran a

continuacidn:
Nfmero de bandas en patrones de
electroforesis

FC AFC
Patrén de asparagina 1 ‘ 1
Patrén No. 1 tris-glicina.
con DSS b:a 1.:37 1* 2#
Patrén No., 2 fosfatoes con |
DSS y mercaptoetanol
b:a 1:37 2 ' 2
Patron No. 4 fosfatos
con DSS b:a 1:18.5 2 2

% P.M, 14500

# P.M. 13500 y 14200
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Estequiometria de la AFC

A partir de las sefiales del espectrofotémetro de barri-
do se pretendid calcular la estequiometria de las subunida-
des de la aloficocianina. |

Para esto se hicieron-placas de poliacrilamida con DSS.
donde se pusieron muestras crecientes de aloficocianina des-
de 5 hasta 50 pg (patrdn No. 5 de Materiales y Métodos).

Al mantener un campo eléctrico con 8 mA/pozo durante
12 horas se obtuvieron dos bandas a las cuales sc¢ les tomd su
trazo con el espectrofotémetro Gilford dando dos picos de dos
subunidades; la subunidad o de peso molecular mayor y el pico
g de mayor migraéién y peso molecular menor.

| La denéidad'éﬁtica de los ﬁicos de las muestras guardan

una correlacifn en funcidén de su concentracidn como se anota
en la fig. 28 donde se ponen de manifiesto treé de las diez
sefiales analizédas, las cuales podrian manifestar su esfequio-
“metria.
Esta relacidén se conocid midiendo 1a altura que regiétraﬁ
- al densitémetro esas subunidades o bien extrayendo de los ge- -
les el colorante de Coomassie con alcohol etilico al 50% y
midiendo su densidad éptica a 567.5 nm.

Estos datos se graficaron y.se obtuvieron lineas expe-
rimentaies con cierta disﬁersidh. En la fig. 29 (A) se mani-
fiestan los resultados al maﬁejar la altura de las sefiales

del espectrofotﬁmetro-y la indicada como B. refleja los resul-



Figura 28. Trazo densitométrico de geles de poliacrilamida
de AFC con DSS. Las concentraciones de muestra son: 1) 40

ng, 2) 25vug 31 15 ug.
El trazo de izquierda a derecha estd en sentido de me-

nor a mayor migracién.
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. TRAZOS DENSITOMETRICOS DE GELES DE
POLIACRILAMIDA DE AFC EN SDS



Figura 29. Obtencidn que estequﬁmmtrﬁ%.de subunidades o y B
de la AFC.

A) Tratamiento por medicidn de registros densitométricos. Se
midié la longitud del registro como una proporcién_derla den-
sidad éptica en funcidn de la concentracidn de la muestra.

B) Tratémientb por extraccién y lectura de la densidad 6ptica
a_567,5 mm en funcidn de la concentracién de la muestra,

‘En los dos casos la_relacién'de.pendientes es de 1.5,

T g
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todos cuando se hizo la extraccién y se ley6 su densidad
6ptica a 567.5 nm.‘ |

En (A} los puntos'exﬁerimentaiés‘manifiestﬁn un coe-
ficiente de c0rreiacién_de 0.93, se han-tfatado por ¢l mé-
todo de minimos cuadradosjpara calcular 1la recfa tedrica
que se adjunta. La relacién de las pendientes o/B da un
nimero de 1.54 del cual se saca una proporcidn dé 3:2
subunidades o:8 de aloficocianina. -

En (B) se hace un tratamiento_semejaﬁte y la relacidn
coincide con el mismo 1,5 y.por tanto la mi;ma estequio-
metria; |

Las dos series de datos indican la misma tendencia y

aunque haya limitaciones de orden experimental, la consis-

tencia de resultados es sugerente de ser real.
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Filtracién en gel

Con el ohjeto de conacer las pes@s m@leculares de la
ficocianina y la aloficocianina se procedis a reallzar una
filtracién en gel de los flcoblllsomas dlsoc1ados

Estos fueron dializados en frio a 4°C y concentrados
para colocarse en la parte superlor de una columna de Sephadex
G-200 que fue calibrads con cuatro marcadores de peso molecu-
lar conocido.

Estas proteinas fueron citocromo ¢, ovoalbimina, - vy glo-
bulina vy apoferritina. B

La fig. 3¢ Presenta el perfil de elucién de las frac—
ciones registrindose 1a denSidad'ﬁptica a 280 nm, a 620 y sé—
fiala también 1a relac1on D.0. 620/]) 0. 650 due da un valor ad1—.
men51ona1 y que se incluye en 1la representac1on grafica sélo
para ilustrar 1a locallzac1on del plgmento alof1c0c1an1na

Se ponen de manifiesto los plCOS correspondientes a los
marcadores asi como la fraccién que tiene su mixima abosrben-
cla a 620 nm manifestiandose asi la FC y corresponde a un vo-
lumen de 44.4 mi,

Cuando se grafica 1a Kav 0 sea el coeficiente de parti—

cidn entre la fase liquida ¥y la fase de gel de cada uno de



Figura 30. Filtracidn en gel de los ficobilisomas disociados.
Ei trazo 1 indica la bresehcia de marcadores segﬁidés por su
densidad éptica a 280 nm.

El trazo 2 1adensﬂkﬂ;‘6ptica a 620 nm; localizdndose la
presencia de ficocianiﬁﬁ. |

Bl trazo 3 la relacidén de densidades 650/620 que sefia-

la la presencia_de'aloficocianina,
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los componentes prot&icos de la columna en funcidn del tamafio
molecular expresado come log P.M. se tiene una recta (Reiland

1971). - Sy

_ Ve - Vo

Kav— Vt - Vo

Ve = volumen de elucién
Vo = volumen muerto
Vt = volumen total

Al situar las éondiciones de elucidén de la FC en la
recta se encontrd un PM aparente de 150 000 - 155 000,

Se considerd "antes que la FC estd formada por mondmeros -
con dos subunidades, una o y otra R con un P.M. alrededor de
de 15 000. Si se toma en cuenta que la asociaﬁién mﬁs fre-

cuente en este compuesto es de hexdmeros con S;'y Berns (1965)

y McColl (1971) han ﬁro?uesto.y comprobado, se tendrd un peso
molecular tebrico de:=,d80 000 donde el resultado experimentalh&
obhtenido representaria un 86% del dato tebrico. i

b) aloficocianina:

En la elucién dé_las fracciones de este mismo-prOCédiv
miento;‘se calculd la presencia de aloficocianina por la rela-
[ D.0 e

cién de D.O. ; el ﬁerfil de elucidn sefiala la.

650nm” T 620nm’
regidn de la grifica donde este valor se hace presente, loca-

lizdndose muy cerca de la ficocianina.
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‘Al calcular 1a‘Kav para AFC y leerla en la recta cali-
brada se tiene un valer aparente de = 140 0004valor que pre-
supone un cierto grado de asociacién molecular, dato que al
discutirse a 1la luz de 105‘resultados-de‘electroforéSis en’
.DSS y donde se halla Un_pééo molecular de 70 000 para la es-
 tequiometria propuesta a:B 3:2, significaria una doble agre-

gacidn.

-Relacidén FC/AFC de las fraccioﬁéé ohtenidas de la cromatogra-
fia en hldrox11apat1ta; _

Se buscé la relacién FC/AFC en los plgmentos aislados
kcroﬁatogrﬁf;camente,'prevenlentes de los ficobilisomas dlSO—
ciados para'cOmﬁararse-COn—la.relacién encontrada en ¢l com-
plejo.asociado,
| Para esto se hizo el tratamiento que Bennett y Ebgérad
(1973) han propuesto para calcular ia'proporcién de FC y AFC
a partir de sus Coeficientes delextincién a las densidades

6pticas de 615 y 652 nm,

- D0y - 0. 4”@ 0 6527
EC =
5.34
‘."D.Q,ﬁsz.f.q.ZQSCD.Q‘5151
AFC =
5.09
Los valores de  S—LC dé“'29;6156 o= 7.34

L AFC = 4.0317
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dieron una relacién ~de 1 mol&€cula dé AFC por 7.34 de FC lo
cual estd en congruencia con los resultados obtenidos por
los coeficientes de sediﬁentacién-en su aproximacién estric-
ta (8.54)

Los resultados .de réla;ién de pigmentos aislados y la
relacién de unidades integrantes ael FBS asociade se afiamn=
zan reciprocamente,

| Relacidn de estequiometrias de los ﬁigmentos aislados y
del fiéobilisoma:

La estéquiometria del ficobilisoma se calculd de acuer-
do a los coeficienteé,de'sedimentacién tanto de 1la particula
integra obtenida como de las subunidadés‘libres mediante la
relacidn matemdtica encontrada.-

En la primera suﬁosiCiéiSn de particulas esféricas se
- obtiene un valor de 10,9 y la suposicidn més estricta de mo-
léculas. de proteinas, con forma de proléto y razbn axial de
4, (éiaier, 1§77]'se caicula‘un valof de 8.54.

Esto significa que de 8.54 a 10.9 moléculas dé pfdteinas
forman un ficobilisoma en las condiciones estudiadas, détos
tecogidos en la tabla‘ﬁI.

A su vez el tratamiento por coeficiente de extincidn
| hecho en las fracciones obtenidas de ficobilisomas disocia-
dbs, ofrece una relacidn de FC:AFC de 7.34:1.

Tomando "en cuenta los datos de\Gaﬁtt (1975) péra‘el mo -
delo del ficobilisoma y las ﬁroporciones apfoximadas_de 10%

de AFC en el sistema, se encuentra que:
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Proporciéﬁ de FC :. 7i%ﬁT“

\Proporcién de AFC: 1.

Total de_m%iétﬁlasjﬁrééén%és'géft%étﬁﬁﬁiisomas: 8.34 que

. esté de acﬁerdolcbmbleto con la'aprbximQCiéh #ids rigurosa, en-
contrada por los valores de coef1c1entes de sed1mentac1on va
referidos (8. 54) dato-que significa un peso molecular de S80 000
y que esté de acuerdo con los datos de filtracidén en gel que |
ofrecen un vaior de 1 190 000. Los datos por electroforesis con
DSS, tomando en cuenta lé estequiometria encontrada para la AFC,

dieron un peso molecular de 1.3 x 10°,

.Reproducibilidad de resultados

Los resultados referentes a 1a_caracteriiacién de los
pigmentos que se han -descrito correspondieron a las fraccio-
nes de un ensayo cromatogrdfico con ‘la excepcidn ya dicha del .
coeficiente de sedimentacién de laIAPC.

Dichos valores guardan consistencia con.los otros tra-
tados de forma similar.. |

El resumen de estbs datos se récoge en 1a Tabla iII Y
la caracterizacién lograda de los dos pigmento§ implicadoﬁ-en

el ficobilisoma se resefia tambhi&n a continuacién (Tabla IV]).
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CWPREABEA IT

ESTEQUIOMETRIA DEL FICOBILISOMA

POR COEFICTENTE DE SEDIMENTACTON

520, w
Fbs 29.6% 4
FC 6.0
AFC 6.0
la. Suposicidn: Particulas esféricas
Relacidn -axial 1 /s | | ;
n =(-25) - 10.94
2a. Suposicién: Unidades con
Relacidn axial 2
>/ 2
n =(_§%§%gf. = 10.30
3a. Suposiciﬁnf.Unidades con
Relacidén axial 4
= 8.54

ESTEQUIOMETRIA'FC/AFC‘POR'COEFIGIENTES DEfEXTINCION

D-.O.615 - 0.474 (D.O.652)
‘5,34
D.O.652 - 0.208 (D.O.615)
5.09 _ FC presente 7.34
AFC presente 1
ERtSICHR A 1 Total de moléculas por
TAFC = /- © P

FBS - 8.34
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TABLA III

FRACCIONES DE LAS COLUMNAS DE CROMATOGRAFIA

la. .. 2a. e Za. 4a. S5a.

. A de mixima absorbancia

FC -~ - 620 620 - 620 617
AFC 650 650 650 650 | 650

A de mdxima fluorescencia

EC 634 633 - | N.D. 640
. AFC 660 653.5 660 N.D. 662

1%

" Coeficiente de extincidn E]cm

FC 56.2 42.5 N.D. 32.9 32.
AFC 45, 36.8. 46 .6 | 34,5 . 53.

" Coeficiente de sedimentacidn 00w
T 2

FC Cn ' ‘ - 6.6 5.8

AEC ' ' 6.4,:6.,0 6.2
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DEPTO. DE BIOQUIMICA
TABLA V

CARACTERIZACION DE PIGMENTOS

Ficocianina:

Maximo de absorcidn : 5 620 nm
Maximo de emisidn de fluorescencia . 640 nn
Coeficiente de extincidn | _1% ‘ 56.2 %-1 c:m_1

Tcm
Coeficiente de sedimentacidén EFC] 13.4 mg/ml 5.8 S
Bandas de electroforesis con SDS '

b:a 1:18.5 2
Peso molecular de 1 subunidad 14500
Peso molecular de la proteina completa

(filtracidn en gel) 1.5 x 105

Aloficocianina: -
Méximo de absorcién : 650 nm
Maximo de e. de fluorescemncia ' : 662 nm

) - -
Coeficiente de extincidn s}ém : 53.3 % 1 cm L

Coeficiente de sedimentacidn [AFC] 0.678 mg/ml 6.2 S
Ntmero de bandas én electroforesis con DSS 2
Peso molecular de subunidades obtenidas por

_ electroforesis con DSS 13500 y 14200
Estequiometria de subunidades o:B 3:2
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" DISCUSION

Los pigmentos auxiliares, fiéocianina y aloficocianina
son responsableé del evento fisico de la fotosintésis en
Spirulina maxima mediante la captura de energia luminosa, la
formacién de.eétados electrdnicos T en esas moléculas y la
transferencia Unidireccional_de esa excitaci®dn; dicha energia
queda .atrapada en la clorofila a del centro de reaccidn del
PSII e inicia la etapa fotoquimica por medio de la transfe-
tencia de electrones de donadores a aceptores.

El grado de acoplamiente de los pigmentos'anfena pudo
cuantificarse por la medicidn de la produccién de oxigeno; el
estado estacionario Sz.es proporcional a la intensidad lumino-
sa en 1la zona lineal de la curva de saturacién de esta ciné-
tica, por tanto 1la produccién de oxigeno, es una determina-
cidn justificada:dé la velocidad fotoquimica del PS;; ¥y una
estimacidén relativa del tamafio de la antena del mismo foto-
sistema  (Diner y col. 1979}. Por espectros de eficiencia fo-
tosintética se vid que los ﬁigmentOs que dan la mayor res-
puesta son las ficobilinas en una zona de 550-650 nm, en cam-
bio los carotenos no reflejaron una actividad en_la.captufa
y transferencia de fotones que‘fuese-mensurable en las con-
dicioﬁes experimentales empleadas.

El rango de absorcién de los pigmentos auxiliares en

cianoficeas presenta un hombro a 590 y .A mixima a 620 nm -
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para la ficocianina, 650 para la aloficocianina ( y 672
para la aloficocianina B encontrada ya'en varias especies).
Tal secuencia sugiere una interaccidn de orden fisico entre
elios y la clorofila glque se absorhe.en7675.nm,-ya que sus
espectros de fluorescencia y absorcibén se sobrépone uno a
otro en forma progresiva. ‘De hecho, la excitacién que se
genefa en orbitales m se conduce de uno a otro pigmento por
mecanismos de excitacidén débil del tipo resonancia dipolo-
dipolo. Este proceso implica una organizaCién‘interna_a ni-
vel de distancia entre los crombforos, una orientaciédn de
los mismos y una sobreposicidn de frecuencia entre el dona-
dor y el aceptor.

~La asociacidn sugerida:pbr tales propiedades espectros-
cfpicas se comprobé-por,los espectros de eficiencia fotosin-
tética hallando una relacidén entre la zona del espectro que
corresponde a las ficobilinas y la respuesta en la produccién
de oxigeno. |

Cuando anélizﬁ la contribucidn de la ficocianina, .los
carotenos y la clorofila al rendimiento cuintico del PS;q
{Tel-Or y Malkin,11977) se observd que la ficocianina y la
respuesta-se vid muy restringida.

Los resultados obtenidos con luz monocromdtica de inten-
sidades corres?ondientes a valores cercanos a 10 neinstenios/
cmz,seé‘baja la-proporcién del estado de oxidacidn 83,-por
eso el resultado dé produccién de oxigeno se vid muy dismi—

nuido ya que los dos factores eran pequefios.
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La proporciﬁn de laos pigmentos asociados puede medirse
por patrones de induccién de fluorescencia (Malkin y Kok
1966). Este procedimiento'de-ver el cambio de la intensidad
de fluorescencia con el tiempo desde Fo (fluorescencia cons-
tante) de bajé nivel hacia un estado estacionario Fe, en sis-
temas acoplados y no acoplados permitiria hacer una compara-
cién ilustrativa. El grado de acoplamiento se juzga en fun-
cidén de la diferencia de la Fo - Fo. Entre mayor sea la dife-
rencia, mayor serid el grado de acoplamiento.

La fluofescencia variable, es decir F= - Fo en funcidn
del tiempo, se debe a la clorofila a (Tel;Of y Malkin, 1977)
y se veria aumentada al disminuir las trémpas abiertas, 1lle-.
gando a un méxim6 cuando todo Q esté reducido y por tanto la
energia se'disipe'como.f1u0r83cencia y quede bloqueada la
via fotoquimica.

Otro aspecto que favorece la transferencia de energia
" de“las ficobilinas a la clorofila es la naturaleza hidrofili-
ca de las primeras y su localizacidn en la zona externa de
la lamela. Los lipidos polares de la membrana, el agua, las
uniones de puentes de hidrégeno y fuerzas débiles no. covalen-
tes favorecen ciertas interacéiones que promueven un estado
conformacional del ?gregado de ficobilinas.que mantienen orien-
tados sus cromdforos de manera que hacen Optimo el proceso de
transferencia de energfa en directa proporcidn al grado de

asociacidn, hasta la clorofila "expuesta'" de Lavorel (1966) y
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que después Malkin (1977) definié como flﬁorescente.

De modo que.la-interaccién cromﬁforoéproteinaeproteina
€s una contribuciﬁn-en apoyo del arreglo regular de subuni-
dades con una orientaciﬁn'definida. |

Las obser#aciones.générales oBtenidas en la estandari-
zacién de las condiciones en que selmidié'la'produccién de
oxigeno condujeron a comprobar una relacidén entre la respi-
raciodn dei alga y la fotosintesis, de modo que un parametro
indirecto de la viabilidad del alga fue el mantenimiento del
conéumo de oxigeno‘en oscuridad.

- Van Norman y col. (1952) ya lo habian propuesto en con-
Clusiéﬁ de sus experimentos:ton.isétdpos pesados y naturales
de oxigeno para &is;riminar'ios dos procesos.

El espectro de actividad fotosintética medido respondid
al fendmeno global‘y no- a respuestas por.separado de cada uno
de los fotosistemas,'lo que hubiera invelucrado una discrimi-
natién espacial del fendmeno y la contribucidn por separado
de los pigmentos implicados.en cada fotocentro.

En tal espectro se comprobd una transferencia de ener-
gia luminosa en las ficbbiiinas en cooperacién con la cloro-
fila que se manifestd como produtcién de oxigeno en las X
de absorcidén de esos pigmentos.

En dlcho registro se observ6 una caida en el rojo y otra
en el azul. Esto habla de una contribucidén muy baja de la
clorofila y les datos obtenidos en el 675 parecen indicar que

se trata‘de clorofila no unida directamente al centro de reac-
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Ci@idel PSyy ; posiblemente la-due Malkin sefiala no fluores-
cente.

Muy probablemente también aqui se¢ refleje clorofila del
'PSIYaTnﬁsﬁgestﬁ midiendo un espectro de accidén total, no. exclu-
-yente del PSII' y- hay datos en'?.ﬂ&nuewfum--que'eIJQS% de la
clorofiia a se encuentra asociada al PS; (Ley y Butler 1976).

La suposicidn antes mencionada sobre la presencia de
pigmentos libres en las muestras del alga empleada, reduce
la proporcidn de 1la méxima eficiencia en el proceso Y por
tanto ¢l empleo de las trampas. abilertas péra hacer fotoqui-
mica Y qﬁe la transferencia de energia del PSII al PSI'sea
Optima. Si bien no'puede decirse eso, sc¢ Ve, sin embargo
una respuesta cualitativa que identifica a las ficohbilinas

como efectores del proceso.

Morfologia y localizacién del ficoﬁilisoma.*

En el marco de referencia de los trabajos de Gantt (des-
de 1965 hasta la fecha) y de otros autores, los ficobilisomas
guardan un arreglo interior Y uha'periodicidadzen la lamela.

- Los resultados obtenidos en la localizacién del ficobi-
lisoma de Spirulina maxima manifiestan ese patrﬁn general de
agregaciﬁﬁ intramolecular y de localizacidn ordenada con cier-
tas diferencias menores.

En S.max{ima se ha vistO'cierta'hefefbgeneidad en el ta-

mafio de las particulas .£n v{vo que responden en promedio a
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260 R alcanzando 1imites superiores hasta 400‘R: Anabaena sp.
que fue tomada como-. control pﬁesgnté-dimensiones semejantes
pPero mids homogeneidad.

Para Porphuridium eruentum (rodoficea con ficobiliso-
mas que contienen FE, FC y AFC) Gantt en 1972 refiriérdimen-
siones de 450 R pafa el eje mayor de un prblatOEYISOO'R para
el eje menor. | |

En primer lugar hay semejanza en los tamafios observados
en las dos cianoficeés; mientras que P. d%a@n%um; "es rodo-
ficea 'y contiene tres tipos de pigmentos; se podria presuﬁoner
que su. templado fuera diferente y su tamafio mas grande Pare-
~Clera que la limitacién de nutrlentes pudlese afectar el ta-
-mafio del ficobilisoma, pero los estudios de desagregacién 1lle-
varon a proponer una estequiometria dada y si el medio estd
lllmltado de nitrégeno se ve una reducc1on en el nimero de fico-
bilisomas y no en el tamafio de los mismos (Gantt 1975)

Otra alternativa més-plausible.seria que el ficobilisoma
de Spirulina maxima se obtuviese un tanto, disociado.

La disténcia calculada entre los ficobilisomas fue de
40 nm, lo que guarda relacidén con los resultados de 60 nm que
midieron Lefort-Tran en 1973 y T. de Marsac en 1977 para Pokrfi- -
rédium eruentym. - |

Ademds, en el estudio de 5. maxima se empled un cultivo
natural en cambio el de: Anabaena. sp, sesmmﬂmﬁ a luz deficiente

con lo cual se incrementa el nivel de pigmentos.
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Se pudo constatar que el descenso de temperatura asi
como el de la fuerza iénica del'amortiguador; inducia una
desagregacidn en estas estructuras; cuando se congelaron
las muestras'de manera previa al tratamiento . para su ob-
servacién, los ficobilisomas desaparecieron en su totali-
dad o en gran parte.

La obtencién de‘estas_estructuras fug satisfactoria
bajo las siguientes condiciones experimeﬁtales: alta fuerza
i8nica, concentracién de 1a muestra alrededor de 30-50 pg/ml
Y temperatura ambienfe'&urante todo el proceso, datos que reeien-
témenesss han sido ya publicados (Gantt 1979).

La identificacién de los ficobilisomas se hizé bajo
los criterios espectroscﬁpiéos tanto de absorcidn como de
fluorescehcia- Se registré la absofbancia de la FC y la AFC
asi como la primera derivada sin hallar respuesta de‘cloro—
fila contaminante, pues al excitar la muestra a 442 nm, no se
recogid fluoreScenCia correspondiente a este componente (685
nm} y en el registro de su densidad 6ptica o. de la derivada
tampoco se tuvo una seﬁal; como tampoco se vié algun dato de
otros polipé?tidos con coeficiente de extinciédn perCEptible.

Cuahdo se calculd tedricamente el nimero de moléculas
de proteina contenido en un ficobilisoma de-las-proporciohes
mencionadas y asumiendo una forma esférica de él, asi como
teniendo en cuenta las dimensiones y forma de las proteinas
FC y AFC (Glazer 1977} se tuvo un niimero miximo de 27 molédcu-

las que se empacarian sin dejar espacios vacios. Este valor
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se repitid cuando se hizo unimodelo con monedas pues la seme-
janza es literalmente apropiada ylse hallaron valores entre
27 y 28 unidades integrantes. Esto sflo pretendid estimar un
nimero tentativo .de entidades que se empacarian en un FBS,
pero el hecho es que el peso melecular calculado por coefi-
ciente de sedimentacidn restringe esta suﬁosicién en limites
mis reales. |

El valor de 29.6 S obtenido_significa.un peso malecular
aproximado de 900 000 si se asume que es esférico y que no
estd hidratado. E1 nlmero de 22-28 moléculas de proteina con
un P. M. por unidad de 125 000 (Gantt y col, 1974) daria un
peso moleculai‘c0nservador de 2.7 x 106, lo cual sobrepasa el
valor correspondiente al coeficiente de sedimentacidén hallado.

En cambio cuando se hace un andlisis del coeficiente de
sedimentacién del FBS en relacién a los coeficientes de sedi-
mentacidn de las protéinas obtenidas por disociacién ‘del com-
plejo,losrresultados obtenjidos indicaron que entre 8 y. 9 molécu-
las de proteina‘fdrmafiahjei'ficaﬁiliSQmafde I&é;cafdctaristicas
‘planteadas.

Estb guarda coherencia con él peso molecular va cifadé,
con el tamafio del ficobilisoma visto por microscopia electré-
nica y con el anilisis de coeficiente de extincién. (Benett y
Bogorad 1973) o sea 87.5% de TC y 12.5% de AFC, aunque estos
valores se verian reducidos un poco si se incluye la AFC B
{sb6lo sugerida por'relacién de espectroscopia de fluorescencia)

y los posibles ﬁolipéptidos que integran el ficobilisoma y que
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se sugirieron levemente en algunos registros.electroforéticos.

Los resultados de estequiometrié'de pigmentos de Poiphy-
nAdLum oruent um deducidos .por cinética  de disociacifn y empleo
de anticuerpos (Gantt y col. 1976a) indican una proporcién'de
84% de FE, 11% de FC y 4% de AFC.

La integridad funcional del complejo; medida por espec-
tros de fluorescencia ?ermitié conocer que hay transferencia
de energfa en.el sistema ya que al excitar a 590 nm se logré
una emisidén de fluorescencia a 662 nm que habla de dos COMmMpO -
nentes FC y AFC qué actian transfiriendo energia uno al otro.

La excitacidn a 550 nm no altera la respuesta cualitati—
va de la fluorescencia;-bero si disminuye su intensidad, por
lo que se escogid la primera y significa que 1; luz de 550 &
590 nm es tomada por la FC y la energia es conducida por sus
crombforos hasta los de AFC. que emiten a 662 nm. También 1los
espectros de excitacién del aceptor (675 nm) fueron in&ice
sensible de la transferencia, manifest4ndose como coopera&o—
res de la respuesta la FC (590 y 620 nm) y AFC (650 nm).

La diferente accesibilidad propuesta para los cromforos
févorece una transmisi6n tridimensional que es mis real. De
acuerdo con estos conceﬁtoé de crombéforos sensibilizadores
(ocultos) y fluorescentes (accesibles) la secuencia para
Splrulina maxima de FC_ F%—Fcf'F—Ach;—AFCfQ“—clorofila es muy
atractiva de un estudio para su comprobacidén u objecién.

Sin duda que un'aspecto.importante en la eficiencia del
proceso de transferencia energética es 1la agregacidén de la FC

y de la AFC y el nlimero de moléculas de cada proteina que for-



- 186 -

man un ficobilisoma;qdeilatprimexa, Scott y col. (1965) han
citado que el pH cercano a la neutralidad y algunos iones
favorecen una @gregacién'en hexdmeros y que el estado de
mayor agregacidn promueve desplazamientqg espectroscépicos
hacia el rojo (Gray y Gantt 1975). Los resultados en el
acoplamientwde los ficobilisomas en diferentes estadios de
crecimiento y nutricidn, guardaron semejanza, de modo que
cstas diferencias de estados metahélicos no afectaron las
respuestas ya citadas lo. que afianza la proposicidn de Gantt
(1975) de una organizacién en el templado, lo que genética-
mente es coherente con otro tipo de ensambles como el de
proteina de fagos y de ribosomas.

El niimero de uﬁidades encontrade fue entre 7 a 8
molégculas de FC y 1 de AFC, calculado como ya se dij6 por
_conceptd de coeficiente de sedimentaciéngfcoeficiente de ex-
tincidn. )

La proporcién de FC:AFC encontrada de 7.34:1 permite

establecer una semejanza con la de Anacystis nidulans de

6:1 y asumir que el tritdén X-100 no provoca agregacion de

los complejos en el método de separacién; esto si sucede

con otros sisteﬁas que tienen una proporciﬁn muy alta de

AFC. (Glazer y col. 1979). De otro modo el dato reflejaria un

coeficiente de sedimentacién adulterado por este concepto.
La-proporcién minima de ‘AFC/FBS implica una estrfcta

conformacidn interior de 1la AFC, asi como su orientacién en
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relacidn a 1a FC, hechos que se comprueban en la eficiencia
del fendmeno de transferenc1a energética.

Otra cuestidn muy intergsante ai anﬁlisis'es la rela-
cidn del ficobilisoma con 1a membrana; en']975 Gantt pre-
senté una relacién de 2000 moléculas de clorofila por‘fico-
bilisoma afiadiendo una estiméciSn de 70 a 80 moléculas pro-
téicas por ficobilisoma de 250 000 de peso moleculaeror.
unidad; estas proporciones significan un peso total de 17.5
a 20 x 106 con un coeficiente de sedimentacién del orden
de 100 S. Cuando se calcula el volumen de las subunidades
cilindricas de 30 x 120 A y el volumen del ficobilisoma es-
férico se tiene unrdiémétro de 358~375'K dato en concordan-
cia con las dlmen51ones referidas para Porphinidium cruentum
en 1974, Si se toma el peso molecular por unidad de 125 000
~como reportd la misma-autora en 1974, el peso molecular total
'se reduce a 1a-mifad y por consecuencia el coeficiente de
sedimentacién también disminuye, dando un valor que parece mis
acertado.

.Ademés si se han calculado 250 moléculas de clorofila
por centro de reaccidn y la relacidn de clorofila-a ficobili-
soma fuera de 2000:1 significaﬁia la presencia de 1 FBS por 8
centros de reaccidn para abastecer de energia luminosa impli-
cando ademis el problema topolégicolque esto trae consigo. Es-
ta conclusidén no esté de acuerdo con las observaciones de crlo—'

grabado que ponen de manifiesto una d15p051c1on semejante en-
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tre los FBS y particulas de membrana con clorofila que guar-
dan una distribucién homdloga ni los datos de separacidn en-

tre centro de reaccién de PS.

r; de Wollman (1979) de 400 a

Q

500 A,
Se podria pensar en la eficiencia de un ficobilisoma

para abastecer derenergia.a ocho centros de reaccidn pero se
ve que el modelo -del ficobilisoma no es adecuado para propo-
ner intercomunicacién de energia luminosa entre varios cen-
tros de reaccidn pues no hay contacto fisico entre ellos y
no es favorable la migracién de energia de la cl a hasta
la FC o FE que tendria qﬁé Verificarse. Sin emBargo, Joliot
en.1973, conciuyé de unos experimentos en una mutante de

CLamydomonas con antena cl a/cl b que se interconectaban por

1o menos tres unidades fotosintéticas.

Al estudiar la disociacidén de las-éstructuras de ficobi-
lisomas por las perturbaciones en los enlaces.provocados‘por
descenso de temperatura;'dilucién a concentraciohes menores
de 30-40 ug/ml y el descenso de fuerza idnica, se vid que al
destruir la erganizacién es?pcial se interrumpid el fendmeno
de transferencia de energia y de ese modo 1la respuesfa en la
fluorescencia se manifestaba con el valor de la. FC libre que
iba aumentando en funcidn del tiempo; El efecto de la tempe-
ratura condujo a inferir la implicacién de enlaces hidrofdbi-

cos en el estado de agregaci®n de esas proteinas entre si.
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De modo que se comprebaron cieftos grados de acopla-
miento en e1 ficobi1isoma; a} é nivel de las subunidades
(o B ) de la AFC (electroforesis con Dss; b) agrupaciones
(a3 Bé ) de'AFC para formar dos entidades de éstas (re-
sultados de f11trac1on en gel) o bien (aﬁ B ), c) agru-
paciones (a B) de FC (resultados de electroforesis con Dss),
d) asociaciones (o 8)6. (flltrac1on en gel), e) asociacio-
nes entre FC 7y AFC (coeficiente de sedimentacién, transfe-
rencia de energia),. f) se presupone también la asociacidn
entre la AFC B.(dato sugerido'por fluorescencia comparativa)
Yy la AFC,(desplazamiento en la fluorescencia de 662 a 660 nm
en la disociacién de FBS).

El corrimiento hacia el azul no repfesenta una desnatu-
ralizacién del sistema sino un desacoplamlento porque cuan-
do se analiza el espectro de absorcién no hay un decremento

La organizacidn del ficobilisomas a nivel de estequiome-
tria,.templado y ensamble no ha sido resuelta en su totali-
dad. E1 acoﬁlamiento de esta estructura a la membrana en un
orden claramente definido;'imﬁlica una serie de factores pre-
cisos y conjugados entre si donde Se pronuncian interaccio-
nes lipido-proteina y se vinculan a componentes especificos
de la membrana incluyéndese funciones reguladoras por demis

complejas

Caracterizacién de los pigmentos
La caracterizacién de 1os plgmentos del ficobilisoma per-.

mitid reconocer a la f1coc1an1na Y a la aloficocianina como
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los componentes del mi#m@; _Hﬁy.cianoficeas que adgmés de con-
_-tener estas dOS'proteinas,_también registran ficoeritrina, in-
cluso Dumartrait.CIQZﬁ}wprE3ume.que se localiza en Spirulina
“plantesis; este no fue el caso de Sbiﬂuﬂina max{ima en la que
no se encontrd ésta ﬁor c¢riterio de espectfoscopia‘de absor-.
cidn, de fluorescencia y de accidn, asi como por cromatografia
0 electrbforesis.

Los yalores de mixima longitud de onda de absorbancia y
fluorescencia tanto para la ficocianina como péra la alofico-
cianina estdn de acuerdo con los resultados presentados en la
literatura: aﬁsorbancia'de EC: 620 nm; fluorescencia::640 nm.
Para la aloficocianiba: absorbancia de 650 nm y fluorescencia
de 660 nm. Gantt Yy col. 1974, Bogorad, 1975 y Glazer 197{j.

Como han analizado Bryant ¥y col. (1978) dichas propiedé
des espectroscépicas deﬁenden de la naturaleza quimica exacta
del grupo prostético unido covalentemente, de la influencia
del medio, del’nﬁmero de crombéforos que segflin Williams y col,
(1978} han propuesto uno para la subunidad o y dos para la
subunidad B de la ficocianina y Glazer (1977) a su vez ha ci-
tado un cromdforo para.cada una de las subunidades o'y 3 de la
aloficocianina.

Tal modulacidn de croméforos se ve influida por interac-
ciones no covalentes entre las bilinas unidas y la proteina en
su conformacidn nativa y el estado de agregacidn de las protei-

nas, asi como la naturaleza quimica del croméforo y la pertur-
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bacidén inducida por el enlace entre las hilinas Y la cadena
polipeptidica. | - |

Los autores estin de acuerdo en la identidad del cro-
méforo de FC y de AFC y Brown y col. (1877) seflalan que al
romper la interaccidn cromﬁforo—ﬁroteina con urea 8 M, se ob-
tiene una banda a 660 nm que corresponde a la ficocianobi-
lina en su forma de cloruro; por tanto la respuesta de 620 nm
para la FC y 650 nm‘para la AFC se atribuye a interaccidénes.
croméforo-proteina.

Ese hipsocromismo puede deberse.a cambhios en las funcio-
nes de onda de los electrones implicados en la transicidén &p-
tica al interaccionar con moléculas vecinas o comn proteinas o
1ipidos de la membrana.

Por los criteriﬁs de espectroscopia d§ absorcién o de
fluorescencia no se tuvo evidencia de aloficocianina emisora
mas allid de 662 nm, p051blemente por su baja proporc16n buesl; -y
Butler (1977) la encontraron en Porphinidium anuenium €N una
proporc16n de 1[15 de la AFC y esto limita mucho su deteccidn
cuantitativa.

Por métodos electroforéticos se localizaron dos bandas
para la FC con P.M. cercano a 14500 y para la AFC otras dos,
1lamandc a a la de mayer migracién y ﬁeso molecular de 13500
Yy B a la de menor movilidad y P.M. de 14200 con una relacidn
30: 28. la cual{;iestaﬁ.de acuerdo a los valores reportados en

la bibliografia [Bennett v B.'1971; Glazer 1977).
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Estas subunidades. tienden a asociarse para formar

- mondmeros (o B) (esta notacidn fue,hecha anterior al reporte
estequiométrico de Zilinskas en 1978 de Zd:SB. Como la re-
lacién es diferente:de 1:1 ¢abe una aclaracién de lo que se
1lam6é mondmereo w B) estos.a su vezkse'asocian seglin las con-
diciones de pH, fuerza idnica y concentraciéﬁ para formar
hexdmeros en el caso de la FC: (a Bfé y trimeros para la AFEC
(a?B)s. (Glazer, 1977). El valor encontrado péra el coeficien-
te de sedimentacidn de la AFC de 6.2 significa un alto grado

de asociacidn en las condiciones de pH 7.0. Hay observaciones
que el pH afecta la asociacidn ik vitre de esta_proteiﬁa hallan-
do valores de 2.8 apH entre 3.5-4.0 (Ohad y col. 1980).

Este arreglo deﬁplaza el maximo de absorcién hacia el
rojo aumentando también el coeficiente de extincidn. De-una
manera semejante el mayor estado de agregaciﬁn también se ma-
nifiesta en el valor del peso molecular de las proteinas; cuan-
do se varia la condicién de pH de 5 a 7 se han encontrado
diferéﬁcias de .casi 50%. (Glazer 'y col. 1973h).

D. y Teale (1970) y Glazer (1977) han hecho responsables
de la absorcidn a 600-605 nm a los croméforos sensibiliiadores
presentes preferentemente -en la subunidad B; mientras que 1los
que absorben en 630-635 nm son los_fluoreécentes Yy estadn en la .
. |
Puede pensarse Que los crom6foros de 1la subunidad B reac-

cionan primero a la luz y esta excitacién se canaliza hacia
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los crombéforos "f" presentes en subunidades o que responden
a la fluorescencia.

Los autorés consideran plausible una diferencia quimi-
ca entre los dos tipos de croméforos y se sabe que en C-FC hay
el doble de croméforos cosechadores, ademds han obtenido
cambios de dicrpismo circular que apoyan la fuerte interac-
cifén de los cromdforos.

.Ademés, los mismos investigadores han descrito cierta
orientacidén de los croméforos situando los "f'" de manera ex-
puesta y los '"s'" menos accesibles.

Los experimentos de la.influencia del pH sobre la agre-
-gacién de AFC iﬁ vitho aﬁénzmm el dato que la asociacién de
esta proteina se realiza por una gran pfoporcién de enlaces
hidroféhicos.

De igﬁal modo en la ﬁefiferia se ve influencia de puen-
tes de hidrdgeno y fuerzas electrostdticas sobre la union de
estas subunidades B; sin conocer si esta unidén es con las
subunidades d para formar los mondmeros o con. otras subunidades
B para formar los hexidmeros.

| Se podria especular de acuerdo a la funcionalidad pro-
puesta de captar'luz; si de manera pfedominante las subunidades
g miran hacia el exterior, pero si se incluye el dato de poca
accesibilidad de croméforos "s'" presentes de manera mayori-
taria en las subUnidades'B; quizd algunas zonas de d también

‘1o hagan. Otra posibilidad ﬁuede ser que las dos. subunidades
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compartan los dos tipos de croﬁéforos aunque uno de ellos sea
predominante. Parece presentarse cierto compromiso que sdlo

puéde resolverse con estudios ulteriores analizando la topo-

logia y un recurso puede ser la titulacién de cfoméforos en

disociacidén y reconstitucidén, medidos por fluorescencia.

Si los cromdforos breSentes en la AFC también fuesen de
dos tipos con respuestas espectroscépicas diferentes, equiva-
lentes a los de FC de 608 y 630 nm, la respuesta se refleja-
ria en la fluorescencia. Gysi (1974) ya sefialé que la subuni-
dad o de la C-FC de Mdétigbcﬂadué i. tieme mayor fluorescencia
hacia el rojo que 1la B;

In cl caso de disociacién de subunidades con cromdéforos
"f1' de AFC, la fluorescencia se veri perturbada désplazéndose
hacia el azul: si se pierden.los "s" sucede algo semejante con
un mayor corrimiento, pues falta un intermediario en la trans-
ferencia de energia. Para el caso de ficobilisomas intactos,
esto seria poco probable, partiendo del modelo de Gantt en
que la aloficocianina esta protegida en el centro del complejo.

Cuando se midid la fluorescencia de los ficobilisomas
intactos y se encontrd dato de fluorescencia de ficocianina,
observado por el pito a 662 nm que no es totalmente simétri-
co, sino con una mayor &rea hacia la zona del azul, es decir
de la EC,‘estaba indicando que el proceso medido en esa situa-
cibén tenfa una eficlencia menor que el 100%,probablemente por

cierta disociacién del sistema, ademis en ese dato se reflejaba
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la ficocianina no acoplada y la sintetizada de nove que afin
no se incorporaba al ficohilisoma.
. S§1 han disminuido las subunidades con croméforos '"s"

o '""f'" de la FC, 1la respuesta de fluorescencia serd menor
aunque haya suficientes subunidades con "s" o "f'" de la AFC
¥y la respuesta no llega a verse en 678 nm.

La disociacién de la FC influye en el proceso de trans-
ferencia de energia; {n vive ©&a asociacidén puede ser mis
alta y el procedimiento de obtencidn provoar cierto cambio con-
formacional y/o la disociacién retroalimentindose estos efec-
tos que se manifiestan come disminucidén del valor de trans-
ferencia .in vitae, pero que pudiera ser mas alta in vivo.

La estequiometria encontrada para la AFC de S. maxima
de @:8 3:2, tomando como subunidades ¢ la de peso molecular
mayor y por 8 €l componente menor, tiene paridad.con el dato
que en 1978 presentaron Zilinskas y col. en Nostoc 4p. en el
componente llamado AFC I responsable de maxima fluorescencia
en 678 nm: ellos llaman & al componente de mayor migracidn y
R al de menor movilidad y citan la relacidén 2 :3

No se tuvieron los espectros de absorcidn de tales sub-
unidades para su discriminacidn en el visible, pero la subuni-
dad mas pesada manifiesta mayor respuesta a la luz y quizd eso
signifique interacciones que favorezcan orientacidén de los cro-

méforos o el propio estado de agregacién de esta proteina.
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A lo largo de muchos trabajos se pensd que la respuesfa
espectroscdpica de 672-678 nm propuesta pﬁra la AFC B sdlo
pudiera ser sefial de la agregacidén ya que varios autores
(Gray y Gantt 1975,, Brown y col. 1975, 1977, v otros) lo ha-
bian propuesto en base a sus datos experimentales pefo Ley vy
Butler dan evidencias que es un componente diferente, pues
lo identifican por electroforesis con DSS,.de acuerdo a su
punto isoelé&ctrice, inmunolégicamente y comparan sus espec-
tros de absorcidn y fluorescencia con cristales de alofico-
¢lanina donde el grado de asociacidn es miximo.

A pesar que en este trabajo no se obtuvo ese componen;
te, cuando se analizan los espectros de fluorescencia de los
pigmentos libres y de los ficobilisomas asociados y disocia-
dos, se puede ver una zona que no coincide entre ficobiliso-
mas asociados y AFC, lo cual puede sugerir la proposicidn de
otro componente que fuese responsable de emisidn hacia el
rojo, pues es hacia esa zona donde existe la diferencia. Se
hicieron esfuerzos por encontrar ese componente haciendo me-
diciones de espectros de excitacidn y no se registrd sefial
que lo comprobara.

- E1 sistema colector de energia luminosa que es el en-
samble proté€ico del ficobilisoma ha permitido en las ciano-
bacterias a lo largo de millones de afios.

La evolucidn de los pigmentos antena en las plantas

superiores ha logrado una economia energética sustituyendo
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estas moléculas complejas por otra mucho mas sencilla como es
la clorofila b. 1Lla adaptacién de una célula al medio a veces
se realiza . mediante  una vafiaéién‘molecuiér o como agregacidn
6 de una manera mis elaborada como la presencia de otra molécu-

la. -
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'RESUMEN

Se midid la :influencia de 10s pigmentos auxiliares en
la fotosintesis de Spizuflina maxima por espectros de eficien-
‘cia fotosintética y se encontrd que los pigmentos que absorben
entre 550 y 650 nm, es decir las ficobilinas, son los princi-
pales responsables del proceso.

Tales pigmentos se encuentran acoplados en ficobilisomas
y de ese modo realizan la transferencié'de energia lumincesa
con alta eficiencia,

La funcionalidad dei ficobilisoﬁa ﬁisladolse mididé por
espectros de fluorescencia y al registrarse la fluorescencia-
de la aloficoanina, se comprobé la transferercia de energia
entre sus componentes.

La localizacifn de estos pigmentos asociados se hizo
por microscopia electrdnica encdﬁtrandd arreglos moleculares,
situados sobre la lamela filacoidal de 250 R de diametro, se-
péradoé entre si unosi400 R.

Los resultados de 1a‘eficiencia fotosintética, de la
transferencia de energia y la Visualizacién de la distribu-
c16n periddica de estructuras sobre la membrana del tllac01del
comprueban el acoplamlento de estos plgmentos en sistemas
ordenados tanto desde el punto de vista. del complejo mismo -

como de é€ste 'y la membrana.
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La estequiometria_del,ficobilisoma se.anaiizé por medio
de la relacién entre el goeficiente de sedimentacion del fico-
bilisoma para el que se:encohtréuzg.ﬁ‘s y del coeficiente_de
sus componenfes: FC. (5.8 §) y AFC (6.2 8), encontrando una
relacién de 8.54 unidades. por complejo.

Se encontrd la misﬁa proporcidn por los coeficientes de
extincidn que dan una cifra-de FC: AFC de‘7}34b1; de modo que
un ficobilisoma de' Spirulina maxima en laé condiciones de este
estudio manifiesta qué contiene 7 molécﬁlas de ficocianina y
1 de aloficocianina. |

El ficobiliséma dializado presentd eSos dos éomponentes
mayores, FC y AFC, pero la comparacién de 1os,espectros de
flﬁorescencia de ficobilisomas asociadoﬁ, deﬂficobilisomas'di-
sociados y los ﬁigmentos libres sugiere la presénéia-de otro
componente con com?ortamiento de emisidén de fluorescencia en-
tre 662 y 685 nm.

La ficocianina maniféstélgﬁ_.i de mixima absorcidn de
620 nm, emite fluorescencia a 640 nm, tiene un coeficiente de
sedimentacién de 5.8 S, presenta dos bandas en geles de poiia—
crilamida con dodecil;sulfato de sodio; de peso moiecular de
14 500 y el peso molecuiar de la proteina se calculd en 150 000.

La aloficocianina ofrecé su mixima abgorbancia a 650 nm,
fluoresce a 662 nm, tiene un valor de sedimentacién de 6.2 S.

El peso-molecular de la unidad indica 140 000 lo cual manifies-
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ta un gfado de asociacidn porque los resultados de electrofore-
sis en geleé de_pgliacrilamid@'ponep en evidencia dos bandas
con P.M. DE ]4;2@DT¥'15 SDqu;Estas-SUbunidades o°y- 8 guardan

una estequiometria ‘de. 3:2.
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APENDICE

Para conocer la respuesta de la produccién de oxigeno
en funcién de la longitud de onda, fue necesario estandarizar

-las condiciones de trabajo.

Cantidad de alga empleadag

o - Se hicieron mediciones de produccifn y consumo de oxige-
noﬂempleando cantidades crecientes de alga. Esta se resuspen-
_dié en un amortiguador de fosfatos de potasio mono y dibdsico
30 mM pH 10.0; bicarbonato de sodio 50 mM, manitol 0.5 My
temperatura de 30°C. Se intent8 con este pH sabiendo que el
alga crece en medios con alta alcalinidad y se adicioné manitol
para mantener isotdnica la solucién.

La ?roduccian de oxigeno siguié un comportamiento de cur-
va de saturacifn. Una zona donde la respuesta es proporcional
ala cantidad de alga vy depende de ésta y otra donde la canti-
dad de bxigeno no depende yé de. la cantidad de alga que ha ido
aumentando; sino que la luz que incide sobre la muestra es la
responsaﬁle del efecto. A ?eSar que aumenta la cantidad de
alga, la luz que interacciona con la muestra es aproximadamen-
te constante y se manifiesta como saturacidn en la respuésta_
delrsistema.

El consumo aumentd en proporcién a l1a cantidad de alga,
probéndose hasta 225 mg de la misma (dato no mostra&o) lo que

habla que este comportamfento es indevendiente de la luz v



=Figura 1'. Medicidn de 1la prbdu@cién de oxigeno dependiente de
1ﬁz y el consumo en la oscuridad como ﬁmolas de oxigeno/h en furn -
cién de la cantidad de alga completa empleada.

La muestra se resuspendif en amortiguador de fosfato 30 mM
’bicafbonato de sodio 50 mM; manifol 0.5 M pH 10.0 a 1a tempera-
tura de 30°C. Las medicieones se hicieron en. un ﬁolarﬁgrafo y
cada punto corresponde al bromedio de cuatro determinaciones.

Se empled una lampara de 25 w a una distancia de 2 cms.
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puede excluirse que se trata de una fotorrespiracién.
Si el consumo se grafica como umolas de oxigeno/h. . mg
de clorofila se tiene una linea recta que comprueha que per-

manece constante.

Temperatura

La ﬁuestra contenia 90 mg de alga en un volumen total
de 5 ml con amortigﬁador de fosfatos 30 mM, bicarbonato 50 mM
~manitol 0.5 M, pH 10. La temperatura se ajusté con un cir-
culador de agua a 20; 25, 28 y 30°C, Cada punto experimental
es el promedio de 4 respuestas del polarégrafo con desvia-
cifn estdndar entre 3.05 y 6.11,

La grédfica expresa una serie de experimentos, habiéndo-
se hecho tres series equivalentes con diferentes muestras de
alga,-

Se midis el efecto de 1la temperatura sobre la respuesta
de consumo y ﬁroduccién' de oxigeno en un rango entre 20 y
30°C. Como la solubilidad del oxigene se ve afectada por 1la
temperatura; se¢ hicieron correcciones dadas por la Ley de
Henry. |

| K = P/X
donde K ¢s 1a constante de solubilidad a determinadas témpe—
raturas 'y su valor se registra en tablas, |
P es la presién parcial del gas y

X es la fraccién molar



Figura 2. Dependencia de la produccién de oxigeno en lé luz
y el consume en la oscuridad,

Las otras condiciones son lguales que en la fig. 1!

La cantidad de alga em?leada fue 90 mg resuspendida en
amortiguédor de fosfatos descrito en la figura anterior. Ca-

da experimento se repitid cuatro veces por scrie.
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Al graficar ciertos valoreé se pueden interpolar algu-
nos otros. De esé manera se encontrd X para ciertas tempera-
turas y con ella se hicieron las correcciones necesarias.

Presi6n parcial de oxigeno: 20.946% de 1la presidn at-
mosférica que es 592 mm Hg = 124.000 | |

a 20°C  K,= 2.95 x 107

2.95 x 10

7 ="'CT24]"‘C55;49)
‘ X

X = 2.3 x 10 %y

Para un volumen de 5 ml:

X 23 x 10_7 dtomo gramo de oxigeno

1.15 molas O2

Al multiplicar el dato de la pendiente por el factor que
relaciona el tiempo de la medicién a 1 hora se tiene el valor
de 1a concentracidn de oxigeno medido/hora, resultados que se
tienen en la fig., 2! |
pH

Las variaciones en la respuesta al consumo y produccidn
de oxigeno por efecto del pH se midieron empleando 90 mg to-
tales de alga en un volumen de 5 ml de amortiguador de fosfa-
tos 30 mM, bicafbonato de sodio 50 mM, manitol 0.5 M ajustando
el pH indicafdo para cada experimento, siendo la temperatura
de ensayo de 30°C,

La observacifn general en las tres series de experimen-



Figura 3' El efecto del pH sobre la produccién y el consu-
mo de oxigene se midid con el amortiguador de fosfatos ya
dicho ajusténdo el pH en cada caso.

‘Los resultados graficados son el resumen ‘de tres se-
ries de experimentos repitiendo en cada serie cuatro veces
cada condicién'de'leensayada.‘ Dado que cada serie se hizo
con diferente muestra de'alga; los resultados por ser varia-
blés’se normalizaron a 1.0 para la produccién y 1.0 para el
consumo,

Las otras condiciones experimentales son iguales que

en la figﬁra']' .
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tos realizados fue un aumento del consumo en funcidn del pH,
en la produccidn un ascenso hasta pH 8.0 que fue el miximo
y después un descenso. FEn la grifica 3' se anota el resumen
de esé comportamiento que fue normalizado a 1.0 tanto para
la produccidén come el consumo ya que los resultados eran va-
riables al.?rovenir de distintas muestras de alga.

El valor mdximo de broduccién a pH 8.0 se midid en in-=
tervalo de 30 min; si se hacen experiencias con duracién de

2 h, el pH'que mantuvo su respuesta fue el de 10.5.

Clorofila

Como las respuestas de consumo y produccién de oxigeno
se dan en relacién a la clorofila presente; se calibrd el
sistema midiendo 1a @roporcién de este pigmento en funcidn
de la cantidad de alga; encontrindose lineal como se ve en
el trazo de la figura 4' . La cuantificacién de clorofila
se hizo por el método .de Mac Kinney ya referido. Los re-

sultados obtenidos provienen de alga del mismo dia.

Intensidad Luminosa.

Se montd un dispositive con agitacidn conectado a un
diafragma, una ventana ﬁor la que pasﬁ luz de una lidmpara de
Xendn y un fotémetro que registrd intensidad luminosa en uni-

dades relativas desde 0 hasta 25.



Figura 4' Se midid 1la bro?orciﬁn de clorofila en funcidn

de la cantidad de alga.
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El fotémetro a la intensidad deseada, se ajustd con
el diafragma; la separacién entre la salida de la luz y la
cdmara fue de 8 mm. : f :

Cuando las muestras de 90 mg; én él%émdrtiguadbr.Citado
se incubaron a la luz por un ﬁeriodo de 60 min previos a 1la
medicidén, se tuvo una estabilidad en la respuesta a la
produccidn de 71-85% y valores sensiblemente altgs que re-
flejaron un estado y una concentracién de los estados de
oxidacién que favorecib d fendmeno (fig. 5') mientras que
la no incubada sélo tuve de 20-48%. Los consumos en los
dos cﬁsos tuvieron una estabilidad de 74%.

Las unidades relativas de 5-25 del fotémetro empleado
se telacionaron con las mediciones dadas por el Ffotdmetro
40A Opto-Meter y filtro radiométrico para conocer su equi-
valencia en watts[dmz Y éstés son las que se anotan en las
abscisas.

La cercania de la lﬁmﬁara aumentd la temperatura de la
muestra y en este caso no se'dispuso de bafio de agua, por
tatno esta condicifn experimental fue variable y se hizo un
control de la respuesta tomando en ﬁrimer término la mediz
cidén de la intensidad mds alta, dato que se anota como (1),
luego se hicieron las mediciones partiendo de 5 hasta 25 en
orden'35cendente; el valor obtenido en la intensidad 25 por
segunda vez indicd un descenso de la respuesta (2) que se
adjudics al efecto de calentamiento excesivo de la muestra

en el tiempo transcurrido.




Figura 5', Produccidn de oxigeno en funcidn de 1a intensi-
dad de 1a luz. Dicha intensidad fue medida en presencia de
un filtro radiométricoi

Las condiciones de trabajo son las ordinarias con la
diferencia que estas muestras estuvieron incubadas a la luz

durante 60 min en amortiguador de fosfatos a pH 7.0.
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Produccidn de oxfgeno en funcion de la intesidad
luminosa. - -
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Figura 6" Produccidn de oxigeno en funcidén de la intensidad
de la luz en Medio de Argel.

La muestra se preincubﬁ a la luz'por una hora, la in-
tensidad luminosa se mididé en unidades relativas cuya'equiva—
lencia a mw/cm® corresvonde a los puntos experimentales de
la figura anterior.

El pH del medio fue 8.6.
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Efecto dela intensidad luminosa sobre produccio’n de O3
en medio de Argel pH 8.6
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Los puntos con abscisas 8.1 y 8.3 mwatts/cm2 que co-
rresponden a las intensidades 20-25 respectivamente indican
con mucha probabilidad una medicidn experimental burda.

En estas condiciones se observa que hay un punto donde
el consumo es igual a la.produccién y equivale a 88 umolas de
Oz[h.. mg ‘de clorofila. Si se considera el valor que ofrece
el polardgrafo como la ﬁroduccién teal de oxigeno, este pun-
to de compensaciﬁn se ve a 6.6 mwatts/sz y si se conside-
ra la sobreeStimacién; es decir que la produccién real co-
rrespondé a la lectura que da el polarégrafo mids la del con-
sumo en iguales condiciones, la intensidad a la que ée ten-
dria fotosintesis neta seria de 4.0 mwatts.cmhz. El hecho de-
muestra que a 5.6 ya se midid produccién y parece esto su-
~gerir que la aproximacién de P+C es mds cercana a la real.

Si se'extra?ola la resﬁuesta de produccidén de oxigeno
a intensidad de'luz‘O; se ve un consumo tedrico de 150 ﬁmolas
/h. . mg de clorofila; en la sobreestimacién ese resultado es-
ta dado ﬁor el valor de 88 que para esta estimacidn se con-
vierte en el eje x y el punte de extrapolacibén que correspon-
de a 60, lo que suma 148,

Otro tratamiento preliminér en esfas estimaciones ma-
ﬁifest@ que la extrapolaciﬁn de la sobreestimacién si coinci-
de con el 0 y 1a de la subestimacidén se acerca sensiblemente
al valor medide por el polarbgrafo. La resolucién de estas

estimaciones necesita un mayor estudio.
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Cuando se hizo el tratamiento del alga en medio de
Argela pH 8.6, con la consideracidén de las unidades rela-
tivas de intensidad luminosa, se encontrd una relacibn 1i-

neal como se pone de manifiesto en la figura 6' .

Viabilidad del alga

Las muestras se trataron con el mismo amortiguador in-
dicado en estas series de eXﬁerimentos a pH 7.0 y‘se incuba-
ron a la luz con la subosicién de favorecer la accidén de 1la
ribulosa difosfato carboxilasa y de un modo asegurar el flu-
jo de electrones‘porlla cadena transﬁortadora; ademis de
favorecer la oxidacién del agua. El control se hizo con una
muestra sometida a un tratamiento similar excepto en la in-
cubacidén a la luz. Los resultados se grafican en la fig. 7'
donde se aprecia un rﬁﬁido decaimiento de la respuesta en
los primerOS 60" observados; Se interpretd este decreémento
de actividad como vialbilidad del alga.

Los valores del consumo en cada uno de los dos casos,
se mantuvieron relativamente constantes.

Cuando se analizaron otras condiciones de pH se tu-

vieron les resultados que se sefialan:
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% de disminucidén de la respuesta

consumo ' produccién
pH 6.8
a 60 min 5-10 12.5.
180 o " 14-22 ' 48-69
PH 8.0
a 50 min 40 | 59
180 62 | 69
pH 10.5
a 60 min 35 28
180 o 65 50

El amortiguador a ﬁH’6.8 did las mejores respuestas
tanto para el consumo como.para la produccién en los prime-
T0os 60 min viéndose la menor disminucidn de 1a respuesta.
Mientras que a prTO.S a las tres horas el porcentaje de
disminucidn de consumo fue de 65%, a pH 8.0 a las seis horas

€ tuvo una disminucién semejante.



Figura 7' Efecto del tiempe en la produccién y consumo de
oxigeno.
Las muestras en las condiciones ya referidas se incuba-

ron en la luz y se mantuvieron a temperatura constante.
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VIABILIDAD DEL ALGA EN MUESTRA INCUBADA
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Efecto Emerson

pmolas de Ozlh . mg de clorofila

Consumo en la oscuridad -33.0
+ laser -20.0
- laser -31
luz de 680 nm 5
luz de 680 nm + laser 20
luz blanca 120

Hay un efecto positivo si la produccién de oxigeno
€s mayor al operar los dos sistemas de modo simultineo que la
suma de la produccién de cada uno de los dos sistemas.

En este caso:

20

(33-20)+5

Aunque el valor es muy cercano a 1.0 se observa un
efecto Emerson de pequefia escala. El laser [qﬁe seﬁsibiliza
al PSII) abate el consumo de -33 & -20 Y €s necesaria ademis
- la luz de 680 nm para verse una produccidén de 20 pymolas de

OZ[h,. mg de clorofila.
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Inhibidores
A) Del proceso fotosintético
. 'S5e utilizé DCMU 3-(3-4 Diclorofenil)-1,1-dimetil

urea para detener la respﬁesta fotosintética ya que actfia
a nivel del intemediario B contiguo al aceptor primario
del PSII bloqueando el transporte de electrones.

Cuando se utilizé 3 Xfiﬂ_& M de DCMU y se observd la
respuesta a diferentes pHS, se halldé que hay un consumo en
la luz inferior al consumo en oscuridad que a su vez va

decayendo, a pH 6.0 se aprecia que en la luz se consume el

42% del visto en la oscuridad y ese valor decae hasta 33%.

"pH 6.5 es de 22% y baja a 8%

7.0 3% " ad
7:5 y 8.0 no hay consumo
8,5 10%
9.0 10% a 7%
9.5 10% a 3%
~10.0 consumo de 26% que_basa a una produccidn de
50% |

Cuando se estudid la respuesta a diferentes concentra-

8 6 M en las

ciones de DCMU desde 1.2 x 10°° M hasta 2.4 a 10°
condiciones usuales a pI 7.0, se observé una inhibicidn cre-
ciente en la produccidén de oxigeno y queda descrita en la

fig. 8' donde se compara este comportamientoc y otro semejan-

te observado a pH'JO.S.



Figura 8' Inhibicidén de la produccién de oxigeno por DCMU en
amortiguadores a pH 7.0 y 10.5; las otras condiciones son

las sefialadas en la figura 1'.
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Figura 9' Medicidn de la resﬁue&ta de inhibicidn en la pro—
duccidn de oxigeno por DCMU en funcidén del tiempo. Se compa-
ran diferentes proporciones de inhibidor y se observa su efec-
to a ciertos periodos de tiemﬁo.

La produccién estd dada en pmolas de 0,/h . mg de clo-
rofila. Se utilizé un amortiguador de fosfatos 30 mM, bicar-
Bonato de sodio 50 mM; manitol 0.5 M pH 7.0, una temperatura

de 28°C y una distancia de la muestra a la ldmpara de 2.5 cm.
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EFECTO DE INHIBICION DEL DCMU EN FUNCION DEL TIEMPC
: pH 7.0
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La infiuencia del DCMU también ha sido observada como -
disminucién-del consumo en la oscurildad en diferehtes propor-
ciones, afin encontrdndose datos donde 1# relacidén de consumo
sin DCMU/consumo con DCMU fueron menores que la unidad.

Cuando se observé el efecto del inhibidor DCMU en di-
fefentes proporciones que equivalen a las concentraciones fi-

8 2 2.4 x 107° y pH 7.0 con diferentes in-

nales desde 6 x 10
tervalos de tiempo se pudo ver el momento en que se alcanzd
la maxima inhibicidn. Si con 200 ul de DCMU (2.4 x 10°%) se
1legé a 100% de inhibicién 4 min, con 100 ul se llega a 95%
en 3 minutos, etc. Estos valores se¢ indican en la figura.Q‘
y hablan de la penetracién del inhibidor a 1a membrana foto-
sintética.
El hecho que se encuentre consumo de O2 en la luz en

presencia de DCMU, favorece la idea de suponer que la fotosin-

tesis y el consumo de 02 son concomitantes.

B) Inhibicdén de la respiracién
Para bloquear el consumo de oxigeno se empled KCN en

5M y 4 x'10-3M adicionindolo

concentraciones entre 2 x 10
después de varios ciclos consumo-produccién estabilizados;
las condiciones de amortiguador, temperatura, intensidad
luminosa son los ya sefialados.

Las respuestas controles de los consumos antes de la

adicién del inhibidor se mantuvieron homogéneas a lo largo

del experimento con la variabilidad experimental tolerable.




Figura 1Q% Inhibicidn en el consumo de oxigeno por KCN a
pH 7.0 y 10.5. Las otras condiciones son iguales a las refe-

ridas en la figura 1'.
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Figura 11' Inhibicién en la produccién de oxigeno por KCN.

Las condiciones experimentales son las indicadas en

la figura 1°'.
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La inhibicién del consumo de oxigeno presentd el com-
portamiento descrito en la grafica 10' donde se comparan las
respuestas a pH 7.0 y 10.5. Se alcanzan inhibiciones cuanti-
tativas semejantes; pero a pH 7.0 el comportamiento es mis
sensible, pues afin a concentraciones bajas del inhibidor se
ve un efecto mds marcado que a pH 10.5.

También 1la prodﬁccién de oxigeno se vié afectada por
la adicién del inhibidor; tanto a pH 7.0 como a 10.5 des-
crito en la figura 11', donde se indica el procentaje del
descenso de la respuesta al adicionar el inhibidor.

Con un pH alcalino se notd proporcionalidad y mayor
sensibilidad de modo que a la concentracidn de 4 mM de KCN
hay una inhibicién total de la produccién, como se muestra
en la grdfica; en cambio a pH 7 aunque también se manifestd
-un decremento en la respuesta, oscild entre 12.5 y 41.4 %
manteniendo en las concentraciones mds altas un valor de

22.5 % de inhibicidn.




El Jurado designado por el Departamento de Bioquimica
- del Centro de Investigacidén y de Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Nacional, aprobé esta Tesis el dia 9

de julio de mil novecientos ochenta.
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