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1. La Fotosintesis

1.1. Importancia de la fotosintesis

La fotosintesis podria ser definida como la captura y conversion de la energia solar
en biomasa o energfa quimica por los organismos fotosintéticos (plantas, algas y bacterias
fotosintéticas) (Hall y Rao, 1981; Govindjee, 1982). Es por tanto, la fuente \ltima de energia
de todos los ecosistemas. Los organismos fotosintéticos, junto con los heterdtrofos, viven en
completo equilibrio en nuestra biosfera. Los organismos fotosintéticos capturan la energia del
sol y Ia usan para producir NADPH y ATP, que emplean como fuentes de energia para
elaborar carbohidratos a partir de didxido de carbono y agua; simultineamente liberan oxigeno
a la atmoésfera en el caso de la fotosintesis oxigénica. Los heterétrofos aerébicos, por otra
parte, emplean el oxigeno asi formado para degradar los productos orgdnicos ricos en energia,
procedentes de la fotosintesis hasta CO, y H,0, a fin de producir ATP para sus propias
actividades. El diéxido de carbono producido en la respiracién de los heterétrofos vuelve a la
atmosfera y se emplea de nuevo por los organismos fotosintéticos. La energfa solar es la que
proporciona la fuerza impulsora para efectuar tanto el ciclo continuo del didxido de carbono
atmosférico como el del oxigeno de nuestra biosfera. Debido a esta gran dependencia de la
energia solar, los mecanismos de la fotosintesis plantean, tanto en el pasado como en el
presente, uno de los problemas bioquimicos mds fundamentales y de ahi su gran importancia
en investigacion.

1.2. Principales procesos de la fotosintesis

La reaccion neta de la fotosintesis en las plantas, las algas y las cianobacterias
puede escribirse como:
luz
CO,+ HyO0 — (CH,0) + O,

donde (CH,0) son los hidratos de carbono. La fotosintesis transcurre en dos fases: procesos
unidos a membrana y procesos no unidos a membrana. En los primeros, la clorofila y otros
pigmentos de las células fotosintéticas absorben energia luminosa y la transforman en energia
quimica, sintetizando dos productos ricos en energia y en poder reductor, el ATP y el
NADPH; simultdneamente, se¢ desprende oxigeno. En los procesos no unidos a membrana, el.
ATP y el NADPH producidos anteriormente, se emplean para reducir el didxido de carbono y
formar glucosa y otros productos orgdnicos en el ciclo de Calvin (Hipkins y Baker, 1984). La
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formacion de oxigeno y la reduccién del diéxido de carbono son, por tanto, procesos

separados y distintos.

2. Estructuras fotosintéticas

2.1, Orgdnulos fotosintéticos celulares

La fotosintesis en las algas y en las plantas verdes ocurre en unos orgdnulos
subcelulares llamados cloroplastos, que son las fibricas de energfa mds importantes de este tipo
de células. La Fig. 1 muestra esquemdticamente el corte transversal de un cloroplasto,
observandose asf su organizacion estructural. Al igual que la mitocondria, el cloroplasto est4
rodeado por una doble membrana. La membrana externa del cloroplasto es permeable a la
mayor parte de los metabolitos de bajo peso molecular, mientras que la membrana intema es
practicamente impermeable a la mayorfa de las sustancias. Sin embargo, ambas membranas
cloropldsticas son muy permeables al CO,, sustrato de la sintesis de los hidratos de carbono. El
espacio entre las membranas interna y externa se denomina espacio intermembranal. La region
acuosa encerrada por la membrana interna se llama estroma. Las enzimas necesarias para

catalizar las reacciones en las que el CO, se reduce para formar glucosa se localizan en el
estroma. Suspendida en el interior del estroma existe una membrana continua denominada
membrana tilacoidal, la cual encierra un espacio interno conocido como lumen. La membrana
tilacoidal contiene todos los pigmentos fotosintéticos del cloroplasto y todas las enzimas
necesarias en las reacciones primarias dependientes de la luz. Esta membrana estd muy plegada
en un entramado de vesiculas aplastadas, con forma de saco, pudiendo disponerse en
apilamientos denominados grana o como vesiculas individuales que atraviesan el estroma y
conectan los grana. Las porciones de la membrana tilacoidal que se localizan dentro de los
grana, no estando asi expuestas al estroma, se llaman lamelas granales, mientras que las
porciones de la membrana tilacoidal expuestas al estroma se conocen como lamelas estromales.

El aparato fotosintético de los procariotas (cianobacterias y bacterias fotosintéticas)
s¢ encuentra en estructuras membranosas que se extienden a través de la célula o forman
invaginaciones de la membrana celular. Al romper las células fotosintéticas bacterianas
aparecen fragmentos de membranas que forman vesiculas cerradas de 300 a 500 A de
didmetro. Estas vesiculas son denominadas cromatdforos y retienen la mayoria de las
actividades fotosintéticas. Las membranas fotosintéticas de cianobacterias se encuentran
plegadas en la célula de una forma mds o menos compleja. Generalmente estas membranas son
denominadas tilacoides.



Introduccion 7

bspacio
intermembrana

Meiahrana
externa

#

Membrana
interna

Estroma

Membrana

. . ameia
tilacoidal Lam

T 1 Lariels del estroma
grand

Figura 1: Esquema de un corte del cloroplasto de plantas superiores. Las flechas indican los
diferentes componentes.

2.2, Pigmentos fotosintéticos
2.2.1. Clorofila a y clorofila b

La luz del sol incidente sobre la superficie terrestre abarca la regién del espectro
comprendida entre 300 y 1150 nm. La capa de ozono absorbe casi toda la radiacion
ultravioleta del sol (Sauer, 1986), mientras que el vapor de agua y el diéxido de carbono en la
atmosfera actian como filtro impidiendo el paso de radiacién de baja energia. La fotosintesis
depende de la absorcién de la energfa radiante (luz) por parte de los pigmentos fotosintéticos,
que se encuentran localizados en las membranas tilacoidales, tanto de las plantas superiores
como de las algas y cianobacterias y en las membranas plasmdticas de las bacterias
fotosintéticas.

Los principales pigmentos fotosintéticos en las plantas superiores, algas vy
cianobacterias son la clorofila ¢ (Chl @) y la clorofila » (Chl ) mientras que en las bacterias
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fotosintéticas son los andlogos bacterianos de estos pigmentos, bacterioclorofila a (Bchl a) y
bacterioclorofila & (Bchl b). La Fig. 2 muestra el espectro de absorcion de estos pigmentos en
EtOH. Willstiter y Stoll (1913), asf como Fischer (1940), resolvieron la estructura quimica de
la Chl como un tetrapirrol con estructura de anillo porfirinico, La Chl a tiene sus cuatro anillos
de pirrol sustituidos, uno de los cuales (anillo IV) se halla reducido, ademds tiene también un
quinto anillo, que no es un pirrol. Este derivado de la porfirina con cinco anillos, se llama
feoporfirina. La Chl @ posee también, una prolongada cadena lateral isoprenoide, constituida
por ¢l alcohol fitol, que esterifica a un grupo carboxilo sustituyente en el anillo IV, Los cuatro
atomos de nitrogeno centrales de la Chl a se hallan coordinados con un dtomo de magnesio.

Los organismos fotosintéticos oxigénicos contienen dos tipos de Chl
principalmente. La Chl ¢ (que es la tnica en cianobacterias) estd presente en todos los
organismos fotosintéticos mientras que la Chl b, que posee un grupo aldehido en lugar de un
grupo metilo unido al anillo II, sélo estd presente en plantas y algas. En la Fig. 3 se representa
una comparacion entre las estructuras de Chl a, Chl 4, Behl g y Behl b, Otras Chls tales como
la Chl ¢ o 1a Chl d se pueden encontrar en algas rojas o marrones.

La Chl ¢ y la Chl b absorben luz en las regiones azul (A,,,,=424-491 nm) y roja
(Aax =647-700 nm) del espectro electromagnético. Sin embargo, a causa de que estas Chls

difieren ligeramente en su estructura, su absorcion mdxima no es exactamente la misma.

Mookl Avut \ende Aamanths Nardigs Roo

— i E % |

Carctenoudes

L Ficoenirnina
Ficocianina /

Abhsarcion —s

fongi d de andi inmy

Figura 2: Espectro de absorcion de los principales pigimentos folosintéticos.
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Figura 3: Estructura de la Chi. Esta figura muestra una de las posibles distribuciones de los
dobles enlaces en la molécula de Chl. La resonancia del sistema de dobles enlaces conjugados
hace posibles otras distribuciones.

2.2.2. Carotenoides y ficobilinas

Los organismos fotosintéticos contienen otros tipos de pigmentos ademds de las
clorofilas. Se trata de sustancias que absorben luz, tales como los carotenoides y las
ficobilinas. Los carotenoides, que se dividen en carotenos y xantofilas, se encuentran presentes
en todos los organismos fotosintéticos. Las ficobilinas, cuyos principales constituyentes son la
ficoeritrina y Ia ficocianina, existen en algunas algas y en las cianobacterias.

Los carotenoides, ademds de absorber luz, tienen una funcidén protectora del
aparato fotosintético. Durante la fotosintesis, el oxigeno puede convertirse en oxigeno singlete
('Oz), especie altamente reactiva que puede danar las estructuras fotosintéticas. Los
carotenoides son eficaces absorbiendo energia del 102, transformandolo de nuevo en oxigeno
triplete (307J, de menor energia. La energfa absorbida por estos carotenoides se disipa en
forma de calor.
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El espectro de absorcion de estos pigmentos s¢ extiende a lo large de todo el
espectro visible, aumentando asi la cantidad de energia luminica que puede ser absorbida por
un organismo fotosintético.

2.3. La unidad fotosintética

Los pigmentos que absorben la luz, situados en las membranas tilacoidales, se
hallan dispuestos en conjuntos o agrupaciones funcionales denominadas fotosistemas.
Contienen alrededor de 200-250 moléculas de clorofila y unas 50 moléculas de carotenoides.
Estas agrupaciones pueden absorber luz sobre el espectro visible completo, pero especialmente
de 400 a 500 nm y de 600 a 700 nm. Cada fotosistema estd compuesto por un centro reactivo
(Duysens, 1961) y una antena. Ambos tipos de complejos son proteinas de membrana que
unen clorofilas y carotenoides. La funcién de las antenas consiste en captar y tranferir la
energia de excitacion procedente de la luz. Es decir, hay transferencia de energia pero no de
electrones. El centro reactivo forma el niicleo del fotosistema, en €l se produce transferencia
de electrones dando lugar a una conversién de la energfa fisica en energia electroquimica
(Clayton, 1965). En plantas superiores, algas verdes y cianobacterias, existen dos tipos de
fotosistemas, el 1 y el II. En el fotosistema 11 (PSII) se produce la fotolisis del agua, mientras
que en ¢l fotosistema I (PSI) se genera el poder reductor, es decir ef NADPH. El PSI es un
complejo multiproteico en forma de trimero (Krauss, 1993) que se localiza casi exclusivamente
en las lamelas del estroma. El centro reactivo estd formado por un par de moléculas de Chl a
denominado P700 ya que absorben a 700 nm. El PSII también es un complejo multiproteico
(Seibert, 1993) localizado en las membranas granales, cuyo centro reactivo se cree que estd
formado por un par de Chl ¢ que absorben a 680 nm, de ahi su denominacién de P680.
Asociado al PSII se encuentra el complejo responsable de la fotolisis del agua. Los dos
fotosistemas estdn conectados mediante un transporte electrénico no ciclico que produce la
reduccién del NADP' y un gradiente electroquimico (ApH"), denominado esquema en Z
(Fig. 4), sobre el que algunos autores plantean objeciones sugiriendo que bajo ciertas
circunstancias la fijacién del CO, puede ser dirigida tinicamente por el PSII, ya que el primer
aceptor de electrones (Pheo) posee un potencial redox suficiente como para reducir al NADP*
directamente (Amon y Barber, 1990; Greenbaum y col., 1995). Esta asociacién entre los dos
fotosistemas se da en plantas, algas y cianobacterias, mientras que en bacterias fotosintéticas
tinicamente se encuentra una unidad fotosintética y el transporte electrénico es preferentemente
ciclico (Youvan y Marrs, 1987). Debido a que el presente trabajo se ha llevado a cabo en el
fotosistema II, nos centraremos en €] describiendo cada uno de sus componentes.
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Figura 4: Esquema en Z del transporte electrénico en la fotosintesis oxigénica. Abreviaturas:
Z, donador de electrones a P680; Pheo a, feofitina a; PQ, y PQp, aceptores secundarios de
electrones; PQ,;, moléculas méviles de plastoquinona; PC, plastocianina; Fy, Fy y Fa,
proteinas ferrosulfuradas transportadoras de electrones; F,, ferredoxina.

3. El fotosistema II

El fotosistema II puede ser definido como el complejo fotosintético que cataliza la
fotolisis del agua y la transferencia fotoinducida de electrones desde el agua a las
plastoquinonas (Hansson y col., 1990). Se trata de un complejo de protefnas de membrana que
contiene al menos 25 polipéptidos, estd presente en todos los organismos fotosintéticos
oxigénicos (plantas superiores, algas verdes y cianobacterias) y puede ser dividido en
diferentes partes segiin su funcionalidad. Sus componentes son, la antena extrinseca LHCII,
que en el caso de cianobacterias no existe pero en su lugar se encuentran las ficobiliproteinas y
la unidad central del PSII o "core-complex”. Este a su vez se compone de las antenas
intrinsecas, el centro de reaccidn y las proteinas extrinsecas asociadas al sistema de fotolisis del
agua. En la Fig. 5 se muestra un modelo de la membrana tilacoidal donde se representan los
distintos complejos que intervienen en los procesos fotosintéticos.



12 Introduccion

Lumen !
R e S e :z"'a
cept e EYS S L o
o ' O NADP® + H
Lamela granal " AN Estroma
A .
TN i
‘ t * * ) ;f 3 i .Ii iw } i i{ ¥ ‘-‘ > @ LUZ WNADPH
Db ko ked Btk L 2H
Luz - - P S Cit b - o, S -
j;l; LHC PQ, ”"‘"‘.}5;\%?*: 1 f 1;5\!L b e o4
P y;f r . ‘?Z-‘J’(‘)l-i_ . : Compic‘;(; _ Ferredoxina-NAD
Ph,, STl ; ! antena / oxidorreduciasa
l,arncig_ﬁ_r- T T~ R e
pramt- LTy P6RO POH. {r : Lamela
i T B o [ o i del estroma
A R A 1 AR
E, ‘rl _\:I}"l P L G N ;A'L_J 4 !\,,.-’» e A S ! i T O
e o
4 PC
Cit bjso 3 ‘[ B e
5 o~ @
| D ?H
AT O Complejo del PS
Complejo del PS 1i Lumen

Figura 5: Representacion modelo de los componentes de la membrana tilacoidal vegetal que
participan en la fotosintesis.

3.1. La antena extrinseca del PSII

Aproximadamente la mitad de la Chl en plantas superiores y algas verdes estd
unida a un complejo polipeptidico que une tanto Chl @ como Chl b, este complejo asociado al
PSII es el mayor colector de energia en plantas superiores, juega un papel estructural
imprescindible en el apilamiento de las membranas tilacoidales y regula la distribucidn de la
energfa de excitacion entre el PSI y el PSII (Bassi y col., 1990). En cianobacterias este
complejo es sustituido por otros complejos pigmento-proteina denominados ficobilisomas.

3.1.1. Antena LHCII

I.a antena “"light-harvesting complex H" (LHCII) consiste en una familia de
proteinas con gran homologfa, de masas moleculares aparentes entre 25 y 27 kDa (Peter y
Thornber, 1988), que difieren en sus potenciales de fosforilacion. Mientras unas se encuentran
mds fuertemente unidas, otras estin localizadas en la periferia, aunque todas poseen una
organizacién casi idéntica de sus cromdforos (Larsson y col., 1987; Spangfort y Andersson,
1989). Los polipéptidos de la antena LHCII estdn codificados por genes nucleares (Dunsmuir y
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col., 1983). LHCII ha sido aislada por varios procedimientos, utilizando distintos detergentes
y técnicas electroforéticas, cromatogréficas o de centrifugacion en gradiente. El complejo se
aislé por primera vez hace unas dos décadas tras la solubilizacién de cloroplastos con SDS
(Thornber, 1976). La muestra obtenida era un monémero con un total de 6 Chi g por proteina
y una relacién Chl a/Chl b de 1:1 (Kan y Thomnber, 1986). Posteriormente se han desarroliado
otros métodos de purificacién utilizando detergentes menos reactivos como el Tritén X-100
(TX-100) o el n-octil-B-D-glucopirandsido, que conducen al aislamiento de LHCII en forma
de trimero (Butler y Kiilbrandt, 1988), compuesto de monémeros muy semejantes. Cada uno
de los monémeros tiene un peso molecular de 25 kDa con 8 Chl ¢, 6 Chl & y 2 carotenoides
(xantofilas). Las dos moléculas de xantofila (principalmente luteina) se sitian a cada lado de
las hélices transmembranales A y B y se encuentran en conformacién all-rrans. Todos estos
croméforos se encuentran unidos de forma no covalente a la matriz proteica, por coodinacion
del dtomo central de Mg a la cadena polar de aminodcidos o a la principal cadena de
carbonilos en el interior hidrofébico del complejo.

La estructura tridimensional de esta proteina se ha determinado por microscopia
electrénica en cristales bidimensionales (Kiilbrandt y Wang, 1991; Kiilbrandt, 1992; Kiilbrandt
y col., 1994). Dos de sus tres a-hélices se mantienen juntas por pares idnicos formados por
residuos cargados que también sirven como ligandos de clorofilas. En el centro del complejo,
la Chl g estd préxima a la Chl b para una rdpida transferencia de energia y con dos
carotenoides que pueden prevenir la formacion de oxigeno singlete, ademds de absorber
energia.

En su papel de regulador de la transferencia de energia, la fosforilacion de esta
cromoproteina de membrana es fundamental. En su forma defosforilada interacciona
especificamente con el PSIL. Tras la fosforilacion por parte de una kinasa activada por altos
niveles de plastoquinona reducida (Allen, 1992), se convierte en una fraccién "moévil" que se
aleja del PSII aumentando su afinidad por el PSI y transfiriendo 1a energia de excitacidn a éste.

Existe un mimero de proteinas minoritarias asociadas a la antena LHCII pero sin
ser parte de ella. Entre estas proteinas se encuentran CP29, CP26 y CP24, que poseen una
composicion polipeptidica y pigmentaria semejante a las subunidades de la LHCII pero con
una relacion Chl a/Chl b mayor, siendo ésta entre 2 y 3. Ninguna de estas proteinas puede ser
fosforilada. Algunos autores proponen para estas antenas minoritarias una funcion de "puente”
entre la LHCII y el "core complex” del PSII en la transferencia de energia de excitacion,
disipando en determinadas ocasiones el exceso de energia que llega al centro de reaccion y
contrarrestando, asi, la fotoinhibicion (Bassi y col., 1987 y 1990; Camm y Green, 1989).
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3.1.2. Ficobilisomas

El aparato fotosintético de las cianobacterias es estructural y funcionalmente
similar al de los cloroplastos de algas eucariotas y plantas superiores, la mayor diversidad de
los diferentes organismos fotosintéticos se encuentra en los complejos de antena asociados con
el PSIL

Las cianobacterias contienen ficobiliproteinas, las cuales se unen formando grandes
complejos conocidos como ficobilisomas. Se encuentran asociadas fuertemente al centro de
reaccion del PSII (Bryant y col., 1985; Glazer, 1985; Morschel y col., 1987) y su funcion
principal es absorber y transferir la energia de excitacién al centro de reaccion. Las
ficobiliprotefnas, a diferencia de la antena I.HCII, son solubles en agua lo que hace que tanto
su purificacion como caracterizacion sea mds sencilla. Estas proteinas han sido caracterizadas
en detalle por cristalografia de rayos-X (Schirmer y col., 1985 y 1987) y por biologia
molecular (Glazer, 1987). La combinacién de estos estudios han proporcionado un mayor
entendimiento de la estructura y funcion de este tipo de antena.

Los ficobilisomas estin compuestos por dos tipos de proteinas, ficobiliproteinas
(entre el 85 y 90% de la proteina total) y polipéptidos que actian de enlace entre ellas. Las
ficobiliproteinas pueden ser clasificadas en tres grandes grupos en base a sus propiedades de
absorcién en el visible: ficoeritrinas (A, =490-570 nm); ficocianinas (A, =610-630 nm) y
aloficocianinas (A, =650-670 nm). Todas las ficobiliproteinas se¢ componen de dos
subunidades o« y B, que se encuentran en cantidades equimolares para formar el protémero
(af), cada una de las subunidades puede Hevar hasta tres cromdforos tetrapirrélicos lineales
unidos a la cadena polipeptidica covalentemente o por uniones cisteina tioeter (Glazer, 1985).
Actualmente se conoce la estructura primaria de las ficobiliproteinas y sugiere que todas estas
proteinas, incluyendo las familias de las subunidades o y P, se derivan de un gen ancestral
unico.

La mayoria de las ficobiliproteinas se ensamblan formando trimeros (af3); en
forma de disco; las ficocianinas y ficoeritrinas pueden también formar hexdmeros de doble
disco. El ensamblaje de las ficobiliproteinas para formar ficobilisomas precisa de 5 a 10
proteinas "unioén"”, las cuales interaccionan con las ficobiliproteinas uniéndose a los
trimeros/hexdmeros por la cavidad central, mediante fuerzas electrostdticas e hidrofébicas.
Ademds del papel de ensamblaje, estos polipéptidos producen cambios en las propiedades
espectroscOpicas de las ficobiliproteinas a las cuales se enlazan, obteniéndose asi una
transferencia unidireccional de la energia de excitacion desde la periferia al centro de reaccién
del PSII. La luz absorbida por las ficobiliproteinas es transferida predominantemente al centro
de reaccion con una eficacia mayor al 90%.
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3.2. Unidad central del fotosistema II

El "oxygen evolving core complex" (complejo OEC) o unidad central del PSII,
puede ser definida como la unidad minima capaz de producir la separacién de cargas, reducir
las quinonas y emitir oxigeno como subproducto de lIa reaccién (Ghanothakis y Yocum, 1990;
Green y Durnford, 1996). Esta particula puede ser subdividida en :

- La antena interna del PSII

- El centro de reaccion fotosintético (RC)

- Las proteinas extrinsecas

3.2.1. La antena interna del PSII

La antena interna del PSII estd formada por dos polipéptidos denominados CP43 y
CP47 debido a sus masas moleculares aparentes, calculadas mediante SDS-PAGE no
desnaturalizante (Camm y Green, 1980). Sin embargo, existen contradicciones entre las masas
moleculares aparentes y las reales, pues la secuencia de aminodcidos derivada a partir de la
secuencia de los genes cloropldsticos pshB y psbC, que codifican para CP43 y CP47 (Bricker,
1990), resulta en una masa molecular real de 52 y 57 kDa, respectivamente. Se cree que
ambos polipéptidos estdn formados por 6 o-hélices transmembranales con la presencia de un
gran dominio hidrofilico localizado en el lumen, entre las hélices V y VI (Vermaas y col.,
1987 para CP47; Chisholm y Williams, 1988 para CP43). Este dominio ha sido utilizado
como epitopo para la obtencidn de anticuerpos monoclonales en el caso de CP47.
Comparaciones efectuadas entre la secuencia aminoacidica derivada de CP43 y CP47,
realizadas tanto en cianobacterias (Synechocystis 6803) como en algas verdes
(Chlamydomonas) y plantas superiores (espinaca, guisante, maiz y tabaco), mostraron que la
homologia de secuencia era superior al 72%. Este hecho parece indicar que existe una gran
similitud entre las dos protefnas en organismos verdes y que estd en concordancia con que la
funcion de ambas es bastante parecida (Bricker, 1990; Kulkami, 1993).

Esta homologia detectada en la estructura primaria de ambas proteinas puede
extenderse también a otros niveles como es el caso de los croméforos. Varios autores han
descrito métodos de purificacion de estas proteinas utilizando distintos detergentes (van
Dorssen y col., 1987; Akabori y col., 1988; Ghanothakis y col., 1989; Alfonso y col. 1994).
Parece que ambas proteinas unen solamente los pigmentos Chl @ y B-caroteno. Sin embargo, la
estequimetria de dichos pigmentos estd sometida a controversia. Por ejemplo, Barbato y col.
(1991) estimaron 9-11 Chl a para CP43 y 9-13 para CP47; Akabori y col. (1988) calcularon
11y 13 Chi g para CP43 y CP47, respectivamente; de Vitry y col. (1984), mediante marcaje
radiactivo, calcularon unas 20-25 Chl ¢ para ambos polipéptidos; en complejos desprovistos de
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CP43 (Dekker y col., 1989) se¢ estimaron de 30 a 40 moléculas de Chl g por centro de
reaccion segiin el contenido de cyt 5-559 (Dekker y col., 1990}. Otros autores, basindose en
el contenido de 2 Pheo ¢ por centro de reaccién, han publicado valores de 17 a 18 moléculas
de Chl en el mismo tipo de complejos (Gounaris y col., 1990). Célculos del ndmero de
moléculas de Chl en base a la cantidad de Q, fotoreducible en complejos OEC, han
determinado de 31 a 35 Chi por centro de reaccién (van Leuween y col., 1991). Cuando la
concentracién de proteina se determiné mediante andlisis de aminodcidos y se considerd el
peso molecular derivado de la secuencia, se obtuvieron 20 Chl a y 5 B-carotenos para CP43 y
21-22 Chl a y 4 P-carotenos para CP47 (Alfonso y col., 1994),

La funcién principal de los polipéptidos CP43 y CP47 es la de actuar como
proteinas de antena intema del "core complex”, siendo intermediarias en la transferencia de la
energia de excitacion procedente de la antena LHCII y de las antenas minoritarias y dirigida
hacia el centro de reaccién. Sin embargo, los datos experimentales en Ia literatura indican que
ambas son fundamentales para la formacion de un "core complex” estable. Asi, se han aislado
mutantes de algas verdes y cianobacterias en los que la incapacidad para acumular CP43
produjo un descenso en la sintesis de CP47 y RC (Dzelkalns y Bogorad, 1989; Carpenter y
col., 1989). Estas observaciones indicaron un papel estabilizador para esta proteina en el
complejo PSII. Sin embargo, otros autores publicaron la existencia de bajas concentraciones de
centros de reaccion correctamente ensamblados en estos mutantes (Vermaas y col., 1988a). El
papel de CP47 en el ensamblaje del "core complex” parece mds evidente, pues, es posible
eliminar el polipéptido CP43 mediante agentes caotrdpicos sin producir grandes alteraciones en
la cadena de transporte electrénico del RC, mientras que para eliminar la proteina CP47 se
necesitan procesos mucho mds drdsticos, sugiriendo que entre CP47 y el RC existe una
estrecha relacién. De acuerdo con esto, al realizar mutaciones dirigidas en los residuos His de
CP47 se produjo una total incapacidad del mutante para crecer fotosintéticamente y los niveles
de la proteina D1 del RC se vieron afectados (Shen y col., 1993). Experimentos de
mutagénesis en Synechocystis realizados por Vermaas y col. (1988b) demostraron que CP47 es
necesaria para un correcto ensamblaje del "core complex”. Segin Alfonso y col. (1994), la
comparacion entre el espectro de absorcion y el de excitacién de fluorescencia revelé una alta
eficiencia de transferencia de energia, para todas las transiciones de la Chl en ambos complejos
de antena. Sin embargo, una comparacién similar en la region de los carotenoides indicé una
mejor transferencia de energia desde el B-caroteno en el caso de CP47 que en el complejo
CP43. Peterson y col. (1990) indicaron que la transferencia de electrones a P680 estd afectada
por la unién de CP47; sugirieron que la fotooxidacién de Ia Tyr-161 del polipéptido D, se
produce sélo en complejos con CP47. La Tyr-161, también conocida como Yz, es el
inmediato donador de electrones del P680.

Ademds de estas dos funciones, parece que CP47 est4 relacionada mediante alguno
de sus dominios hidrofilicos con la proteina extrinseca de 33 kDa, pues se ha comprobado que
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ésta protege a CP47 del ataque con tripsina o la previene del marcaje de sus £rupos amino por
el reactivo especifico NHS-biotin (Bricker y col., 1988). Ademds, trabajos posteriores indican
que CP47 estabiliza también Ia union del Mn al PSII (Burnap y Sherman, 1991).

3.2.2, Centro de reaccién del fotosistema II (PSII RO)

Podriamos definir el centro de reaccién del PSII como la unidad minima necesaria
para llevar a cabo la separacién de cargas y catalizar directamente la transferencia de electrones
desde el agua a una plastoquinona in vivo. Este complejo polipeptidico estd compuesto por las
proteinas D, y D, (donde la "D" se refiere a "bandas difusas” en SDS-PAGE tefiido con
Coomassie), por las subunidades o y B del citocromo (Cyt) b-559 y por el producto del gen
psbl. Unidos a estos polipéptidos se encuentran diversos cofactores como quinonas,
microelementos (Fe, Mn, Cl y Ca) y pigmentos como Chl a, Pheo a y B-caroteno. Los
polipéptidos D; y D, son codificados por los genes cloropldsticos psbA y psbD y tienen un
peso aparente de 32 y 34 kDa, respectivamente, Estas dos proteinas poseen una homologia
funcional y estructural con las subunidades L y M del centro de reaccién de bacterias purpuras
(Deisenhofer y col., 1985; Allen y col., 1987a,b; Chong y col., 1991) y proporcionan el
soporte proteico necesario para albergar al donador primario de electrones (P680), al aceptor
primario de electrones (Pheo a), asi como a las quinonas Qa y Qg. El Cyt b-559 consta de dos
polipéptidos de 4,5 y 9 kDa de pesos aparentes, denominados o y B, que coordinan el grupo
hemo del Cyt, estdn codificados por genes cloropldsticos (psbE y psbF) y se encuentran en
relacion 1:1. Ambos polipéptidos tienen una tnica regién transmembranal en forma de o-
hélice y cada uno de ellos contiene un residuo de His que liga el grupo hemo. La
estequiometrfa del Cyt 5-559 en diferentes preparaciones de PSII es de uno por RC (Miyazaki
y col., 1989; Montoya y col., 1991), aunque hay autores que indican la presencia de dos por
RC (Shuvalov y col., 1989). Andersson y col., 1990 estudiaron el papel protector del Cyt b-
559 durante ¢l proceso de fotoinhibicién, ya que en centros de reaccién de PSIH intactos el
grupo hemo puede ser oxidado por P680" a través de una de las Chl monoméricas (Buser y
col., 1992), para ser reducido a su vez por el "pool” de plastoquinonas; este proceso de
oxidacion-reduccién puede proteger al donador primario P680 frente a la fotoinhibicidn.
Recientemente, Ortega y col. (1988 y 1995) han propuesto que el Cyt b-559 puede proteger al
PSII contra la inhibicidn tanto en el lado aceptor como en el donador, por un mecanismo que
engloba procesos dcido-base ademds de procesos redox. También se ha propuesto que el Cyt b-
559 pueda funcionar como una bomba de protones transfiriéndolos del estroma al lumen
(Amon y Tang, 1988, ).
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Estructura de los polipéptidos D,y D, del PSII RC

El heterodimero formado por D; y D, constituye la parte esencial del complejo.
Estas dos proteinas poseen una homologia funcional y estructural con las subunidades L y M
del centro de reaccién bacteriano (Deisenhofer y col., 1985; Allen y col., 1987a y b; Chong y
col., 1991) y constituyen el complejo proteico al que se asocian los cofactores que realizan los
procesos fotoquimicos primarios. Por analogfa con bacterias, se cree que posee una simetria
C,, tanto de los cofactores asociados como de los polipéptidos con respecto a un eje imaginario
perpendicular al plano de la membrana. La relacién entre el PSII RC y el RC de bacterias
pirpuras ha sido investigada (Michel y Deishenhofer, 1988; Deishenhofer y Michel, 1989),
sugiriendo que 1a duplicacién de un tinico gen ancestral ha conducido a este tipo de estructuras
heterodiméricas. 1.a estructura tridimensional del centro de reaccién de Rhodopseudomonas
(Rps.) viridis y Rhodobacter (Rb.) sphaeroides ha demostrado que la homologia entre las
secuencias de aminodcidos incluyen residuos claves para la funcién de estos complejos
proteicos. Los polipéptidos L. y M estdn compuestas por cinco o-hélices, localizadas en la
bicapa lipidica y denominadas A,B,C,D y E, mds una pequefia o-hélice entre C y D (Michel y
Deisenhofer, 1988). El porcentaje de estructura secundaria del complejo PSII RC de plantas se
ha determinado mediante FTIR (He y col., 1991), dando como resultado unos valores de
67,2% o-hélices, 9,35% hoja plegada y un 11,1% codos, que son similares a los observados
para los centros de reaccién de Rps. viridis y Rb. sphaeroides, desprovistos de la proteina H
(Allen y col., 1987a; Deisenhofer y col., 1985). Recientemente y tomando como base la
estructura determinada mediante difraccion de rayos X del centro de reaccién de Rps. viridis
(Fig. 6) se ha modelado una estructura para el centro de reaccién del PSII de Pisum (P.)
sativum (Ruffle y col., 1992; Fig. 7).
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Figura 6: Estructura tridimensional en diagramas de cintas del RC de Rps. viridis mostrando
las subunidades L., M, H y el citocromo, junto con los pigmentos y cofactores.
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Figura 7: Esquema modelado por ordenador de las proteinas D, y D, del PSII RC de P.
sativum a partir de las coordenadas cristalograficas del RC de Rb. sphaeroides. Las o-hélices
de cada una de las proteinas son numeradas del 1 al 5, junto con los pigmentos y cofactores
asociados.

Pigmentos y cofactores del PSII RC

El centro de reaccién del PSII fue aislado por primera vez por Nanba y Satoh
(1987). La estequiometria de pigmentos de este primer centro de reaccién fue de 5 Chl a, 2
Pheo a y 1 B-caroteno. Este complejo no contenia quinonas ni Chl b. Més tarde, Barber y col.
(1987) determinaron por absorcién atémica que este centro de reaccion contenfa un dtomo de
Fe al igual que el centro de reaccién bacteriano, pero carecia de Mn. Posteriormente,
confirmaron la existencia de este dtomo de Fe, mediante técnicas de EPR (Telfer y col.,
1988). Sin embargo, estos mismos autores cocluyeron mds tarde que este cofactor se perdia
durante la preparacion del complejo. El contenido de pigmentos de esta particula es ain un
tema de controversia, asf las primeras preparaciones de RC aislado contenfan 4-5 Chlay 1 B-
caroteno por 2 Pheo a (Nanba y Satoh, 1987; Barber y col., 1987) pero mads recientemente, se
han aislado preparaciones con un contenido de 6-8 Chl ¢ y 2 P-carotenos por 2 Pheo a
(Kobayashi y col., 1990; Gounaris y col. 1990; van Leeuwen y col. 1991; Montoya y col.,
1991). Montoya y col. (1991) propusieron que la diferencia de estequiometrias se debe a una
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variacion del tiempo de lavado del RC en la columna cromatogréfica; un lavado extensivo
provocaria la pérdida de 2 Chl a y un B-caroteno que estarian hipotéticamente mds al exterior
del RC. Yruela y col. (1994) pusieron a punto un método de purificacién de RC, obteniéndose
un complejo de 4 Chl a, 1 B-caroteno y 1 Cyt 5-559 por 2 Pheo a. En nuestro laboratorio
(Aured y col., 1994; Chang y col., 1994; Pueyo y col., 1995) se ha sugerido que la diferencia
de estequiometrias estd provocada muy probablemente por la presencia de CP47 contaminante.

QOrganizacidén de los pigmentos vy cofactores det PSII RC

Se piensa que la organizacion de los pigmentos y demds cofactores del PSII RC es
similar a la del RC bacteriano, debido a que las secuencias de los aminodcidos donde se
encuentran ¢l donador y aceptor primartos y la zona de Q, y Fe no heminico permanecen muy
conservados en ambos centros de reaccion (Michel y Deisenhofer, 1988).

Los pigmentos del RC bacteriano se encuentran relacionados por una simetria C,,
formando dos posibles rutas para el transporte electronico; esto significa que mediante una
rotacion de 180° alrededor de su eje de simetria se obtiene una organizacién de pigmentos
similar, pero no idéntica. Cada una de las ramas simétricas se denomina A y B; sélo la rama A
es fotoquimicamente activa (Allen y col., 1987b). El donador primario, formado por un
dimero de Bchl, serfa e] punto de partida de la transferencia electrénica inducida por 1a luz y
llevada a cabo a través de la membrana. La reaccion comienza cuando un fotén de longitud de
onda adecuada o su excitdon correspondiente inciden sobre el donador primario y éste es
llevado a su primer estado singlete excitado, a partir del cual un electrén es transferido a
Bpheo, probablemente a través de una Bchl accesoria. Este proceso ocurre en un tiempo de 3
ps & temperatura ambiente (Fleming y col., 1988; Breton y col., 1986), pero puede ser menor
cuando el proceso se realiza a temperaturas proximas a los 0°C. Desde Bpheo,, el electron es
transferido a Q, con una vida media de 200 ps a temperatura ambiente (Kirmaier y Holten,
1687; Holzapfel y col., 1990). En el transporte de un electrdn desde el donador primario hasta
Q,, €ste ha atravesado casi toda la membrana. En un tiempo de unos 100 ms el electrén va
desde Q, hasta Qg, esta iltima capta dos electrones y dos protones formando QgH, que se
separa del centro de reaccién y serd sustituida por otra quinona del "pool" existente en la
membrana.

La organizacion del PSII RC se supone que es bastante similar a esta organizacion
bien conocida en bacterias. Ademads, se ha demostrado mediante espectroscopia Raman que
solamente una de las Pheo a es reducida tras la separacién de cargas y que uno de los grupos
carboxilo con los que interacciona el anillo porfirinico pertenece a un aminodcido conservado
en el centro de reaccion bacteriano (Mdene-l.occoz y col., 1989). Ademds, el estudio de los
procesos fotoquimicos primarios en el complejo PSII RC de plantas ha revelado tiempos de
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vida para la separacién de cargas muy similares al RC bacteriano y la AG de la reaccién es
dominada por el componente entrépico que con un descenso de la temperatura llega a hacerse
menos negativo de modo bastante lineal, como sucede en el RC bacteriano (Wasilewski y col.,
1989; Mimuro y col., 1988; Booth y col., 1991; Roelofs y col., 1991; Woodbury y Parson,
1984). Por consiguiente, el donador primario del PSII (P680) podria estar formado por un
dimero de Chl a con el resto de los pigmentos formando dos vias de transferencia electrénica,
como en ¢l RC bacteriano. Una diferencia estd en que los residuos que actiian como ligandos
para las Bchl a monoméricas en el caso del RC bacteriano no parecen conservarse en el PSII
RC. Ademds, los donadores de electrones al donador primario son distintos, la Tyr-161 (Z) a
P680" en el RC del PSII y un Cyt en bacterias.

El donador primario P680

La estructura de P680 ha sido sometida a gran debate debido a su alto potencial
redox en comparacion con el PSI y el RC bacteriano, necesario para llevar a cabo el proceso
de oxidacion del agua en el PSII. Las His que mantienen unidas la Bchl del donador primario
en el RC bacteriano, se conservan en et PSII RC (Trebst, 1987; Michel y Deisenhofer, 1988).
En un principio se pensd que el P680 era un dimero por la comparacién de su espectro
diferencial in vivo y los espectros de EPR de mondmeros y dimeros de Chl a en solventes
orgdnicos (van Gorkom y col., 1974). Por otra parte, Davis y col., (1979) mostraron que las
propiedades opticas, redox y magnéticas de la Chl ¢ monomérica podian varar segin el
solvente utilizado, asi, propusieron que P680 era un mondmero ligado, cuyas caracteristicas
estaban controladas por el ambiente proteico. Posteriormente, Den Blanken (1983) presenté
datos de ADMR que indicaban que el donador primario del PSII tenfa una estructura dimérica
en su estado fundamental singlete, aunque el estado triplete (producide por la recombinacion
del estado P680"Pheo) se podia localizar en una tnica Chl a. Estos datos fueron
posteriormente confirmados por medidas de EPR del complejo PSH orientado en estado
triplete (Rutherford, 1986); este estado triplete fue localizado en una Chl @ monomérica
orientada casi paralela al plano de la membrana.

Donadores secundarios de electrones del P680: Z 'y Mn

La principal diferencia entre los centros de reaccién bacteriano y del PSII estd en
que este dltimo obtiene electrones de la fotolisis del agua mientras que en el RC bacteriano el
donador primario recupera su electrén a partir de un citocromo. Los donadores secundarios del
P680 son los compuestos denominados Z y D e identificados como fa Tyr-161 de D, (Debus y
col., 1988a; Metz y col., 1989) y la Tyr-160 de D, (Barry y Babcock, 1987; Debus y col.,
1988b; Vermaas y col., 1988a, b}. Aunque Z y D se encuentran en el complejo PSII RC no
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hay evidencia de que sean activos en esta preparacion aislada. Z estd asociado con los cuatro
atomos de Mn (conocido como "reloj" de evolucién de oxigeno), constituyendo el denominado
dominio oxidante del PSII, que cataliza la ruptura del agua y libera electrones que a través de
Z reducen al donador primaric P680. La funcién de D no estd todavia muy clara, pues solo
reduce al P680" en condiciones especiales, por lo que se cree que no es el reductor habitual de
P680. El complejo tetramérico de Mn es indispensable para la ruptura del agua. En un
principio se pensé que la protefna extrinseca de 33 kDa era la responsable de 1a unién del Mn
al RC, pero se demostré que en ciertas condiciones experimentales el complejo segufa
desprendiendo oxigeno sin dicha proteina. Posteriormente, autores como Coleman y Govindjee
(1987) y Dismukes (1988) estudiaron esta unién, concluyendo que el complejo tetramérico estd
unido a las proteinas D; y D,, aunque otros trabajos lo localizan sélo en D; (Metz y col.,
1985; Metz y col., 1986; Seibert y col., 1989; Tamura y col., 1989; Svensson y col., 1990).

Aceptores de electrones del P680

El aceptor pnmario de electrones de P680 es la Pheo activa del centro de reaccion.
Funciona como primer aceptor intermediario en el denominado lado reductor det PSII,
integrado por las dos quinonas, Q, y Qg y el dtomo de Fe no heminico que se supone
localizado entre ellas. La Pheo se encuentra en el espacio intermembranal y es el primer
aceptor del electrén procedente de P680 en estado excitado (P680°), produciéndose la
separacién de cargas que origina el par de radicales P680*Pheo’. Este cofactor facilita un
desplazamiento rdpido y efectivo del electrén hacia Q,, resultando en un estado estable
P6807Q,". A partir de comparaciones con el RC bacteriano se ha especulado con el posible
papel del residuo Tyr-255 en D,, andlogo al residuo Trp-250 en M, el cual podria actuar como
un puente, facilitando mediante su anillo imidazol la transferencia electrénica entre Pheo y Q,
{Coleman y Youman, 1990). La plastoquinona Q, estd muy préxima al lado estromal de la
membrana tilacoidal, una vez que el electrén se encuentra en esta posicién, ha atravesado
virtualmente la membrana tilacoidal. Akabori y col. (1988) mostraron que la quinona Q, se
pierde del RC durante su purificacion y que la absorcion a 820 nm desaparece
simultdneamente. Hanson y col. (1988) y Mathis y col. (1989) detectaron cambios de
absorcion a 820 nm con cinética rdpida de relajacién en centros de reaccion extraidos con
Tritén X-100, debido a la formacién del triplete *P680 en ausencia de Q.

El Fe no heminico del RC del PSII se supone que estd localizado, al igual que en
el RC bacteriano, entre las dos quinonas y que se encuentra ligado por cuatro residuos His. Su
funcién en la transferencia electrénica no estd del todo clara, pero se ha podido comprobar en
el RC bacteriano que en ausencia de este catién divalente, la transferencia electrénica entre Q4
y Qg se reduce a la mitad y el grado de transferencia de electrones entre Bpheo y Q, decrece
en un factor 20, Jo que produce una alteracién del rendimiento cudntico de la separacion de
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cargas. En bacterias fotosintéticas, el Fe no heminico puede ser sustituido por otros cationes
divalentes sin alterar significativamente la actividad (Debus y col., 1986; Kirmaier y col.,
1986). En el PSII este dtomo metdlico se encuentra ligado a un anién de bicarbonato no
encontrado en el centro de reaccion bacteriano (Govindjee y van Rensen, 1978; El-Shintinawy
y col., 1990; Klimov y col., 1995a, b).

El ultimo aceptor del electrén proveniente de P680 es Qg . Esta quinona se reduce
doblemente, como sucede en bacterias, para posteriormente desprenderse del PSII y dirigirse
al Cyt bgf, siendo sustituida por otra quinona del "pool" presente en la membrana tilacoidal. El
lugar de unién de esta quinona coincide con el de los herbicidas como DCMU vy la atrazina,
que inhiben la fotosintesis interrumpiendo el transporte electrénico. Esta unién es muy sensible
al ambiente proteico en el que se encuentra la quinona, por lo que, se han podido aislar
mutantes resistentes a herbicidas.

3.2.3. Proteinas extrinsecas

Existen tres protefnas extrinsecas del PSII, de 33, 24 y 17 kDa, aunque en las
cianobacterias sdlo se encuentra la de 33 kDa. Las tres protefnas podrian estar en una
estequiometria de 1:1:1 con el PSH (Enami y col., 1991), aunque recientes medidas utilizando
deteccion inmunoldgica indican que la estequiometria es de dos proteinas de 33 kDa por cada
centro de reaccion (Xu y Bricker, 1993). El polipéptido de 33 kDa protege al complejo de Mn
y mantiene una configuracién que optimiza la eficiencia catalitica de la oxidacién del agua; es
codificada por el gen nuclear psbO. Esta proteina posee un enlace disulfuro esencial para
mantener su propia configuracion, parece unirse directamente a zonas hidrofilicas de otras
proteinas del PSII (Bumap y Sherman, 1991) y puede ser ficilmente desprendido del complejo
del PSII mediante tratamiento de las muestras con altas concentraciones de Tris a pH bdsico
(Akerlund y Jansson, 1981}, CaCl, o altas concentraciones de urea (Miyao y Murata, 1984).

Las otras dos proteinas, de 24 y 17 kDa, también son producto de genes nucleares
y se extraen del complejo PSII por tratamiento con altas concentraciones de NaCl. En ausencia
de estos polipéptidos son necesarias altas concentraciones de Ca’* y CI' para mantener la
actividad de desprendimiento de oxigeno. La proteina de 24 kDa mejora la unién de CI” a su
sitio de unidn en el PSII. Hasta el momento, se desconoce el anclaje de estas proteinas, pues
no se sabe exactamente si se unen a proteinas intrinsecas de membrana del PSII o si tienen
puntos de unién con la proteina de 33 kDa (Brudvig y col., 1989).
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4. Procesos fotofisicos/fotoquimicos

El complicado proceso de almacenaje de la energia electromagnética procedente de
la luz (fotones) por los organismos fotosintéticos, tiene como primer paso la captura de la luz y
la transferencia de la energia de excitacién. Esto lo realizan los complejos de antena, que
transfieren la energia de excitacion al centro de reaccion donde se produce el proceso
fotoquimico. Los elementos involucrados en estos procesos son los pigmentos fotosintéticos,
Chls y carotenoides, que se encuentran unidos no covalentemente a los complejos proteicos.
Esta transferencia de energfa al centro de reaccién debe ser rdpida pues sino podria disiparse
por procesos competitivos como la fluorescencia o procesos no radiativos. De hecho, la
transferencia entre pigmentos es rdpida (de! orden de varios picosegundos) en comparacidn con
el tiempo de vida del estado singlete-excitado (varios nanosegundos), Io que justifica que casi
toda la luz absorbida llega al centro de reaccién.

4.1. Excitacién de las moléculas de pigmentos

Cuando la energfa electromagnética es absorbida por una molécula, se produce una |
redistribucion de sus electrones. Normalmente estos electrones se encuentran ocupando
orbitales moleculares distribuidos en los niveles de menor energia posible segiin el principio de
exclusién de Pauli. Como consecuencia, en cada orbital no puede haber mds de dos electrones
y ambos estin apareados (los espines de los dos electrones son de signo opuesto). En el
momento en que se produce la absorcion de un fotén por parte de un croméforo, uno de los
electrones es promovido a un nivel energético superior, si en este proceso el nimero de espin
del electron no cambia, es decir, los pares de electrones en el orbital molecular tienen spin
opuesto, se produce un estado excitado apareado de espin (singlete), mientras que si el nimero
de spin del electrén cambia o lo que es lo mismo, los spines de los electrones en el orbital
molecular estdn alineados, se produce un estado excitado desapareado de spin (triplete) (Birks,
1970). Los estados excitados tripletes tienen un tiempo de vida bastante mayor que los estados
excitados singletes y tienen menor energia. La conversién entre los estados singlete y triplete
es denominada "cruce entre sistemas”.

La probabilidad de que la absorcion de un fotén se lleve a cabo es una propiedad
cudntica de la molécula; una forma de medir dicha probabilidad es mediante el coeficiente de
extincién de la molécula en funcién de la energia (o longitud de onda). Desde un punto de
vista evolutivo, ha sido fundamental para los organismos fotosintéticos desarrollar mecanismos
con los que sea posible aumentar la capacidad de absorcidn de los pigmentos asociados con el
centro de reaccién. Las proteinas de antena conectadas al centro de reaccidn pueden realizar
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este proceso de dos formas: la primera consiste en incrementar el nimero de moléculas de
antena por centro de reaccidn, ya que la absorcién es aditiva y la segunda en un
ensanchamiento de las bandas de absorcién, incrementando asi la probabilidad de captar
fotones de energias diferentes. El ensanchamiento de bandas se produce, incluso, en moléculas
aisladas ya que la excitacion electrénica puede ir acomparnada de transiciones entre niveles de
energia rotatorios y vibratorios. Asi, para una molécula compleja como la clorofila, el
ensanchamiento de las bandas es mucho mayor, ya que gran nimero de transiciones
individuales se suman, resultando una banda continua de energia (sobre 50 nm o més).
También influyen otros factores en el ensanchamiento, como las interacciones con moléculas
vecinas ya sean del solvente o de la membrana o las interacciones con la matriz proteica;
ademds, estas bandas pueden sufrir desplazamientos en los méximos de absorcién debido a
efectos eléctricos del medio (Davis y col., 1981; Ward y col., 1984; Maggiora y Maggiora,
1984).

4.2. Transferencia de la energia de excitacién

La presencia de sistemas de antena de gran tamafio mejora la captacién de energia
electromagnética varios cientos de veces, pero al mismo tiempo, impone la condicién de quela
transferencia de la energia de excitacién debe realizarse de forma rdpida y eficiente entre las
distintas moléculas de croméforos que integran la antena. Existen diferentes mecanismos por
los que se produce este fendmeno: excitones deslocalizados, mecanismo de resonancia
inductiva (mecanismo Férster) y otros mds complejos.

Un excitdn consiste en un electrén deslocalizado y su hueco asociado (hueco
formado en el orbital correspondiente al estado fundamental). El excitén mds simple se da
cuando tanto el electrén como el hueco se forman en la misma molécula o0 en el mismo
cromoéforo, es lo que se denomina excitén molecular. Dichos excitones pueden estar
localizados, es decir, hallarse restringidos a la regién de orbitales moleculares de la misma
molécula y pueden estar en estado singlete, donde el momento angular del espin del electrén es
igual al que tenia antes de la absorcién del fotén, es decir todos los electrones se encuentran
apareados, o en estado triplete, donde los electrones se encuentran desapareados. Cuando los
croméforos estdn muy cercanos unos a otros, las interacciones entre ellos tienden a deslocalizar
el electrén. En este caso €] excitdn reside en un conjunto de orbitales moleculares de todos los
cromdéforos que participan en la interaccion. Los orbitales supramoleculares en los que reside
un excitdn deslocalizado son diferentes de los propios de las moléculas del cromdforo
individual. Este tipo de interacciones, denominadas exciténicas, conducen a desdoblamientos
de energia que provoca ensanchamientos de la banda de absorcidn, e incluso en algunos casos
a resolverse en varios componentes (Scherz y Parson, 1984).
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La deslocalizacion de un excitdon, en si misma, no es un ¢jemplo de transferencia
de la energia de excitacién porque ésta pertenece a todos los cromdforos que interaccionan,
pero este proceso constituye una parte inportante del mecanismo por el cual la energia de
excitacién alcanza los centros de reaccion. Ademds, hay una amplia evidencia de que este
fendmeno suceda en complejos de antena fotosintéticos entre grupos de 2,3...7 o mds Chis y
otras moléculas de pigmentos. Las interacciones son mayores cuanto mds parecidas son las
moléculas participantes y las energias de sus orbitales (por ejemplo Chl a y Chl b, donde las
energias son similares).

Existen dos mecanismos diferentes mediante los que tiene lugar la transferencia de
energia, el mecanismo Dexter o de intercambio y el mecanismo Forster.

El mecanismo Dexter es relevante solo para moléculas que se encuentran
fuertemente asociadas, ya que requiere el intercambio de dos electrones entre los dos
pigmentos y por tanto, cierto solapamiento de sus funciones de onda correspondientes. Este
mecanismo no parece jugar un papel importante en los procesos de transferencia de energia
que tienen lugar en las antenas, aunque podria ser responsable de la transferencia de energfa
desde los carotenoides a la clorofila (Cogdell y Frank, 1987).

El mecanismo por el cual la energia de excitacion va de un complejo de pigmento
a otro, recorriendo distancias mayores a 2 nm, es el denominado mecanismo Forster (1965) o |
de resonancia inductiva. Este mecanismo recuerda a un sistema de péndulos acoplados. La
interaccion entre un pigmento electronicamente excitado y sus vecinos en el estado
fundamental inicia una transicion ascendente en las cercanfas del pigmento aceptor a través de
una interaccion culdmbica. En la Fig. 8 se muestra el esquema del mecanismo Forster. El
dipolo de transicion asociado a la desexcitacion de una molécula se encuentra acoplado a una
oscilacién en simpatifa con otra molécula vecina, causando la excitacidn de esta dltima. La
primera molécula dona su energia de excitacion directamente a la segunda. Como en este tipo
de interaccion participan los momentos inducidos, la magmitud de la interaccién decae con el
inverso de la sexta potencia de la distancia (db), entre el donador y el aceptor. Sin embargo,
para la deslocalizacién de un exciton la energia de interaccién cae a d>. Debido a esta
dependencia de la distancia que presenta la tasa de transferencia de energia, un hecho positivo
seria empaquetar densamente los pigmentos dentro de las antenas, reduciendo por tanto, las
distancias centro-centro entre los pigmentos vecinos. Pero este empaquetamiento no debe ser
demasiado denso ya que puede formarse la configuracion denominada "sandwich", que
aumentarfa la fuerza del oscilador de la banda exciténica de mayor energfa lo que produciria
un "quenching" de la fluorescencia y por lo tanto una pérdida de la energfa de excitacion. El
mecanismo Forster, aunque es profundamente dependiente de la distancia es, sin embargo, una
interaccién de larga distancia. Para cromdéforos como la clorofila se ha calculado que tiene una
distancia de accién entre 8 y 10 nm (Knox, 1977). Este rango no se ha determinado para
complejos de pigmentos-proteina con gran cantidad de croméforos. Un punto importante es
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que en todos estos mecanismos de transferencia de energia, el electrén y su hueco asociado se
encuentran en orbitales localizados en la misma region del espacio en la molécula o grupo de
moléculas. La separacién espacial de las cargas no se producird hasta que la energia de
excitacién no alcance el centro de reaccion.
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Figura 8: La energia de excitacion migra dentro de la antena por el mecanismo de resonancia

inductiva.

4.3. Separacién de cargas en el centro de reaccién

La separacion de cargas que se da en los centros de reaccidn fotosintéticos es una
reaccion redox, en la cual un electrén del donador se transfiere a un orbital molecular
desocupado en la molécula del aceptor. Las moléculas excitadas son mejores donadores de
electrones que las no excitadas pues es necesaria menos energfa para eliminar el electrén del
orbital mds energético. Las moléculas excitadas son también buenos aceptores debido al hueco
disponible en el orbital fundamental.

Todos los centros de reaccidn conocidos contienen moléculas de Chl o Behl que
donan electrones tras su excitacion, ésto significa que existen buenos aceptores de electrones en
su proximidad. En todos los casos conocidos €l aceptor es o bien otra clorofila (Bchl) o una
feofitina (Pheo). Si el aceptor y el donador son el mismo tipo de molécula serd dificil conocer
si el estado excitado previo a la separacién de cargas ocurre en una u otra molécula o si el
exciton se deslocaliza entre ambas. Como resultado de Ia separacion de cargas, el electron y el
hueco estdn por primera vez separados y localizados en espacios moleculares diferentes. Para
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evitar que tenga lugar la recombinacion del hueco y el electron, que disiparia la energia y
evitaria cualquier posibilidad de almacenarla, el aceptor primario transfiere el electron
rdpidamente a aceptores secundarios, siendo reducido el donador primario por donadores
secundarios (Parson y Holten, 1986; Kirmaier y Holten, 1987).

5. Cianobacterias

5.1. Origen y organizacion estructural

A lo largo de la historia, estos organismos han sido denominados de varias formas:
cianobacterias, cianoficeas, cianofitas o algas verde-azuladas (Castenholz y Waterbury, 1989).
A partir de andlists bioquimicos y de microscopia electrénica, se pudo determinar que las
cianobacterias son organismos procariotas, es decir desprovistos de niicleo. En la naturaleza se
comportan como algas, poseen Chl a y pueden Hevar a cabo los procesos fotosintéticos.

Podemos definir las cianobacterias como organismos procariotas fotoautétrofos
aerdbicos que pueden combinar las capacidades metabdlicas de produccién fotosintética de
oxigeno y de fijacion de nitrégeno. Constituyen el grupo mds amplio y diversificado de los
procariotas (Stanier y col., 1977) y tienen también como rasgo caracteristico la naturaleza de
los pigmentos que constituyen su aparato fotosintético, que posee Chl g y ficobiliproteinas
COmo componentes mayoritarios.

Las prnimeras formas unicelulares y filamentosas, atribuidas a cianobacterias,
fueron encontradas en sedimentos rocosos formados hace 3.500 millones de afios. Castenholz
(1992) concluyd que los fdsiles de cianobacterias son extremadamente similares
morfoldgicamente a las clanobacterias actuales, lo que suscita preguntas sobre la velocidad de
los procesos de evolucién de estos organismos. Fueron los primeros organismos capaces de
utilizar el agua como fuente de electrones en la fotosintesis. Esto supuso un hito crucial en la
historia de la vida, ya que fue el origen de la transformacion de la atmdsfera anaerdbica inicial
en la atmoésfera aerdbica actual. Muchas cianobacterias también contribuyen en gran medida a
la aportacion de nitrégeno a los habitat terrestres y acudticos mediante su capacidad de fijar
nitrogeno (Fay, 1981).

En las cianobacterias existen tres tipos de membranas estructural y funcionalmente
diferentes (Fig. 9): la membrana externa, la membrana plasmdtica y la membrana tilacoidal.
Las cianobacterias estdn rodeadas normalmente por glicocdlix, enriquecido en carbohidratos,
con un aspecto fibroso y cuya funcidn es la de proteger a la célula contra la desecacion; en un
ambiente liquido también funciona como retardador de la pérdida de solutos. El glicocdlix estd
asociado fuertememte con la membrana externa. Un espacio periplasmadtico entre la membrana
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externa y la plasmadtica es dividido por una capa de peptidoglicanos creando asf dos espacios,
interno y externo, con dos funciones distintas. La capa de peptidoglicanos tiene una funcién
protectora y por su rigidez determina la forma de la célula. Las membranas plasmitica y
tilacoidal comparten muchos complejos supramoleculares, pero los fotosistemas estdn
restringidos a la membrana tilacoidal. Mediante microscopia electrénica se han detectado
posibles conexiones entre ambas membranas pero no se observa una continuidad membranal.
Muchos autores pensaban que los tilacoides de cianobacterias podian estar fisicamente unidos a
la membrana citoplasmdtica, como sucede en el caso de las bacterias pirpuras. Sin embargo,
estudios de micrografia de congelacion ultrardpida no llegaron a la misma conclusion,
atribuyendo los anteriores datos a artefactos en la fijacion de la muestra para medidas de
microscopia electrénica, debido a la lenta e incompleta estabilizacién de las membranas.
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Figura 9: Modelo de la superficie exterior de una cianobactena.

5.2. El fotosistema II de cianobacterias

El aparato fotosintético de las cianobacterias, como ya se ha comentado
anteriormente, se encuentra localizado en las membranas intracitoplasmdticas, denominadas
tilacoides (Stanier y Cohen-Bazire, 1977; Trench, 1982), que son lamelas dispersas en el
citoplasma. La organizacién de los tilacoides varia considerablemente y depende de la especie,
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estado fisiolGgico y condiciones de cultivo, por ejemplo en algunas especies las membranas
tilacoidales estdn ordenadas en capas concéntricas desiguales mientras que en otras se
encuentran en forma curvada. Estas estructuras pueden alterarse por carencias de nutrientes
como nitrégeno, carbono, fésforo y hierro (de Vasconcelos y Fay, 1974; Miller y Holt, 1977;
Stevens y col., 1981; Hardie y col., 1983).

La funcidn, composicién y estructura del aparato fotosintético de las cianobacterias
es muy similar al de las plantas superiores, poseen dos fotosistemas de composicién casi
idéntica a las plantas. La Fig. 10 representa un modelo de la disposicion de los fotosistemas a
lo largo de la membrana tilacoidal de cianobacterias. La mayor diferencia se encuentra en el
contenido de los principales pigmentos fotosintéticos: las cianobacterias contienen bilinas
mientras que las plantas superiores tienen Chl b. Sin embargo, ambos organismos contienen
Chl a y carotenoides. Las membranas de cianobacterias, libres de ficobilisomas tras los
lavados correspondientes, presentan un sisterna membranal de composicion mds simple que los
tilacoides de plantas superiores. Mediante la técnica de "cross-linking", llevada a cabo en
Synechocystis 6803, se pudo obtener un modelo topogrifico del PSII de cianobacterias. La
composicién del complejo responsable de Ia produccién de oxigeno, tanto en plantas como en
cianobacterias, consiste en las proteinas de 47 kDa (CP47) y 43 kDa (CP43), D1, D2, la
proteina extrinseca de 33 kDa y las dos subunidades, o y B, del Cyt »-559. En plantas
superiores existen, ademds, dos proteinas extrinsecas de 24 y 17 kDa, que no aparecen en el
PSII de cianobacterias, aunque en éstas aparecen otras dos proteinas extrinsecas de 9 kDa (6
12 kDa) y el Cyt ¢-550. Tanto plantas como cianobacterias presentan varios polipéptidos de
baja masa molecular (< 10 kDa) cuyo papel en la oxidacién del agua es desconocido por el
momento.

5.3. Cianobacterias termdfilas

Las cianobacterias termofilas crecen en la naturaleza en aguas termales, cuyos
valores de temperatura oscilan entre 40 y 95°C. Las bases fisico-quimicas de la estabilidad de
los compuestos y de las estructuras celulares a estas temperaturas tan elevadas no estdn bien
determinadas. En poblaciones naturales, las mdximas velocidades de fotosintesis se dan a la
temperatura optima de crecimiento (Brock, 1967), mientras que estudios similares realizados
en laboratorio parecen indicar que estas velocidades se producen en un rango mds amplio de
temperaturas, siempre que tengan un tiempo suficiente para la aclimatacién. La temperatura
Optima puede ser modificada por otros factores externos como la intensidad de luz.

Se ha sugerido que el aparato fotosintético de estas cianobactenias termofilas es el
componente mds sensible al calor (Brock, 1967), aunque las cianobacterias termdéfilas muestran
altas velocidades de evolucion de oxigeno a temperaturas que inhiben completamente dicha



32 Introduccion

actividad en plantas superiores (Hirano y col., 1981; C. Andrés, Tesis de Licenciatura, 1995).
Como se ha indicado, es posible que el primer paso en la inactivacion térmica del PSII sea la
desnaturalizacién de lIa proteina de 33 kDa, con lo que el complejo de Mn queda expuesto y se
pierden en el medio, de manera que el sistema pierde la actividad de oxidacién del agua. La
proteina extrinseca de 33 kDa de la cianobacteria Synechococcus elongatus conserva su
conformacién activa a temperaturas superiores a 70°C y solamente la empieza a perder a
95°C, mientras que la estructura secundaria de la protefna correspondiente de espinaca se ve
notablemente afectada a S0°C (Motoki y col., 1992),

Superficie protoplasmica

Superficie lumenal

Figura 10: Modelo estructural de las membranas fotosintéticas de una cianobacteria.

6. Planteamiento y Objetivos del trabajo

Existen publicaciones anteriores a este trabajo, referentes a la preparacién o
purificacion de particulas mds o menos complejas del PSII de cianobacterias. Binder y col.
(1976) fueron los primeros en poner a punto el método de obtencién de membranas tilacoidales
activas de cianobacterias, el cual ha sido utilizado como base en la mayoria de los trabajos
posteriores (Stewart y Bendall, 1980). Mads tarde, estos dltimos autores (1979, 1981)
consiguieron particulas enriquecidas en PSII con una alta actividad de evolucién de oxigeno,
en las que se llegd a determinar el contenido de Mn y su relacién con una posible inactivacion
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del complejo. Ke y col. (1982) aislaron y caracterizaron Opticamente €l complejo OEC del
PSII de la cianobacteria termofila P. laminosum, concluyendo que esta particula no solo
conserva toda la fotoquimica del PSII sino que también muestra una alta actividad de evolucién
de O,. Partiendo de membranas tilacoidales, Yamagishi y Katoh (1983) purificaron
parcialmente el PSII RC por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida con digitonina
y determinaron la composicion polipeptidica del compiejo aislado. Posteriormente, estos
mismos autores determinaron que el complejo no sélo puede llevar a cabo la separacion
primaria de cargas sino también la estabilizacién de las mismas (Yamagishi y Katoh, 1985).
De esta forma se empezé a conocer de forma mas precisa alguna propiedades del PSII RC de
cianobacterias pero ain no se habia llegado a describir ningtin método de purificacion.

Bowes y col. (1983) purificaron particulas de PSII de P. laminosum utilizando n-
dodecil B-D-maltésidoc (DM) como detergente para estabilizar la actividad del material
solubilizado previamente con LDAQ. Esta suspension es centrifugada durante 20 h en un
gradiente de sacarosa; la fraccion obtenida presenta una actividad de oxigeno del orden de
1.900-2.400 pmol O,. mg Chi™. ', y contiene 3-4 dtomos de Mn por RC y unas 50 Chl de
antena. Otro detergente utilizado en la purificacién del complejo OEC fue SBI12, el cual
proporciona gran selectividad ya que consigue extraer un 95% del PSII (Schatz y col., 1984,
Frei y col., 1988).

En 1985, Pakrasi y col. hacen un estudio sobre la organizacion de proteinas
pigmentadas en el complejo OEC de Anacystis nidulans R2; un estudio similar fue llevado a
cabo en P. laminosum (Stewart y col., 1985) y en Synechococcus sp. (Satoh y col., 1985).
Siguiendo en este orden se consiguié determinar las propiedades de la proteina periférica de 34
kDa en Synechococcus vulcanus y su intercambio con la proteina extrinseca de 33 kDa de
espinaca, consiguiendo asi, reconstitucion de la evolucién de oxigeno (Koike e Inoue, 1985).

Posteriormente, Dekker y col. (1988) purificaron el complejo OEC de
Synechococcus sp. mediante dos gradientes de sacarosa, liegando a estimar el tamarfio, forma y
masa de este complejo y discutir el modelo de organizacén in vivo del PSII en cianobacterias.
El uso de electroforesis en geles de gradiente de poliacrilamida resolvié la composicion
polipeptidica del complejo OEC, la espectrofotometrfa de absorcién atdmica determind su
contenido en Mn, Ca y Fe y la espectrofotometria UV-VIS sirvié para medir la cantidad de
Cyt b-559 y plastoquinonas existentes en el complejo (Ohno y col., 1986).

En 1989 se logré una fraccién enriquecida en centro de reaccién de la
cianobacteria Synechococcus vuicanus (Tkeuchi y col., 1989) y se identificaron los genes psbl y
psbL. Este centro de reaccidn mostraba espectralmente un elevado contenido de otras
cromoproteinas y se encontraba bastante desnaturalizado ya que su mdximo de absorcion en el
rojo estaba a 672 nm. Este mismo afo, Gounaris y col. (1989) obtuvieron también una
fracciéon enriquecida en RC de la cianobacteria Synechocystis 6803. El complejo aislado
mostraba cambios de absorbancia reversibles, debidos a la acumulacion fotoquimica de la
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feofitina reducida pero presentaba un elevado grado de impureza; ademds, al igual que el
anterior, el grado de desnaturalizacién era notable (A,,,= 673 nm). El tema de purificacion
del centro de reaccién quedo paralizado a nivel de publicaciones durante los siguientes afios, en
los que se consiguid una mejor caracterizacion del complejo OEC del PSII (Rogner y col.,
1990; Nilsson y col., 1992; Kirilovsky y col., 1992), incluso utilizando cromatografias de
afinidad con metales inmovilizados como el Cu** (IMAC), en donde se lograba una mayor
separacién del PSI y PSII (Ritter y col., 1992). Otro de los objetivos fue llegar a obtener
particulas de PSII estables al calor y con aitas actividades (Ichimura y col., 1992) e incluso
estabilizarlas mediante compuestos orgdnicos como el glicerol, previniendo asi la disociacion
de la proteina de 9 kDa y la inhibicion de la evolucién de oxigeno (Stamatakis y
Papageorgiou, 1993).

Picorel y col. (1994) consiguieron determinar el estado redox del Fe no heminico
en una particula del complejo OEC altamente purificada mediante espectroscopia de
Mossbauer a 77K. Concluyeron que el Fe no heminico estd directamente involucrado en la
transferencia de electrones fotoinducida en el PSII RC, lo cual representa otra diferencia
funcional entre el RC bacterniano y el PSII.

Se estudié la distribucién de los polipéptidos del PSI y PSII entre las membranas
tilacoidales y citoplasmdticas de cianobacterias (Smith y Howe, 1993). Tang y col. (1994)
caracterizaron bioquimica y espectroscépicamente un nuevo complejo OEC de la cianobacteria
Synechocystis PCC 6803 que consistia de cinco proteinas de membrana intrinsecas (CP47,
CP43, D1, D2 y citocromo 5-559), una proteina extrinseca y una proteina desconocida, con
una masa molecular de aproximadamente 26 kDa. Ademds, un andlisis quimico y funcional,
normalizado a 2 moléculas de feofitina, indicaron que este complejo contenia 1 plastoquinona
fotoactiva (Q,), 4 dtomos de Mn, 38 moléculas de Chl, 1 Cyt -559, 2 plastoquinona-9 y 9-10
-carotenos.

Recientemente, se han publicado nuevas preparaciones del PSH RC de
Synechocystis sp 6803 (Oren-Shamir y col., 1995) con un contenido en pigmentos de 5-7 Chi
y 1 Cyt b-559 por 2 Pheo, pero en la electroforesis presentada se puede apreciar claramente la
existencia de otras cromoproteinas como las antenas CP47 y CP43, invalidando las
conclusiones sobre las estequiometrias dadas en este trabajo. Por ultimo, en 1996, Giorgi vy
col. compararon la separacion primaria de cargas en una preparacion impura de PSII RC de
Synechocystis PCC 6803 salvaje y el mutante D1-130 mediante medidas de absorcién resuelta
en el tiempo en escalas de nano y picosegundos. Estos autores concluyeron que la velocidad de
formacién del par radical es menor que en plantas e independiente del tipo de residuo D,-130,
a pesar de que una mutacion de éste puede producir un desplazamiento en el mdximo de la
banda Qy de la Pheo, haciéndolo similar al de plantas. Ademds, el rendimiento cudntico de la
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formacién del par radical, P680"Pheo’, en Synechocystis salvaje, también menor que en
plantas, puede ser incrementado por mutacion del residuo D-130 de glutamina a glutamato.

El objetivo fundamental seguido durante la realizacién de esta Tesis Doctoral ha
sido la purificacién del centro de reaccion del fotosistema II de cianobacterias y su posterior
caracterizacién bioquimica y espectroscopica. Estos organismos ofrecen grandes ventajas
respecto a plantas para llevar a cabo experimentos de mutagénesis dirigida que pueden ayudar
enormemente a elucidar los mecanismos moleculares que tienen lugar durante el proceso
fotosintético. Adicionalmente, durante la realizacion de esta Tesis Doctoral he llevado a cabo
algunos trabajos sobre el PSII RC de plantas superiores.
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1. Material biolégico

En este trabajo se utilizé el siguiente material bioldgico:
- Phormidium laminosum

- Synechocystis PCC 6803

- Beta vulgaris (remolacha) variedad Monohill

1.1. Cultivo de la cianobacteria terméfila Phormidium laminosum

En condiciones de esterilidad, el inéculo se introduce en un volumen de unos 250
mi de medio inorgénico D de Castenholz (Castenholz y col., 1970) descrito a continuacion.
Cuando el crecimiento se considera suficiente se aumenta el volumen de cultivo hasta 10 1 en
un botellon de esa capacidad con medio D con tricina (Fig. 11). El crecimiento se llevd a cabo
durante 18 dias con agitacion continua y en una atmdsfera enriquecida en 5% de CO,.

Todos los cultivos se llevaron a cabo en una cdmara termostatizada a 45°C
(Radiber S.A.). La iluminacién se suministrd con tubos fluorescentes y la intensidad luminosa
incidente sobre la superficie del cultivo fue de 100 - 150 pE.m ™5™,

En la Fig. 12 se muestran los filamentos celulares de P. laminosum a una escala de
0,5 mm.

La composicion del medio de cultivo fue la siguiente;

Medio D + Tricina

NTA (Acido nitriloacético) 0,100 g/
Solucion de micronutrientes (*) 0,500 ml/1
Solucidn FeCl; (0,29 g/) 1,700 ml/1
CaS0,4.2H,0 0,060 g/
MgS0,.7H,0 0,100 g/
NaCl 0,008 g/
KNGO, 0,100 g/t
NaNO, 0,700 g/1
Na,HPO, 0,110 g/t

Tricina (pH 8,2) 1,080 g/1
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(*) Solucion de micronutrientes

H,S0; (concentrado) 0,500 ml/1
MnSO,4. H,O 2,280 g/
ZnS0,4.7H,0 0,500 g/l
H,BO, 0,500 g/
CuS0,.5H,0 0,025 g/l
Na,Mo0,.2H,0 0,025 g/
CoCl,.6H,0 0,045 g/l

Figura 11: Cultivo de la cianobacteria termdfila Phormidium laminosum en camara
termostatizada con iluminacidn de tubos fluorescentes.
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Figura 12: Filamentos celulares de Phormidium laminosum

1.2. Cultivo de la cianobacteria Synechocystis 6803

Las células de la cianobacteria Synechocystis 6803 (Fig. 13) se crecieron también
en botellones de 10 1, en el medio inorgdnico BG-11 a 25-30°C. El crecimiento se llevé a cabo
durante 18 dias con agitacién continua, en una atmdsfera enriquecida en 5% de CO, y bajo
iluminacién de una ldmpara "Mazda" (Mazdapar ECO de 120W, extensive flood) con una
intensidad de luz de 70-90 uE.m’g.s‘l.

La composicion del medio de cultivo fue la siguiente:

BG-11 + Tricina

NaNO, 1,500 g/
K,HPO,.3H,0 0,040 g/1
MgSQO,.7H,0 0,075 g/l
CaClh,.2H,0 0,036 g/l
Acido citrico 0,006 gN
Citrato férrico anhidro 0,006 g/
EDTA (disodico) 0,001 g/l
Na,CO, 0,020 g/l
Oligoelementos (*) 1,000 ml/i

Tricina (pH 8,2) 0,890 g/l
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(*) Solucion de micronutrientes

H3;BO, 2,8600 g/l
MnCl,.4H,0 1,8100 g/1
ZnS0,.7H,0 0,2220 g/l
Na;Mo00O,.2H,0 0,3900 g/
CuS0,.5H,0 0,0790 g/l
Co(NO3),.6H,0 0,0494 g/1

Figura 13: Célula de Synechocystis PCC6803
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R

1.3. Cuiltivo de Beta vulgaris (remolacha)

Para obtener el material biolégico de partida, las plantas se crecieron en cultivo
hidropdnico, en cdmaras biocliméticas bajo condiciones controladas:

Intensidad de luz 400 uE. m? s’
Temperatura 24°C
Humedad 80%

Rango del espectro 400-700 nm

El medio de cultivo conocido como solucién nutritiva de Hoagland se describe a
continuacion, para su preparacion se parte de las siguientes soluciones madre:

Solucién 1 Solucién microelementos
KNO; 50,55 g/ MnClL.4H,0 1,810 g/
MgS0,.7TH,0 49,30 g/l BO;H; 2,860 g/i
KH,PO, 27,50 g/1 Na,MoQ, 0,025 g/i
NaCl 5,85 g/l ZnS04.7H,0 0,230 g/l
CuSO, 0,060 g/1
Solucion 2 Solucion de hierro
Ca(NO;), 218 g/l Secuestrene 14 g/l

La solucidn nutritiva se prepara afiadiendo 100 ml de solucidn I, 50 ml de solucién
2, 10 ml de solucién de micronutrientes y 60 ml de solucién de hierro, todo esto se lleva a 20 1
con agua destilada.

Las semillas son tratadas con un fungicida (Benlate, Du Pont) al 0,1% en agua
destilada durante 2 h, para posteriormente ser lavadas durante 1 dia con agua destilada,
eliminando asi fa capa protectora con la que vienen cubiertas. Una vez que las semillas estdn
lavadas, se colocan en una bandeja con vermiculita (lecho poroso), previamente humedecida
con agua destilada y se cubren con este mismo material también humedecido. La bandeja se
introduce en la cdmara bioclimdtica, donde la humedad del lecho se mantiene con solucién
nutritiva de Hoagland diluida 8 veces.

Tras siete dias aparecen pequefas pldntulas de las cuales 50 se llevan a cultivo
hidropdnico en un recipiente de 20 1 con solucién nutritiva 3/4 y borboteo de aire. Una vez
desarroliadas las primeras hojas, las plantas son trasladadas a recipientes de 20 1 en los que se
colocan 4 plantas por recipiente conteniendo la misma solucién nutritiva. Un mes después, se
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recogen las hojas de las plantas que serdn el material de partida en fraccionamientos y
purificaciones.

2. Fraccionamiento y purificacién en cianobacterias

2.1. Recoleccion de células y aislamiento de membranas fotosintéticas

Las células en su fase estacionaria son sedimentadas por consecutivas
centrifugaciones de 10 min cada una a 8.000xg y 4°C, utilizando el rotor GSA en la centrifuga
refrigerada RC5C (Sorvall, Du Pont Company, Willmington, Delaware). El sedimento final se
lava con tampén A [0,5 M sorbitol, 10 mM MgCl,, 5 mM tampén fosfato
(KH,PO,/K,HPO,), 12,5 mM EDTA y 10 mM Hepes (pH 7,5)], el rendimiento obtenido es
normalmente de unos 18-20 g de peso fresco por cada 10 1 de cultivo iniciales.

Tras la recoleccidn de células, éstas son resuspendidas y perfectamente
homogeneizadas con un homogenizador de teflén en 200 ml de tampon A. A partir de aquf, se
siguieron dos procesos diferentes para llegar a obtener membranas tilacoidales. Ei primero
consiste en un tratamiento con lisozima y estd basado en el método descrito por Stewart y
Bendall (1980) para P. laminosum, mientras que el segundo consiste en la ruptura de las
células mediante sonicacion.

2.1.1. Tratamiento con lisozima

A los 200 mi de suspension celular se le afiaden 0,4 g de lisozima (2 g/1), la mezcla
es incubada durante 2 h 30 min a 37°C en un baiio de agua SB-16 (Bath Techne, Cambridge,
UK) con agitacién suave. Al examinar las células en el microscopio durante la incubacién, se
observa la formacion progresiva de esferoplastos como consecuencia de la digestion de la
pared celular. La reaccién lisozimdtica finaliza diluyendo los esferoplastos con 600 m! de
tampon A sin EDTA vy centrifugando a 8.300xg (rotor GSA) durante 10 min a 4°C, quedando
los esferoplastos en el sedimento (de color verde) y los ficobilisomas en el sobrenadante (de
color azulado). Para la preparacién de fragmentos de membrana, ¢l sedimento se resuspende
en 800 ml de tamp6én B hipo-osmdético [10 mM MgCl,, 5 mM de tamp6n fosfato
(KH,PO/K,HPO,) y 10 mM Hepes, pH 7,5] y se homogeneiza hasta romper los
esferoplastos. A continuacion, la mezcla se centrifuga 6 min a 140xg (rotor GSA) quedando en
el sedimento los restos celulares sin romper y el sobrenadante obtenido se centrifuga de nuevo
durante 12 min a 12.400xg eliminando, asi, parte de los ficobilisomas. El sedimento es lavado

,
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et

con tampdn A y centrifugado a 12.400xg durante 30 min. Por dltimo, el sedimento, que
constituye las membranas fotosintéticas se resuspende en el tampén C [25% glicerol, 10 mM
MgCl,, 5 mM tampén fosfato (KH,PO,/ K;HPO,) y 10 mM Hepes, pH 7,5].

2.1.2. Sonicacién

Este método fue puesto a punto como consecuencia de la elevada degradacion
proteolitica que aparecia en los complejos purificados a partir de membranas tilacoidales
preparadas por el método descrito anteriormente, por lo que se decidi6 utilizar un método de
ruptura de células rdpido en el que la temperatura se mantuviese a 4°C y asi se redujera la
actividad de las proteasas. Adem4s de 1a sonicacién, se afiadié en todos los tampones 1mM de
PMSF como inhibidor de proteasas.

Las células resuspendidas en buffer A con 1 mM de PMSF se sonican durante 20
min, con pulsos de 10 segundos de sonicacién y 10 segundos de pausa a una intensidad de 7
(Ultrasonic Liquid Processor, Sonicator®, Farmingdale, NY). La suspensién resultante se
centrifuga a 200xg (rotor GSA) durante 6 min. El sobrenadante se centrifuga a 16.000xg
(rotor GSA) durante 150 min. El sedimento, formado por las membranas tilacoidales, se
resuspende en tampén C con 1 mM PMSF. Todos los procesos se llevan a cabo a 4°C y en
baja intensidad de luz.

Una vez obtenidas las membranas tilacoidales por cualquiera de los dos métodos
descritos, se calcula la concentracion de Chl total, para lo cual se extrae con acetona al 80%,
se sonica durante 2 min en un bafio de ultrasonidos (Ultrasons P-selecta) y se centrifuga en una
microfuga (microfuge-E, Beckman Instruments, Fullerton, CA) durante 5 min. En el
sedimento se encuentra la proteina, mientras que el sobrenadante contiene €l extracto al que se
fe mide la absorcién a 663 nm para calcular la concentracién de Chl mediante las siguientes
formulas:

AbSees o= 82 mM fem™ x 1 cm x ¢ (mM)
Chly (mg/ml)= ¢ (mM) x 1.10° 1 x 893

Una vez calculada la concentracion de Chl, las membranas tilacoidales se
almacenan a -80°C.
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2.2. Purificacion del complejo "oxygen evolving core" (OEC)

Las membranas tilacoidales se lavan con tampén C sin glicerol. Para ello, se diluye
la suspensién dos veces con el tampén y se centrifuga a 144.500xg (rotor 45 Ti) durante 30
min en la ultracentrifuga Beckman L.8-70M. Este paso se repite una segunda vez para, asi,
eliminar la mayor parte de la antena extrinseca constituida por las ficobiliproteinas.

Se intentaron varios procesos de purificacién hasta llegar al método puesto a punto
actualmente en nuestro laboratorio. Entre los distintos intentos se podrfan destacar los
siguientes:

a.-En un principio se desarrolié el método basado en Bowes y col. (1983) descrito
a continuacién pero el resultado no fue como se esperaba, pues mediante electroforesis se
observé que el PSII obtenido no era muy puro, ya que presentaba contaminacién de PSI. En
este método, parte de las membranas tilacoidales resuspendidas en el tampdn C se solubilizan a
una concentracion de 1 mg/ml de Chl con el detergente LDAO (0,38%, p/v) durante 40 min a
4°C y se centrifuga a 100.000xg (rotor 70Ti) durante 1 h. E! sobrenadante obtenido se carga
en un gradiente de sacarosa (15-35%, p/v) conteniendo 10% (v/v) glicerol, 10 mM MgCl,, 1
mM PMSF, n-dodecil-B-D-maltdsido en una relacién detergente/Chl = 20/1 (p/p) y 10 mM
Hepes (pH 7,5) y se centrifuga a 125.000xg (rotor 45Ti) durante 22 h 30 min. Tras la
centrifugacion, la banda inferior del gradiente contiene el complejo PSII, pero como ya se ha
comentado no es suficientemente puro por lo que se intenté buscar un nuevo método de
purificacién,

b.-Posteriormente se siguié el método descrito por Koike y col. (1987), basado en
centrifugaciones fraccionales. Las membranas tilacoidales se solubilizan a 4°C con 0,8% (p/v)
de LDAO a una concentracién de Chl de 2 mg/m} durante 40 min. Una vez concluida la
solubilizacién, la suspensién se centrifuga a 100.000xg (70.1Ti) durante 1 h a 4°C,
obteniéndose una fraccién no solubilizada (sedimento, Pa) y otra solubilizada (sobrenadante,
Sa). Este tratamiento se repite una segunda vez mds con el sedimento para lograr asf un mayor
rendimiento de material solubilizado. El segundo sobrenadante (Sa’) es mezclado con el
primero y el conjunto se somete a una serie de centrifugaciones fraccionales. Para ello, el
material (Sa+Sa’) se diluye tres veces con el tampén [25% (v/v) glicerol, 10 mM MgCl, y 20
mM Hepes, pH 7,0 ] y se centrifuga a 180.000xg (rotor 70Ti) durante 1 h a 2°C. Al diluir, la
concentracion de detergente existente en la suspension disminuye, ocasionando que algunas
proteinas hidrofébicas se agregen de nuevo y sedimenten tras la centrifugacién. Segiin Ia
bibliografia, el PSI forma agregados més ficilmente que el PSII, por lo que se concluye que
este dltimo complejo necesita menos detergente para mantenerse en solucion. Con esta
centrifugacion se intenta conseguir una separacidn de los dos fotosistemas, de forma que en el
sobrenadante (Sb) debe permanecer el PSII. Posteriormente, el Sb es centrifugado a 200.000xg
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(rotor 70T1) durante 22 h y el sedimento resultante (Pc) estd enriquecido en PSII, desechando
el sobrenadante que contiene carotenoides libres y ficobilisomas.

También se llevd a cabo el mismo proceso pero con una tnica solubilizacién
inicial, pues se comprobo6 que la fraccién Sa’ arrastraba mucha cantidad de PSI.

Para eliminar ficobilisomas (proteinas hidrosolubles) del sedimento, éste es
resuspendido en el tampdn C sin glicerol y se centrifuga a 180.000xg (rotor 70Ti) durante 4 h,
de esta forma, el sobrenadante de color azul contiene ficobilisomas fnientms que el sedimento
se ve enriquecido en PSII.

Este método tampoco fue el definitivo, pues al utilizar el complejo obtenido como
material de partida para sucesivas purificaciones se observé un alto grado de desnaturalizacion.
Asf, nos vimos en la necesidad de desarrollar un método diferente con el que poder aislar un
complejo OEC mds puro y a partir de €] intentar la purificacion del centro de reaccién del
PSII. Este proceso de purificacion del complejo OEC se basa en la combinacién de dos
métodos ya descritos, Koike e Inoue (1985) y de Vitry y col. (1991).

¢.- El primer paso consiste en eliminar la proteina extrinseca de 33 kDa,
favoreciendo asi la separacidn posterior de las antenas internas CP43 y CP47. Tras el lavado
de ficobilisomas con la centrifugacion descrita anteriormente, el ltimo sedimento se
resuspende en el tampon de extraccion compuesto por 10% (v/v) glicerol y 0,8 M Tris (pH
8,4), a una concentracién aproximada de 2 mg/ml de Chl y se incuba durante 45 min en
oscuridad a 0°C. Una vez finalizada Ia incubacién, se centrifuga a 300.000xg (rotor 70Ti)
durante 90 min y el sedimento vuelve a ser tratado con el tampdn de extraccién para poder
eliminar mayor cantidad de proteina extrinseca de 33 kDa. El sedimento obtenido de esta
segunda centrifugacion seguird los sucesivos pasos de purificacion.

Las membranas tilacoidales, sin apenas ficobilisomas ni proteina extrinseca, son
solubilizadas a una concentracién de Chl de 1 mg/ml con 1% (p/v) LDAO durante 1 h a 4°C.
La mezcla resultante se centrifuga a 100.000xg durante 1 h a la misma temperatura. El
material solubilizado se carga en un gradiente de sacarosa (5-17,5%, p/v) que contiene 20%
(v/v) glicerol, 0,05% (p/v) LDAO, 5 mM MgCl, y 20 mM Hepes/NaOH (pH 7,0) y se
centrifuga a 100.000xg durante 24 h a 4°C.

La fraccion enriquecida en PSII se recoge con cuidado y se carga en una columna
(1,5x16 cm) de intercambio idnico gel-TSK Toyopearl DEAE 650s (Toso Haas, Stuttgart,
Alemania), equilibrada con el tampon D [0,03% (p/v) DM y 20 mM Tris/HClI (pH 8,0)] mds
100 mM NaCl, y se lava a un flujo de 2 ml/min con el mismo tampon hasta que la absorcidn
del eluato sea de OD=0,1 a 670 nm. A continuacion, el complejo OEC se eluye con el
tampdn D con 300 mM NaCl a un fiujo de 1 mi/min, recolectando fracciones de 1,5 ml, se
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dializa frente a 20 mM Tris-HCI (pH 8,0) y se congela a -80°C. Todos los tampones
utilizados contienen 1 mM PMSF.

2.3. Purificacién del complejo PSII RC de P. laminosum

Partiendo de los diferentes complejos OEC obtenidos con los métodos descritos, se
intenté con éxito purificar el RC de la cianobacteria termdfila P, laminosum, haciendo
numerosas prucbas para conseguir una buena solubilizacién, paso clave en toda purificacién de
proteinas de membrana. A continuacién comentaré los pasos seguidos hasta llegar al método
definitivo, con el que se consigue un centro de reaccién puro y nativo.

a.-En un principio se partié del material Pc (descrito en el apartado 3.2.b),
enriquecido en PSIL. Todos los procesos consistieron en incubacidn con detergente y agente
caotrdpico, centrifugacion, didlisis en el caso de que el agente caotrépico fuera LiClO, y por
dltimo, cromatograffa de intercambio aniénico. Vamos a comentar los distintos tipos de
solubilizaciones:

1.-4% (p/v) TX-100, 4 M urea, 30 mM NaCl y 50 mM Tris (pH 7,2), 1 h

2.-6% (p/v) TX-100, 6 M LiClO,, 30 mM NaCl y 50 mM Tris (pH 7,2), 1 h

3.-4% (p/v) TX-100, 4 M LiClO,, 30 mM NaCl y 50 mM Tris (pH 7,2), 1 h

4.-4% (p/v) TX-100, 2,5 M LiClOy, 30 mM NaCl y 50 mM Tris (pH 7,2), 1 h

5.-3% (p/v) TX-100, 3 M LiClO,, 30 mM NaCl y 50 mM Tris (pH 7,2), 40 min

6.-4% (p/v) TX-100, 4 M LiClO,, 30 mM NaCl y 50 mM Tris (pH 7,2), 40 min

7.-4% (p/v) TX-100, 4 M LiClQ,, 2% (p/v) taurina, 30 mM NaCl y 50 mM Tris
(pH 7,2), 40 min

8.-4% (p/v) TX-100, 4 M LiCIOQ,, 1% (p/v) taurina, 30 mM NaCl y 50 mM Tris
(pH 7,2), 40 min

No se obtuvieron buenos resultados con ninguna de las soluciones, pues con la
solucion 7, el centro de reaccién obtenido estaba totalmente desnaturalizado y con las
solubilizaciones 4 y 6 aparecia un centro de reaccién contaminado con la antena CP47 e
incluso con 5 y 6, se eluyeron fracciones conteniendo solamente CP47 con un alto grado de
desnaturalizacion. La caracteristica general en todas las cromatografias fue la aparicion de un
gran niimero de fracciones enriquecidas en p-caroteno.

b.-Partiendo del complejo OEC obtenido segiin el proceso descrito en el apartado
2.2.c. de Materiales y Métodos, se logré poner a punto el método de purificacién del centro de
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reaccion del fotosistema II de P. lominosum. En un principio se siguié la ténica de
solubilizacion en solucién, pero al ver que los resultados no eran satisfactorios se intenté
solubilizar el material previamente inmovilizado en una columna, obteniéndose asi un centro
de reaccién de gran pureza.

1. Solubilizacién en solucién.

Al igual que en el apartado 2.3.a. de Materiales y Métodos, el proceso llevado a
cabo consistio en una solubilizacidn seguida de didlisis o diluciéon y una posterior
cromatografia de intercambio aniénico. Los distintos tipos de solubilizaciones han sido:

1.-4% (p/v) TX-100, 4 M LiClIO,, 2% (p/v) taurina, 30 mM NaCl y 50 mM Tris
(pH 7,2), 40 min

2.-5% (p/v) DM, 4 M LiClO,, 1,5% (p/v) tauring, 20 mM NaCl, 10 mM MgCl, y
20 mM Bis-Tris (pH 6,9), 1 h

3.-2% (p/v) DM, 2 M LiCIO,, 1,5% (p/v) taurina, 20 mM NaCl, 10 mM MgClL, y
20 mM Bis-Tris (pH 6,5), 15 min

4.-1% (p/v) DM, 2% (p/v) TX-100, 2 M LiCiOy, 1,5% (p/v) taurina, 20 mM
NaCl, 10 mM MgCl, y 20 mM Bis-Tris (pH 6,5), 1 h

5.-2,5% (p/v) DM, 2 M LiClQ,, 0,75% (p/v) taurina, 10 mM NaCl, 5 mM
Mg(Cl, y 10 mM Bis-Tris (pH 6,5), 1 h

La solubilizacién en solucién produce una total desnaturalizacién del material, de
ahi que se intentara probar la solubilizacién en columna.

ii. Solubilizacién en columna.

Este método consiste en la solubilizacién de la muestra una vez fijada al gel de la
columna (Q-Sepharose Fast Flow, Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) y su posterior elucion
mediante un gradiente de sal. A continuacion se exponen las diferentes formas de
solubilizacion en cuanto a tiempos y detergentes que se Hevaron a cabo:

1.-4% (p/v) TX-100, 4 M LiClO,, 1,5% (p/v) taurina, 5 mM CaCl,, 20 mM
MgCl,;, 10 mM MgSQO,, 200 mM sacarosa y 20 mM Bis-Tris (pH 6,5), 1
incubacién de 10 min

2.-4% (p/v) TX-100, 0,03% (p/v) DM, 1,5% (p/v) taurina, 200 mM sacarosa y 20
mM Bis-Tris (pH 6,53), | incubacién de 5 min

3.-4% (p/v) TX-100, 0,03% (p/v) DM, 1,5% (p/v) taurina, 200 mM sacarosa y 20
mM Bis-Tris (pH 6,5), 1 incubacién de 20 min
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4.-4% (p/v) TX-100, 0,03% (p/v) DM, 1,5% (p/v) taurina, 200 mM sacarosa y 20
mM Bis-Tris (pH 6,5), I incubacién de 40 min

5.-8% (p/v) TX-100, 0,03% (/v) DM, 1,5% (p/v) taurina, 200 mM sacarosa y 20
mM Bis-Tris (pH 6,5), 1 incubacién de 20 min

6.-4% (p/v) TX-100, 0,03% (p/v) DM, 1,5% (p/v) taurina, 200 mM sacarosa y 20
mM Bis-Tris (pH 6,5), 3 incubaciones de 20 min cada una

7.-4% (plv) TX-100, 0,03% (p/v) DM, 1,5% (p/v) taurina, 200 mM sacarosa y 20
mM Bis-Tris (pH 6,5), 5 incubaciones de 20 min cada una

8.-4% (p/v) TX-100, 0,03% (p/v) DM, 1,5% (p/v) taurina, 200 mM sacarosa y 20
mM Bis-Tris (pH 6,5), 4 incubaciones de 30 min cada una

En estas condiciones, el centro de reaccién estaria inmovilizado en el gel de la
columna y podria ser, por tanto, mds resistente a procesos de desnaturalizacion.

A continuacion explicaré detalladamente el método definitivo de purificacién del
centro de reaccién del PSII de la cianobacteria termdfila P. laminosum.

Unos 800 mg de Chl del complejo OEC (apartado 2.2.¢) son cargados en una
columna de intercambio anidnico fuerte Q-Sepharose Fast Flow (1,5x10 cm), previamente
equilibrada con el tampén E [0,03% (p/v) DM, 1,5% (p/v) taurina, 200 mM sacarosa y 20
mM Bis-Tris (pH 6,5)] y se lava con el mismo tampdn E a un flujo de 2 ml/min durante 5
min, Cuando la muestra estd totalmente fijada al gel, se pasan 20 ml del tampdn E con 4%
(p/v) TX-100 y tras incubar la muestra (sin flujo) durante 30 min, se vuelven a pasar 20 ml del
tampon E con 4% (p/v) TX-100 Y se deja incubar durante otros 30 min. Este proceso se repite
dos veces mds, es decir, un total de 4 incubaciones de 30 min cada una. Una vez terminadas
las cuatro solubilizaciones, la muestra es lavada con el tampén E a flujo de 2 ml/min hasta
que Ja absorcién del eluato a 280 nm s¢a menor de OD= 0,1, indicando que se ha
intercambiado el TX-100 por DM. A continuacidn, se aplican 90 ml de un gradiente lineal 60-
100 mM MgSO, en tampén E a un flujo de 1 mV/min y se recogen fracciones de 0,75 mi cada
una. El PSII RC eluye entre 75-90 mM MgSO, y a continuacién se dializa frente a 20 mM
Bis-Tris (pH 6,5), se concentra con un Centricén-100 (Amicén, Beverly, MA) y se congela a -
80°C. Se afiadié 1 mM PMSF a todos los tampones y se mantuvieron en continua agitacién
durante 12 h antes de su uso, para obtener una buena solubilizacion.
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2.4. Repurificacién del PSII RC de P. laminosum mediante FPLC

La preparacién de RC del PSII fue posteriormente repurificada mediante una
cromatograffa de exclusion molecular en una columna Superdex-200 HR 10/30 (Pharmacia
Biotech, Uppsala, Suecia) con un rango de resolucion de 1x10* a 6x10° de peso molecular,
usando un sistema FPLC (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). La columna se equilibré con
20 mM Bis-Tris (pH 6,5) conteniendo 0,03% (p/v) DM, 200 mM sacarosa y 1,5% (p/v)
taurina. La muestra (200 mi de 40 mg/ml) se carg6 en la columna y fue eluida a una velocidad
de flujo de 0,5 ml/min con el mismo tampdn. Todo el proceso se llevé a cabo en la oscuridad
y a4°C.

2.5. Purificacién del complejo PSII RC de Synechocystis PCC6803

Los métodos de purificacién del complejo OEC y del RC del PSII de la
cianobacteria terméfila P. laminosum han sido aplicados a la cianobacteria no termdfila
Synechocystis PCC6803. En el proceso de aislamiento del complejo OEC de Synechocystis
cabe destacar la diferente distribucién de bandas tras la centrifugacion en gradiente de sacarosa
en comparacién con la obtenida con P. laminosum. Asimismo, fue necesaria una mayor
concentracién de detergente para conseguir una buena solubilizacién del complejo OEC en la
columna. No obstante, e} método utilizado fue bdsicamente el mismo que para P. laminosum.
Se parte de unos 800 mg de Chl de complejo OEC (segln 2.2.c) que son cargados en una
columna (1,5x10 c¢m) de intercambio aniénico (Q-Sepharose Fast Flow). Se pasan 20 ml de
tampén E con 8% (p/v) TX-100 y se deja incubar durante 40 min, este proceso se repite tres
veces mas. Tras las sucesivas incubaciones se intercambia el detergente por DM con el tampon
E a un flujo de 2 mi/min. Una vez intercambiado, se aplica el gradiente lineal 60-150 mM de
MgSO, en tampdn E a 1 ml/min, eluyendo el RC del PSII a una concentracién de 110-130
mM MgSO,. E! RC es dializado frente a 20 mM Bis-Tris (pH 6,5) y congelado a -80°C.
Todos los tampones contienen 1 mM PMSF.

2.6. Reconstitucion del PSHH RC de Synechocystis PCC6803 con (-

caroteno

El centro de reaccion purificado a partir de Synechocystis mediante el método
descrito se obtiene pricticamente sin fB-caroteno, por lo que se intentd su reconstitucion con

este pigmento. Para ello se parte de 300 ml de centro de reaccién (ODgrs,n=2,5) y de B-
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caroteno previamente extraido con 90% metanol, llevado a sequedad con N, liquido y
resuspendido en 2 ml del tampon E (ODyy,,=10). La mezcla se incuba durante 20 h con
agitacién suave a 4°C y en la oscuridad. Tras la incubacién, el material se diluye con tampdn
E y se centrifuga durante 3 h a 180.000xg (rotor 70.1Ti). El sedimento obtenido se resuspende
en el tampdn E consiguiendo asi, un RC reconstituido con f-caroteno,

3. Fraccionamiento y purificacién en plantas superiores

3.1. Aislamiento de membranas tilacoidales del fotosistema I

El método seguido para la purificacién de membranas del fotosistema II (PSIIm)
fue basicamente el propuesto por Berthold y col. (1981), con algunas modificaciones indicadas
a continuacién. Este proceso se fundamenta en la localizacion preferencial del fotosistema II en
las membranas tilacoidales apiladas que forman los grana y en la solubilizacién preferencial de
las membranas estromales con el detergente no idnico TX-100 (Boehringher, Mannheim
especialmente purificado para investigacién de membranas). Las soluciones tampon utilizadas
fueron:

Tampdn B1 Tampén B2

NaCl 400 mM NaCl 150 mM
MgCl, 2 mM MgCl, 5SmM
Tricina (pH 8) 20 mM Tricina (pH 8) 20 mM
BSA 0,2 % (p/v) BSA 0,2 % (p/v)
Tampén B3 Tampoén B4

NaCl 15 mM NaCl 15 mM
MgCl, 5 mM Mg(Cl, 5 mM
Mes (pH 6) 50 mM Mes{(pH6) 50mM

Sacarosa 400 mM

Las hojas de remolacha son recogidas y troceadas en pequenas porciones evitando
la desecacién del material. Una vez realizado este proceso, el material se pesa y se deposita en
un triturador de cuchillas donde se homogeniza en el tampon Bl. Este tampdn se afade
previamente a la homogenizacién en razdn de 2 ml/g de material troceado. Una vez
homogeneizado, el extracto crudo obtenido se filtra a través de una capa de papel de filtro
Miracloth (Hoechst, Calbiochem). El filtrado se recoge y se centrifuga a 1.500 rpm (rotor
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GSA) durante 2 min, El sedimento de la centrifugacion compuesto por restos celulares y
tejidos sin romper es desechado y el sobrenadante se centrifuga a 10.000 rpm (rotor GSA)
durante 10 min. El sobrenadante se descarta y el sedimento, compuesto en su mayoria por
cloroplastos, se resuspende suavemente con un pincel en tampén B2. El material resuspendido
se centrifuga de nuevo a 10.000 rpm en un rotor $S-34 durante 10 min. El sedimento,
formado por tilacoides, se resuépende cuidadosamente en tampdn B3,

A este material obtenido se le mide la concentracién de Chl total, segiin el método
de Amon (Aron y col., 1949) mediante extraccién con acetona al 80%. El extracto aceténico
se centrifuga en una microfuga para sedimentar los restos de protefna y se mide la absorcién
del extracto a 645 y 663 nm. La concentracién de Chl se estima mediante la siguiente férmula:

Chly (mg/ml)= 20,2 x AbSsss m+ 8,02 X AbSees

Para conseguir una buena solubilizacidn de los tilacoides, es necesario dejar la
concentracién de Chl a 3 mg/ml; después se afiade TX-100 al 20% (p/v) en una relacién de 25
mg TX-100 por mg de Chl. La suspensién es incubada durante 35 min con agitacién suave y
una vez transcurrido este tiempo se centrifuga a 6.200 rpm en un rotor $S-34 durante 5 min.
El sedimento de esta centrifugacion, conteniendo restos sin solubilizar, se descarta y el
sobrenadante se centrifuga a 40.000xg durante 30 min. El sedimento de la centrifugacion,
formado por membranas de PSII, se resuspende suavemente en el tampén B4. Se mide la
concentracion de Chl y la relacion de Chl 4/Chl b, lo cual da una idea de la pureza de la
preparacion de PSIIm.

Chl a (mg/ml)= 12,7 x Absss3 pu- 2,69 X AbSgss nm
Chl b (mg/ml)= 22,9 x AbSgs o 4,68 X AbSges nm
La preparacion de PSIIm es congelada a -80°C. Todo el proceso de manipulacién

se llevo a cabo a 4°C y con baja intensidad de luz para evitar cualquier degradacion de la
muestra,

3.2. Purificacion del PSI RC de remolacha

El aislamiento del PSII RC de remolacha se llevé a cabo segiin el método de
Montoya y col. (1991) con algunas modificaciones. 80 mg Chl de PSIIm de remolacha son
diluidas unas 20-30 veces en una solucién tampén 50 mM Tris-HCl (pH 7,2) a 4°C y
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centrifugadas a 100.000xg durante 40 min, para asf eliminar el tamp6n B4 en el que estaban
resuspendidas. Tras la centrifugacidn, el material es resuspendido suavemente en 50 mM Tris-
HCl (pH 7,2) y solubilizado con 4% (p/v) TX-100 a una concentracién de 1 mg/mi de Chl. La
mezcla se incuba durante 1 h y posteriormente se centrifuga a 100.000xg durante 1 h.

El sobrenadante de la centrifugacion anterior es fijado en una columna (1,6x16 cm)
de gel TSK Fractogel DEAE 650s, previamente equilibrada con 50 mM Tris-HCI (pH 7,2),
30 mM NaCl y 0,05% (p/v) TX-100 a un flujo de 3 ml/min. La columna se lava hasta que la
absorcion del eluato es de ODygyg,,=0,01. Una vez lavada la columna, se lleva a cabo el
intercambio del detergente por DM con el tamp6n 50 mM Tris-HCl (pH 7,2) y 2 mM DM.
Una vez sustituido el detergente, la muestra es eluida con 150 ml de un gradiente lineal 30-200
mM NaCl a un fiujo de 1 mi/min. El complejo se dializa frente a 50 mM Tris-HCl (pH 7,2) y
se almacena a -80°C.

3.3. Repurificacién del RC de remolacha mediante FPLC

El complejo PSH RC de remolacha fue posteriormente repurificado mediante una
cromatografia de exclusion molecular en una columna Superose-6 HR 10/30 (Pharmacia
Biotech, Uppsala, Suecia), con un rango de resolucién de 5x10° a 5x10° de peso molecular,
usando un sistema de FPLC. La columna se equilibré con el tampén 50 mM Tris-HCI (pH
7,2) y 0,6 mM DM. 200 ml de muestra a una concentracién de 30 mg/ml se cargaron en la
columna y €sta fue eluida a un flujo de 0,05 ml/min con el mismo tampén. Todo el proceso se
llevé a cabo en la oscuridad a 4°C.

4. Técnicas analiticas

4.1. SDS-PAGE de proteinas

La composicion polipeptidica de las preparaciones descritas anteriormente fue
determinada mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) en presencia del
detergente dodecil sulfato de sodio (SDS).

El tamano del gel utilizado fue de 18 x 16 x 0,75 cm. La electroforesis se llevé a
cabo en un aparato de electroforesis vertical (Hoeffer Instruments, San Diego CA) refrigerado
a4°C.
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Para la preparacion de los geles se parte de las siguientes disoluciones:
Acrilamida 40% (p/v), bisacrilamida 1% (p/v)

Tampon 3 M Tris-HCI (pH 8,9), 0,3% (p/v) SDS

Tampén 0,313 M Tris-HC! (pH 6,8), 0,3% (p/v) SDS

Persulfato aménico 10% (p/v). Preparado en el momento.

El gel separador estd formado por el gradiente de acrilamida 13-22,5% (p/v),
preparado como sigue:

13% 22,5%
40% (p/v) acrilamida 3,5mi 5,75 mi
3M Tris (pH 8,9) 3,75 ml 3,75 ml
H,0 3,25 ml 0 ml
Urea (8 M) 5g 5¢g
80% (v/v) glicerol 0ml 0,7 ml

Tras mezclar todos estos compuestos se anadieron a cada una de las dos
concentraciones 4 ul de Temed y 32,5 pl de APS al 10% (p/v). Se lleva rdpidamente al molde
mediante un formador de gradiente, afiadiendo al final unos ml de alcohol isopropilico para
favorecer la formacion de un frente homogéneo. Se deja polimerizar durante 1 h.

El gel concentrador [5% (p/v) acrilamida] estd formado por:

40% (p/v) acrilamida 1,5 ml
0,313M Tris (pH 6,8) 4 ml
H,O 6,5 ml

Una vez mezclados todos los compuestos, se afiade 7,5 ul de Temed y 125 ul de
APS al 10% (p/v) y se vierte sobre el gel separador ya polimerizado. A continuacion se coloca
el peine para marcar los pocillos y se deja polimerizar durante 30 min.

La muestra (2 pg Chl) es desnaturalizada durante 45 min a temperatura ambiente
con el tampon:

250 mM Tris-HC! (pH 8,9)

4% (p/v) SDS

40% (p/v) sacarosa

2% (p/v) B-mercaptoetanol

Relacion muestra/tampon de 2/1 (v/v).

Las muestras desnaturalizadas se cargan en los pocillos (37,5 ul) y se deja correr la
electroforesis durante 12-14 h a 11 mA por gel. Todo el sistema se encuentra refrigerado a
4°C,
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El tampén utilizado para €l cdtodo y el dnodo estd compuesto por:
15,2 mM QGlicina

2,47 mM Tris (pH 8,3)

0,01% (p/v) SDS

Una vez realizada la electroforesis, el gel se retira del molde y se tifie durante 3 h
con Azul de Coomassie 250 R (Sigma) en una disolucién con la siguiente composicién:

Azul de Coomassie 0,25¢g
Metanol 450 ml
Acido acético 60 ml
Agua desionizada 490 ml

Posteriormente, el gel es destefiido con una disolucién decolorante compuesta por:

Metanol 250 ml
Acido acético 750 mi
Agua desionizada 1500 ml

El gel es decolorado en esta disolucion hasta que el fondo queda claro.

Todos los productos utilizados son de elevada pureza (Bio-Rad, Hercules, CA) y
los tampones se preparan con agua desionizada Milli-Q (Millipore Corporation, Bedford,
MA).

4.2. Anilisis de pigmentos

El andlisis llevado a cabo consiste en la determinacion cualitativa y cuantitativa de
los pigmentos de Chl, Pheo y B-caroteno en los diferentes complejos purificados.

4.2.1. Extraccién de pigmentos

Se toman 200 ml de muestra (ODg7s,,,=1,5) y se mezclan en un tubo eppendorf
con 800 ml de acetona al 100% (concentracién final de acetona al 80%). La mezcla se sonica
durante 2 min a 4°C y se centrifuga en la microfuga durante 5 min. En el sobrenadante queda
el extracto de pigmentos, mientras que en el sedimento se encuentra la proteina y los
detergentes. Se recoge el sobrenadante y se realiza el espectro de absorcién en un
espectrofotémetro Beckman DU-640. Todos los pasos anteriores fueron realizados a 4°C y
bajo luz tenue.
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El cédlculo de la concentracién de Pheo en el extracto se realizé usando el
coeficiente de extincién € = 6,504 mM"'. cm™ a 535 nm (Montoya y col., 1991) determinado
a partir del espectro de absorcién del extracto feofitinizado en base a la comparacion entre
absorbancias en las bandas de Pheo a 666 nm (transicion Qy) y 535 nm (transicién Qx).

4.2.2. Feofitinizacién

Tanto la clorofila como la feofitina son dos pigmentos casi idénticos en cuanto a su
composicién quimica, con la dnica diferencia en la presencia de un dtomo de Mg central en el
anillo tetrapirrdlico de la estructura de la Chl que se encuentra ausente en la Pheo. Esta
pequena diferencia conlieva cambios notables en el comportamiento redox y espectroscopico
de la Pheo respecto de la Chl. La acidificacion de un extracto de Chl provoca la pérdida del
atomo de Mg central en el anillo tetrapirrélico, convirtiéndose ésta en Pheo, lo cual es
faciimente comprobable espectrofotométricamente debido a las diferencias espectrales entre
ambos pigmentos.

Para feofitinizar totalmente la Chl del extracto de pigmentos del PSII RC, se
afiaden 8 ul de 1M HCl a 1 ml de muestra, resultando por tanto, una concentracion de § mM.
A partir de este extracto acidificado se calculard la concentracion total de Pheo, para lo cual se
realiza el espectro de absorcion del extracto y se utiliza el coeficiente de extincidn € = 493

mM*. cm™ a 666 nm (Vernon y col., 1960). E! proceso se llevé a cabo a 4°C en la oscuridad.

La concentracion de Chl total corresponderia a la diferencia en Pheo entre el
extracto feofitinizado y el no acidificado.

4.2.3. Determinacion de citocromo b-559

La cantidad de Cyt -559 en el complejo PSII RC se pudo determinar gracias a las
propiedades redox de su grupo hemo y a las diferencias espectrales entre los dos estados
(oxidado/reducido). Se prepara una disolucién 25 mM de K;Fe(CN)y y otra saturada de
Na,8,0,. El centro de reaccion es diluido en tampodn 20 mM Bis-Tris (pH 6,5), de forma que
su concentracion final sea de 5 pg/ml de Chl (ODg3s,,=0,4). En la cubeta se afiaden 300 pl
del centro de reaccion mds 24 pl de K;Fe(CN)g para oxidar totalmente al citocromo 5-559, se
hace 1a linea base en el espectrofotometro y a continuacién se anaden 10 ml de la disolucion
saturada de Na,S,0,, se agita la cubeta, se cubre con parafilm para evitar que el ditionito se
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oxide y se realiza el espectro diferencial reducido menos oxidado. La concentracién se calcula

utilizando el coeficiente de extincion €550.575 ., = 21 mM™'. cm™ en la banda o del Cyt b-55%
(Garewall y Wasserman, 1974),

4.2.4. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

La determinacién cualitativa de pigmentos se llevé a cabo mediante andlisis de
HPLC segiin el método de Tayer y Bjérkman, 1990. Los pigmentos se extrajeron en 80% de
acetona como se describe en el apartado 4.2.1. y la cromatograffa se realizé en una columna
de fase reversa (4,6 mm x 25 cm) Zorbax ODS (Du Pont Company, Willmington,
Delaware), cuyo empaquetamiento corresponde a uniones de grupos octadecilsilano (C18) con
particulas de silice (Zorbax SIL).

La columna se equilibré con la fase mévil A (acetonitrilo/metanol, 85/ 15) durante
10 min. La muestra se inyectd y durante 14,5 min més se bombe6 la misma fase. Transcurrido
este tiempo se aplicé un gradiente lineal de 100% de A hasta 100% de B (metanol/acetato de
etilo, 68/32) durante 2 min. Una vez que la fase mdvil es 100% de B, ésta fue bombeada
durante 30 min. Finalmente la columna fue nuevamente equilibrada con la fase A durante 10
min. La velocidad de flujo fue de | ml/min y la deteccidn se hizo a 415 nm, en donde los tres
pigmentos, Chl, Pheo y B-caroteno absorben (Scanning Detector 167, Beckman, Fullerton,
CA). Todos los solventes utilizados son de grado HPLC.

Este método no pudo ser utilizado como cuantitativo, pues de momento existen
diferencias apreciables al comparar nuestros resultados con los obtenidos en otros laboratorios,
por lo que se realizé la cuantificacién de pigmentos del RC de cianobacterias en colaboracién
con el Prof. A. R. Holzwarth (Max-Planck-Institut fiir Strahlenchemie, Miilheim an der Rubhr,
Alemania). En este método, los pigmentos fueron extraidos con 50% de tetrahidrofurano
(Merck) y la suspension se sonico durante 5 min en un bafio de ultrasonidos (Bransonic 220)
previamente a ser centrifugados durante 5 min a 3.000 rpm en una centriguga Beckman TJ-6.
La columna utilizada fue Nucleosil-5-C18 (4,6 x 125 mm) (Shimadzu). La deteccion se llevé a
cabo a 420 nm en un detector Shimadzu SPD-6AV.,

La columna se equilibr6 durante 3 min con la fase mévil A (100% metanol). La
muestra se inyectd y durante 3 min mds se bombed la misma fase mévil. Después se aplicé un
gradiente lineal de 100% de A hasta 100% de B (metanol/tetrahidrofurano, 950/80) durante 5
min. Posteriormente se bombed la fase mévil B durante 3 min. Para obtener la relacién Chl/2
Pheo del complejo PSII RC, se dividié el drea relativa bajo los picos de Chl y Pheo y el
mimero resultante fue multiplicado por el factor de calibracion 2,38. Este factor se determing
de la siguiente forma: una solucion madre de Chl (Sigma) en THF se dividié en dos partes
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iguales, una de ellas fue convertida en Pheo mediante adicidn de dcido clorhidrico, de esta
forma las dos soluciones contienen la misma concentracion (el error cometido por la adicion
del HCI es menor al 0,1%), se reprodujeron las condiciones cromatogréficas de los pigmentos
de RC y se compararon las dreas de ambos pigmentos. Este método no necesita una
determinacidn previa de los coeficientes de extincién de Chl ni de Pheo.

4.3. Medidas de actividad

Algunas de las particulas aisladas en este trabajo como las membranas tilacoidales y
el complejo OEC, conservan la capacidad de desprender oxigeno, caracteristica fundamental
del PSII como respuesta a la iluminacién. Esta propiedad es de gran utilidad ya que es
indicativa del grado de pureza y de la integridad de una preparacién. Tras su purificacion, el
centro de reaccién del PSII pierde esta capacidad como consecuencia del desprendimiento del
Mn, por esta razén su actividad se determina midiendo otros pardmetros.

4.3.1. Evolucion de oxigeno

Estas medidas se realizaron mediante técnicas polarogrdficas, utilizando un
electrodo de oxigeno tipo Clark (Fig. 14) acoplado a una cubeta termostatizada con un bano
circulante a 24°C. Este tipo de electrodo consta de un cdtodo de platino y un dnodo de plata
inmersos en un electrolito. Ambos electrodos estdn colocados en un disco de pldstico, el cdtodo
en el centro de una ctipula y el dnodo en una ranura circular. El sistema quimico se encuentra
aislado del medio ambiente por una delgada membrana de teflén permeable al oxigeno. La
membrana también atrapa una fina capa del electrolito (solucién de KCl) sobre la superficie de
los electrodos. Generalmente se usa un papel espaciador debajo de la membrana para conseguir
una capa uniforme de} electrolito entre el cdtodo y €l dnodo.
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Figura 14: Electrodo de oxigeno tipo Clark.

Cuando se aplica un pequefio voltaje a través de estos electrodos, el platino se hace
negativo con respecto a la plata, el flujo de corriente inicial es despreciable y el platino se
polariza (adopta el potencial aplicado externamente). Si se incrementa el potencial a 600-700
mV, el oxigeno es reducido en la superficie de platino, inicialmente a H,O,, de esta forma la
polaridad tiende a descargarse seglin los electrones son cedidos al oxigeno (que actia como
aceptor de electrones). La corriente que circula es proporcional al oxigeno consumido por el
catodo y se mide como un voltaje en un registrador.

La fuente de iluminacién fue un proyector (Reflecta) que proporcioné una
intensidad de luz de 4.000 pE.m™.s". Acoplado al electrodo se utilizé un registrador (Linseis)
para medir las actividades de evolucion de oxigeno.

El tampon de medida fue 10% (p/v) glicerol, 10 mM MgCl, y 10 mM Hepes (pH
7,0}. Como aceptor artificial de electrones se empled 2,6-diclorobenzoquinona (DCBQ), en
una disolucién concentrada de 8,9 mg/ml, disuelto en etanol y preparada en el dfa. La muestra
se diluy6 con el tampdn de medida a una concentracién de 5-15 pg de Chl en un volumen final
de 3 ml. En el momento de realizar la medida se afiadieron 30 ul de la solucién concentrada de
DCBQ. La concentracion final de etanol en la suspensién de medida fue del 0,1%.
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4.3.2. Complejo PSII RC

El donador primario del centro de reaccién del fotosistema II (P680) es capaz de
transferir electrones a una de las feofitinas que actia como aceptor primario, convirtiendo la
energia de excitacién en energfa quimica. Esta transferencia de electrones puede ser seguida
espectrofotométricamente  viendo los cambios de absorbancia inducidos por luz
(fotoacumulacién de Pheo) en presencia de un donador de electrones artificial. También se
puede seguir observando los cambios de absorbancia de un aceptor artificial en presencia de un
donador de electrones artificial.

a.~-Fotoacumulacién de feofitina

La fotoacumulacién de Pheo se observé mediante un espectro diferencial de luz
menos oscuridad. El espectro se realizé en un espectrofotémetro SLM Aminco DW-2000
(SLM Instruments, Rochester, NY) de doble haz y doble longitud de onda a 4°C. En una
cubeta de 1 cm de paso de luz, se afiadieron 250 ul del complejo PSII RC a una concentracién
de 10 pg/ml de Chl, 2 pl de una disolucién 0,25 mM de metilviolégeno y 2 ul de una
disolucion saturada de Na,S,0,. La cubeta se cubre con parafilin y se agita para mezclar bien
todos los componentes. Una vez homogeneizado se realiza un espectro de 500 a 750 nm que
constituye la linea base. A continuacién, la cubeta se introduce rdpidamente en hielo y se
ilumina durante 30 s desde la parte superior con un proyector (Reflecta). La intensidad de luz
en la superficie de la cubeta fue de 10.000 HE .m? .s'. Al finalizar los 30 s de iluminacién se
registra el espectro, obteniéndose, asi, el espectro diferencial luz menos oscuridad.

b.-Transporte electrénico secundario

Las actividades de transporte electrénico secundario en estado estacionario fueron
ensayadas usando 0,86 pg/ml de DPC y 40 mg/ml de SiMo como donador y aceptor
artificiales de electrones, respectivamente (Barber y col., 1987; McTavish y col., 1989). La
reduccién de SiMo fue seguida por el incremento de absorbancia a 600 nm en un
espectrofotémetro SLM Aminco DW-2000. Las suspensiones del complejo PSII RC fueron
diluidas en tampén 60 mM Tris-HCI, pH 8,5, mds 0,025% (p/v) TX-100 hasta una
concentracién de 0,7 pug/ml de Chl y se iluminaron lateralmente con una ldmpara acoplada al
espectrofotémetro. La luz actinica se filtrd a través de un filtro de corte Schott RG665 y otro
de calor Schott KG3. La intensidad de luz roja en la superficie lateral de la cubeta de medida
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fue de 150 uE. m>. s'. También fue necesario colocar un filtro de corte Schott BG39 en el
paso de luz hacia el fotomultiplicador. La concentracién de SiMo reducido en un periodo de
iluminacién se calculé usando un coeficiente de extincién € = 4,8 mM". cm” a 600 nm
(Barber y col., 1987), teniendo en cuenta que para reducir completamente una molécula de
SiMo se necesitan cuatro electrones.

4.4. Determinacion de los isémeros de B-caroteno por HPLC

La determinacion de los isdmeros cis y trans del B-caroteno se realizé en varios
complejos proteicos purificados a partir de la cianobacteria P. laminosum: membranas
tilacoidales, OEC y PSII RC.

Todas Ias muestras se extrajeron de igual forma en 90% de metanol, se sonicaron
durante 2 min y posteriormente se centrifugaron en la microfuga durante 5 min. El
sobrenadante fue transferido a otro eppendorf donde se anadieron 100 pl de éter de petréleo.
El B-caroteno junto con bastante parte de Chl y Pheo pasaron a la nueva fase, la cual fue
recogida con mucho cuidado y se llevé a un nuevo eppendorf. El extracto se llevé a sequedad
con N, liquido y el residuo seco fue resuspendido en acetona al 80%. Este material fue
inyectado en la columna de HPLC, Zorbax ODS, segtin el método descrito anteriormente en el
apartado 4.2.4.

Por otra parte, se repitié la medida en otro cromatdgrafo de HPLC (Waters 600,
Millennium, Milford, MA) con el detector de Diode-Array 996 y la columna cromatogrifica
8NVC18 también de Waters, posibilitando la determinacion del espectro de absorcién de cada
uno de los picos cromatograficos, es decir, de cada uno de los pigmentos que componen el
extracto y asi, determinar si la aparicién de dos picos en el tiempo de elucién del B-caroteno se
debe a uno o dos isomeros diferentes.
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5. Técnicas espectroscopicas

La espectroscopia molecular puede ser definida como el estudio de Ia interaccion de
ondas electromagnéticas con la materia. Como consecuencia de esta interaccién la materia
puede absorber, emitir o dispersar radiacion, modificar su indice de refraccion, etc.

En fotosintesis, los procesos originados por las radiaciones luminosas al
interaccionar con los diferentes croméforos unidos a proteinas, son la base de los sucesos
fotofisicos/fotoquimicos que tienen lugar en los fotosistemas. Por ello, la utilizacion de
técnicas espectroscdpicas es fundamental para caracterizar y comprender el funcionamiento de
los diferentes tipos de particulas y complejos cromoproteicos aislados.

A continuacion se exponen las técnicas espectroscopicas utilizadas en este trabajo.

5.1. Espectroscopia de absorcion electrénica a temperatura ambiente y a
10K

Absorcion a temperatura ambiente

Los espectros de absorcion de cada uno de los complejos proteicos purificados,
segiin los apartados 3 y 4 de Materiales y Métodos, fueron fundamentales en todos los pasos
de purificacion, asi como una gran ayuda en el estudio de estas proteinas de membrana. Los
espectros de absorcién en 1a zona del visible y uitravioleta de la radiacion electromagnética se
realizaron en un espectrofotémetro de fotodiodos DU-640 (Beckman Instruments, Fullerton,
CA) o en un SLM Aminco DW-2000, utilizando cubetas de 1 cm de paso de luz. Los
tratamientos espectrales, segundas derivadas, deconvolucién en gaussianas, etc. se realizaron
mediante el programa GRAMS (version 386) para PCs (Galactic Industries Corporation,
Salem, NH).

Absorcién a temperaturas criogénicas (10K)

Los niveles energéticos de los distintos pigmentos localizados en las proteinas de
membranas fotosintéticas se encuentran muy poco diferenciados, por lo que las transiciones
entre ellos producen solapamiento de bandas de absorcion debido a varios componentes.
Ademds, este tipo de transiciones pueden ir acompaiadas de transiciones entre niveles de
energia vibratorios y rotacionales e incluso estar modificadas por interacciones pigmento-
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proteina, pigmento-pigmento y pigmento-solvente, orginando espectros de absorcién
moleculares a temperatura ambiente de gran complejidad.

Para definir mejor los componentes de cada banda de los distintos complejos
proteicos purificados, los espectros se realizaron a 10K. Al bajar la temperatura se produce una
homogeneizacién de las transiciones energéticas del sistema, resultando en un estrechamiento
de las bandas, favoreciendo asf la resolucion espectral,

Los espectros de absorcién se realizaron en el laboratorio del Prof. A. R.
Holzwarth, en un espectrofotometro Perkin-Elmer 320 equipado con un criostato para He
liquido (Leybold Heraeus). Se utilizaron cubetas de 3 mm de paso de luz y la anchura de
rendija fue de 0,2 mm correspondiendo a una resolucion espectral de 0,7 nm. Para eliminar el
ruido de fondo producido por la luz se colocé un filtro de corte Schott OG515 en la entrada del
detector. Las muestras se mezclaron con glicerol al 70% (v/v) de concentracién final,
consiguiendo asi que la muestra se comporte a baja temperatura como un sélido cristalino. Las
segundas derivadas y las deconvoluciones por gaussianas de cada uno de los espectros se
realizaron con el programa GRAMS.

5.2. Espectroscopia de fluorescencia a baja temperatura

Los espectros de fluorescencia de los distintos complejos proteicos purificados de
P. laminosum se levaron a cabo en un espectrofluorimetro Spex Fluorolag equipado con un
recipiente Dewar cilindrico de N, liquido. Las muestras (10 pg de Chl) se mezclaron con
glicerol al 70% (v/v) de concentracion final en un volumen total de 1 ml y se mantuvieron a
77K en el Dewar.

Para realizar los espectros de emisién de fluorescencia (640-800 nm), la muestra
fue excitada a 620 nm y las rendijas de los detectores tanto de excitacién como de emisién
fueron de 5 nm y se utilizé un filtro de corte a 450 nm acoplado al instrumento. Para llevar a
cabo los espectros de excitacion (545-730 nm) se fijé la longitud de onda de emision a 740
nm, las rendijas fueron de 5 nm y el filtro de corte utilizado fue a 450 nm. Estas medidas se
realizaron en el laboratorio del Prof. A. R. Holzwarth.

5.3. Dicroismo circular (CD)

Una molécula es considerada Opticamente activa si la interaccion con la luz
polarizada a la derecha (R) es diferente a su interaccién con la luz polarizada a la izquierda
(L). Asi, el dicroismo circular puede ser detectado como una diferencia de absorcion Ae =

Ag, - Agg. Muy pocos croméforos son intrinsecamente activos Gpticamente. La mayoria de la
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actividad optica de los cromdforos proviene de sus interacciones con grupos vecinos
distribuidos asimétricamente. La interpretacién del espectro de dicroismo circular es compleja
pues una sefial de dicroismo circular indica asimetrias moleculares. Por ejemplo, la Chl
monomeérica tiene un débil espectro de dicroismo circular pero interacciones Chi-Chl o Chl-
proteina pueden dar sefiales mucho mds intensas.

Una de las principales aplicaciones de los espectros de dicroismo circular se basa en
su sensibilidad a la estructura secundaria de la proteina y por tanto, una técnica muy apropiada
para la deteccién de cambios conformacionales de las mismas. La actividad dptica de las
muestras se midié en el laboratorio del Dr. J.M. Ramirez (Centro de Investigaciones
Bioldgicas, CSIC, Madrid). Estas medidas se realizaron en dos rangos de la radiacién
electromagnética:

-Dicroismo circular en el rango del visible
-Dicroismo circular en el rango del ultravioleta

El manejo de datos se llevd a cabo con los programas SOFT W (J-700 Series) y
GRAMS.

Dicroismo circular en el visible

Mediante esta técnica se determinaron las interacciones exciténicas entre los
pigmentos dentro de los complejos proteicos. Las medidas se realizaron en un dicrégrafo
JASCQ J-720 con lampara de Xe (Jasco Power Supply 91N) en cubetas de 0,5 cm de paso de
luz. 1os espectros se llevaron a cabo en el rango de 350 a 750 nm a una velocidad de 50
nm/min. Antes de realizar el espectro se midio la linea base con tampdn E [0,03% (p/v) DM,
1,5% (p/v) taurina, 200 mM sacarosa y 20 mM Bis-Tris (pH 6,5)] que fue sustraida del
espectro en presencia de la muestra. La concentracion de las muestras fue de 9,65 ug Chl/ml
(ODé750m=0,8). En la Fig. 15 se muestra el esquema de un dicrégrafo convencional.

Dicroismo circular en el ultravioleta

A partir de esta técnica se pudo determinar la estructura secundaria de la proteina
de cada uno de los complejos. Los espectros se llevaron a cabo en el rango de 200 a 250 nm, a
una velocidad de 50 nm/min y fue necesaria la presencia de N; en el sistema para evitar la
formacién de O;. Las medidas se realizaron en cubetas de 0,1 mm. Antes de realizar el
espectro de absorcion se calculd la linea base con todos los reactivos quimicos excepto la
proteina para posteriormente sustraerla del espectro experimental. Las muestras fueron
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medidas a una concentracién de 9,65 pg Chi/ml (ODgys,,=0,8) y 4,8 pg Chl/ml
(OD¢750m =0,4).

. Espejo Muestra PM

Polanizador

Figura 15: Esquema de un dicrégrafo convencional

5.4. Espectroscopia "surface-enhanced resonance Raman scattering"
(SERRS)

El efecto SERRS se produce cuando complejos iGnicos, moléculas o croméforos
son adsorbidos en una superficie rugosa de Au, Ag o Cu la cual es excitada mediante un lser
que se encuentra en resonancia con una transicién electrénica del material adsorbido,
proporcionando asi un aumento importante de la sefal. Estudios pioneros con moléculas de
piridina en electrodos de plata anodizados (Fleishmann y col., 1974; Albrecht y col., 1977)
consiguieron una mejora de 10° veces en la intensidad sobre una senal de dispersién Raman
normal.

Las principales ventajas del efecto SERRS incluyen una sensibilidad analitica
extrema, selectividad molecular, minimizacién de la fluorescencia y la variacién de la
intensidad de las sefiales con la distancia entre la molécula que origina la sefial y el electrodo
dando lugar a trabajos topolégicos. La concentracién de muestra utilizada se encuentra en el
rango de la utilizada en espectroscopia de fluorescencia o incluso menor, que contrasta con la
alta concentracién de muestra necesaria para observar sefiales Raman. Ademds, los croméforos
pueden ser seleccionados o discriminados segin la longitud de onda de excitacién utilizada y
no existe interferencia por la dispersién Rayleigh (eldstica) ya que la dispersion Raman es
inelastica.

La dispersién Raman se produce a partir del dipolo inducido (p), originado por la
interacci6n del campo electromagnético de la luz (E) con la polarizabilidad molecular (o). La
teoria electromagnética propone un incremento del campo electromagnético debido a la
adsorcion de la biomolécula a una superficie metdlica. Las propiedades espectroscopicas de
una molécula proxima a una superficie pueden ser modificadas de tres formas:

1.-Al polarizarse la superficie, el campo creado produce un aumento del campo
electromagnético,
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2.-El campo electromagnético polariza la molécula adsorbida, ésta produce
vibraciones que crean oscilaciones electronicas en la superficie, produciendo una radiacion que
si se encuentra en resonancia con la frecuencia incidente incrementa el campo electromagnético
y la intensidad de la luz emitida.

3.-La transferencia de energia de las moléculas adsorbidas produce cambios en los
tiempos de vida de los estados excitados.

Esta técnica proporciona una gran informacion sobre interacciones superficiales,
tipos de estructuras quimicas que conducen a una mejora en transferencia electrénica, efectos
de desnaturalizacidn, procesos redox, actividad enzimadtica, excitacion selectiva de cromoforos
y su localizacién y orientacién en la membrana y estados de espin. Todo esto hace que la
técnica SERRS sea una herramienta muy 1itil para el estudio de membranas fotosintéticas y de
complejos proteicos aislados a partir de éstas (Picorel y col., 1991; Seibert y col., 1992).

La fuente de excitacién utilizada, al igual que en espectroscopia Raman
convencional y en resonancia Raman, es un ldser. En la mayorfa de los casos se emplean
liseres continuos de gas tales como Ar’ o Kr', también se pueden utilizar liseres pulsados
para obtener espectros resueltos en el tiempo. La introduccién de los ldseres de colorantes y
muy recientemente los de Titanio-Zafiro han aumentado enormemente las posibilidades de
excitacion. Existen dos geometrias comiinmente utilizadas en el sistema de iluminacion de
muestras. En la primera, el haz del ldser incide directamente sobre la muestra y la luz
dispersada se recoge con un dngulo de 90° con respecto al haz incidente; en la segunda, el haz
del ldser incide en un espejo, éste lo dirige hacia la muestra con un 4ngulo de 90° y asi la luz
dispersada es recogida con un dngulo de 180° con respecto al haz incidente en la muestra (Fig.
16).

La eleccién del espectrofotémetro y detector es fundamental cuando estas técnicas
son aplicadas a moléculas bioldgicas. La irradiacién de la muestra puede provocar una rapida
degradacién de la biomolécula, aunque tal efecto puede ser minimizado mediante un
movimiento de rotacién del electrodo. Actualmente, la posibilidad de deteccién por multicanal
reduce también los problemas de fotodegradacion.

El aparato utilizado en las medidas fue un triple espectrofotdmetro Spex 1877 de
fotodiodos (modelo 1460, Princeton Applied Research). La luz fue recogida con una lente de
cdmara f/1,2 con una geometria de 180°. Las medidas se realizaron a diferentes longitudes de
onda de excitacion proporcionadas por diferentes ldseres, Kr* (Coherent Radiation Inc.,
Model Innova 90K, 406,7 nm y 413 nm), Ar® (Coherent Radiation Inc., Model Innova 200,
488 nm y 514 nm) y ldser de colorantes (Coherent Radiation Inc., Coherent CR-599 Dye
Laser, excitado con el laser de Ar* a 514 nm para trabajar a 700 nm).
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Figura 16: Esquema de la geometria de iluminacién en espectroscopia Raman. A: Huminacién
a 90°; B: Tlluminacidn a 180°. Componentes: M, cubeta de muestra; L, lentes que focalizan el
haz del laser; L,, lentes que focalizan el haz de dispersion Raman; E, pequefio espejo que
dirige el haz del ldser a la muestra.

Existen varios tipos de superficies de plata activas en SERRS:

-Ldminas de plata: pueden prepararse Jiminas al vacio por deposicidn de particulas
de Ag en una superficie de cuarzo. El grado de recubrimiento de la ldmina, temperatura del
sustrato cristalino y el grosor de la ldmina son pardmetros importantes en la actividad SERRS
de dichas superficies.

-Coloides de plata: pueden prepararse por reduccién de una solucién de AgNO; con
un agente reductor como citrato de sodio o tetrahidruro borato (III) de sodio. Aunque se trate
de un procedimiento sencillo, no es muy reproducible y ademds es imprescindible que el
recipiente esté perfectamente limpio, si no la Ag sélida formarfa agregados y precipitarfa.

-Electrodos de Ag: son preparados sellando un cable o ldmina en un tubo de cristal,
para ello se usé una resina inerte (Torr seal, Varian). A continuacidn, la superficie del
electrodo es pulida con una suspensién de alimina en agua, comenzando por el grano més
grueso (Sum) y finalizando por el mds fino (0,05 um). La superficie del electrodo tras el
pulido presenta una apariencia como la de un espejo. Entonces el electrodo es tratado mediante
ciclos de oxidacion-reduccion en una celda electroquimica. Este proceso produce una
superficie rugosa en el electrodo de Ag con particulas de aproximadamente 250 A de didmetro.
Tras el proceso de anodizacién del electrodo, éste fue sumergido en una suspensién del
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matenial sujeto de estudio durante un tiempo conveniente y el exceso de material eliminado
bien por contacto suave de un papel fino con el extremo del electrodo, permitiendo que el
liquido humedezca el papel por capilaridad, o bien, mediante pequefias sacudidas del electrodo
para elimnar el exceso de liquido que se encuentra sobre su superficie. Esta técnica de
anodizacién también se utiliza para los electrodos de ldminas de plata por deposicién.

El tiempo de inmersion y la concentracion de la suspension determinan el grado de
recubrimiento de la superficie. Con el objeto de conseguir una mayor resolucién espectral y
reducir la fotodegradacion de los cromdforos excitados, el electrodo se sumerge en un vaso
Dewar con N, liquido para tomar los espectros. En nuestros experimentos se utilizaron
electrodos de ldminas de plata por deposicion.

5.5. Espectroscopia de fluorescencia resuelta en el tiempo

La capacidad de producir pulsos de luz intensos de corta duracién mediante el uso
de ldseres, ha proporcionado a los investigadores una herramienta muy util en el estudio a
nivel molecular de la dindmica de procesos ultrardpidos, tanto fisicos como quimicos, en
escalas de iempo cada vez menores. Las primeras aplicaciones de estos sistemas de cinética
rdpida fueron en las dreas de fotoquimica y fotofisica, donde fue posible por vez primera
estudiar procesos de relajacion vibracional o electrénica en rangos de tiempo menores que
nanosegundos (ns). El uso de la espectroscopia resuelta en el tiempo se aplicé rdpidamente a
diferentes sistemas biolégicos, contribuyendo de forma espectacular al aumento de nuestro
conocimiento a nivel molecular de un amplio rango de procesos biolégicos. Asi, esta técnica se
ha usado para el estudio de la dindmica interna de proteinas, de dcidos nucleicos, interacciones
proteina-dcidos nucleicos, transferencia de electrones, etc. El uso de la espectroscopia de
tiempo resuelto en fotosintesis es fundamental para comprender los procesos de transferencia
electrénica y de energia. Este hecho es debido a que los rangos de tiempo en los que estos
procesos tienen lugar en los centros de reaccién y en las antenas son de femto (fs), pico (ps) y
nanosegundos (ns). Los experimentos realizados con esta técnica se llevaron a cabo en
colaboracidn con el laboratorio del Prof. A. R. Holzwarth.

Las cinéticas de fluorescencia se llevaron a cabo en un aparato de "single-photon-
counting”, segin el método descrito por Wendler y col. (1987), que permite un tiempo de
resolucion de 3-4 ps (Fig. 16). La muestra se introdujo en un recipiente refrigerado en
oscuridad y recirculando mediante una bomba peristdltica (10 ml/min) a través de una cubeta
de medida termostatizada de dimensiones 1,5x1,5x1,5 mm’ (Fig. 17). Las cinéticas de
fluorescencia se midieron a una tnica longitud de onda de excitacién de 660 nm vy el tiempo de
ventana utilizado fue de 2 ns, proporcionando asi una buena resolucion para los componentes
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de tiempo de vida corto e intermedio. La resolucién espectral fue de 4 nm en emision y se
tomaron medidas cada 5 nm. La intensidad de excitacion fue muy baja (2-10 mW), estimando
que menos de 10* RCs fueron excitados por pulso con una velocidad de repeticién de 800
kHz.

Figura 17: Detalle del sistema laser utilizado para realizar las medidas de fluorescencia
resuelta en el tiempo.

Para Hevar a cabo las medidas, las muestras se resuspendieron en sus respectivos
tampones, el PSII RC en 6 ml de tampén E [0,03% (p/v) DM, 1,5% (p/v) taurina, 200 mM
sacarosa y 20 mM Bis-Tris (pH 6,5)] y el complejo OEC en 10 ml del D {0,03% (p/v) DM y
20 mM Tris/HCI (pH 8,0)] a una densidad optica de 0,8 en 1 cm de paso de luz, a 675.5 y
674 nm, respectivamente. Todos los experimentos se llevaron a cabo en condiciones
anaerdbicas, mediante mezcla con la suspension de muestra de 5 mM de glucosa, 0,1 mg/ml
de glucosa oxidasa y 0,05 mg/ml de catalasa para posteriormente sellar la cubeta. A
continuacion, la cubeta se incubd durante 10 min antes de realizar las medidas para asegurar
un consumo maximo de oxigeno del medio. Las medidas se realizaron a 277K.
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Figura 18: Detalle de la cubeta de medida utilizada en fluorescencia resuelta en el tiempo.

5.6. Espectroscopia de resonancia paramagnética del electrén (EPR)

La técnica de resonancia paramagnética del electron (EPR) es un tipo de
espectroscopia de absorcion en la que una radiacién con frecuencia de microondas induce
transiciones de los espines electrdnicos sin aparear. La separacion de energfas magnéticas es
causada por un campo magnético estitico. Los electrones sin aparear estan presentes en
moléculas complejas, radicales libres, estados electronicos tripletes, etc. En ausencia de un
campo magnético externo, el electrén libre puede existir en uno de los dos estados +1/26 -
1/2, de igual energia y por lo tanto, estd degenerado. Al imponerle un campo magnetico
estatico externo, H,, se elimina la degeneracion y se produce una precesion del electron. Se

establecen dos niveles de energia:

sin campo con campo, H,

________________ M. = +1/2

________________ M, =-1/2
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El estado de menor energia tiene su momento magnético de espin alineado en la
direccion del campo magnético y corresponde al niimero cugdntico M, = -1/2. La diferencia de
energia entre los dos niveles viene dada por:

AEth:gBNHo

donde Py es el magnetén de Bohr y g es un factor espectroscdpico de separacion, su valor es
una funcion del medio circundante al electrén (muy cercano a 2 para un electrén libre). Las
transiciones de un estado a otro pueden inducirse sometiendo al electrén a la accién de una
radiacion electromagnética en el rango energético de las microondas, aproximadamente 10.000
MHz.

Los principales componentes de un espectrémetro EPR (Fig. 19) son una fuente de
radiacién de microondas de frecuencia constante y amplitud variable, un medio para aplicar las
microondas a Ja muestra, un campo magnético homogéneo y estable para obtener la separacion
del campo magnético, un campo superpuesto al campo estable para recorrer en forma continua
la absorcién de resonancia de la muestra, un detector para medir la intensidad del campo de
microondas absorbida y un osciloscopio o un registrador grifico x-y.
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Figura 19: Esquema de un espectréometro EPR

La espectroscopia de EPR monitoriza directamente los electrones desapareados,
siendo muy utilizada, por tanto, en el estudio del transporte electrénico, permitiendo observar
los componentes con electrones paramagnéticos separadamente del resto de componentes
diamagneéticos. Los estados paramagnéticos de la mayoria de las especies en PSII son
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generados mediante iluminacion. Esta técnica es extremadamente discriminatoria aunque se
necesitan concentraciones de muestra relativamente elevadas.

Las medidas de EPR fueron llevadas a cabo en un espectrémetro Varian E-112,
que trabaja en la banda X a 4,5K utilizando un criostato de He de flujo constante (modelo
ESR-900, Oxford Instruments). El centro de reaccién del fotosistema II fue colocado en tubos
de cuarzo de 0,3 x 26 ¢cm a una concentracion de 0,15 mg/ml. Primero se congelé en N,
liquido e inmediatamente fue transferido al criostato de He. Cuando la temperatura fue estable
a 4,5K, las muestras se iluminaron con un proyector de 150 W para imducir las especies

paramagnéticas.

6. Método de desnaturalizacién reversible con detergentes del

centro de reaccién del fotosistema II de plantas

Una vez purificado el centro de reaccién del fotosistema I de remolacha, éste fue
desnaturalizado parcialmente mediante incubacion en el tampdén 50 mM Tris-HCl (pH 7,2)
mas 0,05% (p/v) TX-100. La mezcla se mantuvo a 4°C durante 30 h, momento en que la
banda de menor energia del complejo se habia desplazado de 675,5 a 671,5 nm. Una vez
conseguida la desnaturalizacién del complejo, se llevé a cabo su renaturalizacién fijando el
centro de reaccién a una columna (1,6 x 4 cm) de intercambio anidnico Q-Sepahore Fast
Flow, previamente equilibrada con 50 mM Tris-HCI (pH 7,2). L.a muestra fue lavada con 100
ml del tampdn anterior mds 2 mM DM a un flujo de 2,5 ml/min y una vez intercambiado el
detergente, la muestra fue eluida con 200 mM NaCl y posteriormente dializada contra tampon
50 mM Tris-HCI (pH 7,2).
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1. Fraccionamiento del fotosistema II de la cianobacteria P.

laminosum
1.1. Preparacién de membranas fotosintéticas

Se siguieron dos procesos diferentes para llegar a obtener membranas tilacoidales,
el primero consistié en un tratamiento con lisozima mientras que en el segundo las células
fueron rotas mediante sonicacion.

1.1.1. Tratamiento con lisozima

Las células se incuban con lisozima, enzima que cataliza la ruptura hidrolitica de
los complejos polisacéridos de las paredes celulares, disolviendo asi la pared celular y
formandose estructuras esféricas denominadas esferoplastos. El posterior choque osmotico
provoca la ruptura de los esferoplastos y tras sucesivas centrifugaciones diferenciales, se
seleccionan las membranas tilacoidales.

En la Fig. 20 se puede observar el espectro de absorcién de las membranas
tilacoidales. La preparacion muestra varias pandas en el rango del VIS, una de ellas con el
méximo de absorcién a 671,3 nm es debida a la transicién Q, de Ia Chl 4. La localizacion del
méximo de dicha banda pone de manifiesto la mayor o menor presencia de PSI en las
membranas, ya que cuanto mas desplazado esté hacia el rojo (~680 nm) mayor es el contenido
en dicho complejo. Asi, consideraremos una buena preparacion de membranas enriquecida en
PSII cuando dicha banda tenga un méximo entre 671y 674 nm. También se observan bandas
a 622 nm, debida principalmente a transiciones vibracionales de la Chl y a transiciones
electrénicas de las ficobilinas, a 437,3 nm y 4173 nm, debidas fundamentalmente a las
transiciones Soret de la Chl a (en cianobacterias no existe Chl &). Ademds de estas bandas, se
puede observar una amplia banda a 486,5 nm, producida por los carotenoides asociados a las
mismas proteinas.

El rendimiento en la obtencion de membranas tilacoidales mediante tratamiento
con lisozima es considerable, ya que partiendo de 10 1 de cultivo (unos 20 g de peso fresco de
células) se obtienen unos 40-50 mg de Chl total, calculados usando el coeficiente de extincion

£=82 mM .cm’ para 663 nm y en 80% de acetona.
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Figura 20: Espectro de absorcién electrénica de membranas tilacoidales de P. laminosum
obtenidas mediante tratamiento con lisozima, en tampdn 25% (v/v) glicerol, 10 mM MgCl,, 5
mM H,PO,/ K,HPO, y 10 mM Hepes, pH 7,5.

La segunda derivada del espectro de absorcién de las membranas tilacoidales se
muestra en la Fig. 21. Presenta dos componentes bajo la banda de menor energifa con minimos
a 680 y 670,5 nm, debidos a la Chl a de los complejos de pigmentos-protefnas. También se
observan bandas a 491,6 y 460,6 nm, debidas a dos de las transiciones de los carotenoides y a
438,1 y 413 nm, asociadas fundamentalmente a la Chl.

Il i ft
N ﬂ " ,\ [
o Wn:i SUIEAY \ - ~'\J.\m/\ I} Moo 4
C:S / \{g 5 ’460 S,V;’ 52
= 413 E 491,6 i
s | 50
T 0,051 U
4381 670,5
400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

Figura 21: Segunda derivada del espectro de absorcién de membranas tilacoidales.
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1.1.2. Sonicacion

Las células resuspendidas en tampén que contiene sorbitol, MgCl,, EDTA,
KH,PO/ K,HPO, y Hepes, pH 7,5 con 1 mM PMSF, se rompen mediante sonicacion y tras
sucesivas centrifugaciones diferenciales se seleccionan las membranas tilacoidales o
membranas fotosintéticas. Se utilizé este nuevo método para reducir la actividad proteolitica
activada por la alta temperatura y el tiempo prolongado de incubacidn, necesarios en el
tratamiento con lisozima. Ademds, cabe destacar el uso del PMSF para reducir ain mas la
actividad proteolitica.

En la Fig. 22 se muestra el espectro de absorcion de las membranas tilacoidaies
aisladas segiin este método. Los maximos de absorci6n son bastante similares a los de la Fig.
20, pero la suspension presenta mayor turbidez lo que hace que el espectro tenga bastante mas
dispersién de luz que el obtenido con tratamiento con lisozima. El rendimiento en la obtencion
de membranas fotosintéticas mediante sonicacién de células, es algo menor que el conseguido
por tratamiento con lisozima, pues partiendo de 10 1 de cultivo se obtiene unos 30-40 mg de
Chl total.

Mediante el procedimiento con lisozima se favorece la actividad proteolitica,
produciendo una elevada degradacién de protefnas, como se puede observar mediante SDS-
PAGE de membranas tilacoidales, pero llega a hacerse ain mds relevante en los posteriores
pasos de purificacién. Por este motivo, se decidié romper las células mediante sonicacion,
reduciendo asi la actividad proteolitica que se producia con el método de la lisozima. Por
tanto, las posteriores purificaciones se llevaron a cabo partiendo de membranas tilacoidales
aisladas mediante sonicacidn.
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Figura 22: Espectro de absorcion electrénica de membranas tilacoidales de P. laminosum
obtenidas mediante sonicacién de células, en tampén 25% (v/v) glhicerol, 10 mM MgCl,, §
mM KH,PO,/ K,HPO, y 10 mM Hepes, pH 7,5.

1.2. Propiedades bioquimicas de las membranas fotosintéticas

1.2.1. Identificacién de pigmentos de membranas tilacoidales

Mediante el andlisis de pigmentos por HPLC se identificaron los principales tipos
de pigmentos asociados a las cromoproteinas de las membranas tilacoidales. El método de
HPL.C usado utiliza como fase mévil los siguientes solventes orgdnicos: acetonitrilo, metanol
y acetato de etilo. En la Fig. 23 puede observarse un espectro de absorcién del extracto de
pigmentos de membranas en 80% de acetona, con picos caracteristicos de Chl a 431,6 y 663,6
nm y de f-caroteno a 479,3 nm.
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Figura 23: Espectro de absorcion electrénica de un extracto aceténico de pigmentos de

membranas tilacoidales de P. laminosum.

En la Fig. 24 se muestra un cromatograma de los pigmentos separados por HPLC,

eluidos en el siguiente orden:

1. Luteina
2. Clorofila
3. Feofitina
4. B-caroteno
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Figura 24: Cromatograma de HPLC de un extracto de pigmentos de membranas tilacoidales
de P. laminosum.
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En el anterior cromatograma no aparece ningln pico debido a las ficobilinas pues
se encuentran unidas covalentemente a protefnas, de forma que al extraer los pigmentos en
80% de acetona, éstas permanecen en el sedimento unidas a dichas proteinas. Aparecen dos
pequefios picos antes y depués del pico de elucién de la Chl (2), éstos pueden deberse a una
minima proporcion de Chl modificada o degradada.

Mediante un andlisis detallado del cromatograma, se observaron dos picos de
elucién a tiempos préximos pero diferentes (26,2 y 26,5 min), que corresponderfan al pB-
caroteno (Fig. 25). Utilizando un detector de diode-array, se pudo comprobar que los
espectros de absorcién correspondientes a cada uno de los dos picos de elucién presentaban
diferencias entre si (Fig. 26). El espectro de absorcion del primer pico de elucién (26,2 min)
muestra dos bandas a 454,4 y 482,3 nm y un hombro hacia 430 nm mientras que el espectro
de absorcién del segundo pico (26,5 min) estd claramente desplazado hacia el azul con las dos
bandas principales a 450,8 y 475 nm y un hombro a 430 nm, ademds de otra banda a 3427
nm, caracteristica del f-caroteno en configuracién cis. Esto indica que el primer pico de
elucidn corresponde al isémero afl-trans del B-caroteno, mientras que el segundo corresponde
a un isémero cis del mismo pigmento.
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Figura 25: Detalle del cromatograma de HPLC de un extracto de pigmentos de membranas
tilacoidales en los tiempos correspondientes al B-caroteno.
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Figura 26: A, espectro de absorcidn electrénica del primer pico de elucién del f-caroteno; B,
espectro de absorcidn electronica del segundo pico de elucion del mismo pigmento.

1.2.2. Contenido proteico. SDS-PAGE

La electroforesis en gradiente (13-22,5%, p/v) de gel de poliacrilamida de la Fig.
27 muestra el contenido proteico de la preparacién de membranas tilacoidales. Las principales
proteinas que integran este complejo proteico son tentativamente identificadas (en orden
decreciente de masas moleculares) como el complejo PSI (120 kDa), las proteinas de 47 kDa
(CP47) y 43 kDa (CP43), que forman la antena intrinseca del PSII, D, que forma parte del
centro de reaccion, Ia proteina de 33 kDa que estabiliza el dominio del Mn responsable de la
evolucion de oxigeno, D, que forma parte del RC y las ficobiliproteinas, que forman la antena
extrinseca del PSII. Estos datos se basan en la comparacion de las masas moleculares de los
polipéptidos que componen las membranas tilacoidales con las masas moleculares de proteinas
patron,

El método de cultivo celular y el de aislamiento de membranas fotosintéticas
descritas anteriormente proporcionan un material con una alta relacion de PSII a PSI, tal y
como puede observarse tanto en base a su espectro de absorcién (maximo en la banda del rojo
a 671-672 nm) como en base a la electroforesis.
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- ficobiliproteinas

Figura 27: SDS-PAGE en gradiente (13-22,5%, p/v) de poliacrilamida de membranas
tilacoidales de P. laminosum.

1.2.3. Medida de actividad

Las medidas de evolucion de O, de la preparacidon de membranas tilacoidales se
determiné mediante la técnica polarogréfica del electrodo de oxigeno, utilizando DCBQ como
aceptor de electrones. Los valores obtenidos presentan una elevada actividad, 1.003 pmol 0,.
mg Chl™. 1™, Jo que hace pensar que hemos aislado un buen material de partida.

1.3. Caracteristicas espectroscopicas de las membranas fotosintéticas
Ademds de los espectros UV-VIS de las membranas tilacoidales, que ya han sido

comentados al explicar los procedimientos de obtencién de las mismas, se han realizado otras
medidas espectroscopicas como la fluorescencia a baja temperatura.

1.3.1. Fluorescencia a baja temperatura (77K)

Se realizaron medidas de emision de fluorescencia a baja temperatura excitando a
620 nm, para poder determinar de una forma cualitativa el grado de enriquecimiento de PSII
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frente a PSI. En la Fig. 28 pueden diferenciarse claramente dos picos de emision de

fluorescencia. El pico a 686,7 nm corresponde al PSII mientras que el pico a 719 nm se debe
a la emisioén del PSI.
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Figura 28: Espectro de emision de fluorescencia a 77K de membranas tilacoidales de P.
laminosum. El espectro se realizdé con excitacion a 620 nm.

1.4. Aislamiento del complejo OEC

La purificacién del complejo OEC se llevo a cabo partiendo de membranas
tilacoidales. Como ya se describid en el capitulo de Mateniales y Métodos, se intentaron varios

métodos de purificacion y por lo tanto comentaré los resultados obtenidos en cada uno de los
procedimientos:

a.- El espectro de absorcion a temperatura ambiente de la fraccion enriquecida en
PSII, obtenida mediante solubilizacion de las membranas tilacoidales con LDAO y una
posterior centrifugacion del material solubilizado en gradiente (15-35%, p/v) de sacarosa, se
muestra en la Fig. 29, con un mdximo de absorcién de la banda de menor energia a 676 nm,
debida principalmente a la transicion Q, de la Chl. Este mdximo aparece desplazado hacia el
rojo, indicando la presencia de PSI. El pico a 415 nm estd mejor definido que en membranas,
esta banda es debida a la transicion Soret de la Chl y de otros dos pigmentos asociados al
centro de reaccion del PSI: Pheo y Cyt »-559. La electroforesis de esta fraccién muestra
cierta contaminacion de PSI (banda correspondiente a 65 y 120 kDa). La capacidad de
evolucién de oxigeno es bastante pequena, 220 pmol O,. mg Chr'.n'.
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Figura 29: Espectro de absorcién electrénica del complejo OEC obtenido mediante una
solubilizaci6n inicial de Jas membranas tilacoidales con LDAO y una posterior centrifugacion
en gradiente (15-35%, p/v) de sacarosa.

b.- El siguiente método utilizado consistié en una seric de centrifugaciones
diferenciales del material obtenido tras la solubilizacién de las membranas tilacoidales con
LDAO (apartado 2.2.b. de Materiales y Métodos). Las fracciones obtenidas en cada uno de
los pasos fueron seguidas mediante espectroscopia de absorcién y fluorescencia, asi como
electroforesis y medidas de evolucién de oxigeno.

En la Fig. 30 se muestran los espectros de absorcion a temperatura ambiente de
cada una de las fracciones purificadas, en donde puede observarse que a medida que se
consigue una mayor purificacidn, la banda en el rojo va haciéndose mds estrecha y la banda de
carotenos, a 485 nm aproximadamente, va siendo cada vez menor y su definicién mejora con
la purificacién. En la fraccion enriquecida en PSII (Fig. 30H) no se aprecia la pequefia banda
a 543 nm, pero si se puede observar una mejor definicién de la banda a 415. Estas dos bandas
revelan la presencia de Pheo, un componente caracteristico del centro de reaccién del PSIL.
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Figura 30: Espectros de absorcidn electrénica de cada una de las fracciones obtenidas en
el proceso de purificacion del complejo OEC (Materiales y Métodos 2.2.b). A, Pa; B, Sa:
C, Sa’; D, Pa’; E, Sb; F, Pb; G, Sc; H, Pec.
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La segunda derivada de dicha fraccién (Fig. 31) muestra la existencia de un
componente mayoritario en la banda de menor enegia a 671 nm, debido fundamentalmente
a las clorinas asociadas a las antenas intrinsecas.
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Figura 31: Segunda derivada del espectro de absorcién de la Fig. 30H.

Los espectros de emision de fluorescencia medidos a 77K de cada una de estas
fracciones se muestran en la Fig. 32. Mediante esta técnica puede detectarse el grado de
contaminacion de PSI en cada uno de los pasos de purificacién; mientras el PSII emite
fluorescencia a 681-685 nm, el PSI lo hace aproximadamente a 725 nm. Esta fue una de
las piezas claves para eliminar la segunda incubacién con el detergente LDAO, pues con
ella se solubiliza parte de PSI como puede apreciarse en las Fig. 32A y 32B. La
fluorescencia de la fraccién mds enriquecida en PSII se muestra en la Fig. 32D con un
maximo de emisién a 685 nm y un hombro hacia 695 nm debido a la antena intrinseca
CP47.
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Figura 32: Espectros de emision de fluorescencia de cada una de las fracciones obtenidas

en el proceso de purificacion del complejo OEC (Materiales y Métodos 2.2.b). Los

espectros se realizaron con excitacién a 620 nm. A: lfnea continua (Sa), linea discontinua

(Pa); B: (Sa); C: linea continua (Sb), linea discontinua (Pb); D: linea continua (Sc), linea

discontinua (Pc).

Se midieron valores de actividad de desprendimiento de oxigeno de cada una

de las fracciones purificadas:

Fraccion

Actividad (umol O,. mg Chi”". h'™)

Sa
Pa
Sb
Pb
Sc
Pc

113,36
364,68
215,91
343,26
272,78
233,26
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La electroforesis de cada una de las fracciones también ayudé en la
determinacion del grado de pureza de cada una de ellas. En la Fig. 33 se observa que el
complejo de PSI aparece en su forma dimérica con una banda a unos 120 kDa y en su
forma monomérica con una banda a 65-70 kDa, ademds de apreciarse bandas
caracteristicas del PSII correspondientes a 47 kDa (CP47), 43 kDa (CP43), ~34 kDa (D,),
33 kDa, ~31 kDa (D;) y 25-20 kDa (ficobiliproteinas). Estos datos se basan en la
comparacion de los polipétidos del complejo con protefnas patrdn.

Pa Sa Pb Sb Pc

o4 - SR

43 -

14 -

Figura 33: SDS-PAGE en gradiente (13-22,5%, p/v) de poliacrilamida de las diferentes
fracciones obtenidas en el proceso de purificacion del complejo OEC (Materiales y
Métodos 2.2.b) de P. laminosum.

¢.- Con los procedimientos anteriores no se llegé a obtener una fraccién
suficientemente enriquecida en PSII por lo que nos vimos en la necesidad de poner a
punto un nuevo método de aislamiento del complejo OEC. En este nuevo método, tras la
solubilizacién de las membranas fotosintéticas con el detergente LDAO, la suspensién se
cargod en un gradiente (5-17,5%, p/v) de sacarosa y se centrifugé durante 24 h (descrito en
el apartado 3.2.c. de Materiales y Métodos). Tras la centrifugacidn se observaron varias
bandas claramente diferenciadas (Fig. 34), que una vez extraidas fueron analizadas
cuidadosamente mediante espectroscopia de absorcion y electroforesis.
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Figura 34: Perfil de las bandas pigmentadas tras la centrifugacion en gradiente (5-17,5%,
p/v) de sacarosa de membranas tilacoidales de P. laminosum solubilizadas previamente
con LDAO.

En las Fig. 35 y 36 se observan los espectros de absorcion y las electroforesis,
respectivamente, de cada una de las fracciones separadas tras la centrifugacion en
gradiente de sacarosa. La fraccién B, la mds enriquecida en PSII, se selecciona para
continuar el proceso de purificacién del complejo OEC. Esta fraccién es cargada en una
columna de gel-TSK Toyopearl DEAE 650s. Parte de este material no se une a la columna
y el espectro de absorcion del material eluido corresponderfa a antena desnaturalizada
(Fig. 37).
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Figura 35: Espectros de absorcion electrénica de cada una de las fracciones seleccionadas
del gradiente (5-17,5%, p/v) de sacarosa de P. laminosum (Materiales y Métodos 2.2.c.).
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Figura 36: SDS-PAGE de cada una de las fracciones seleccionadas del gradiente (5-
17,5%, p/v) de sacarosa (Materiales y Métodos 2.2.c.).
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Figura 37: Espectro de absorcion electronico del material no unido a la columna
cromatogréfica en gel-TSK Toyopearl DEAE 650s.
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El material unido a la columna se lava con el tampén compuesto por 0,03%
(p/v) DM, 100 mM NaCl y 20 mM Tris/HCI (pH 8,0), con el que eluyen ficobilisomas
con el mdximo de absorcién en el rojo hacia 600 nm y material enriquecido en
carotenoides. En las Fig. 38 y 39 se muestran los espectros de absorcién y la
electroforesis, respectivamente, de cada una de estas fracciones.
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Figura 38: Espectros de absorcién electrénica del material eluido durante el lavado
cromatogréfico. A, ficobilisomas; B, material con alto contenido en carotenoides.
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Figura 39: SDS-PAGE del material eluido durante el lavado cromatogréfico. A, material
que no se une a la columna; B, ficobilisomas; C, material con un alto contenido en
carotenos.

Tras el lavado, el material es eluido con 300 mM NaCl y es aqui donde se
obtiene la fraccién del complejo OEC purificado. En la Fig. 40 se muestra el perfil de
elucién de dicho complejo.
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Figura 40: Perfil de elucién del complejo OEC en cromatograffa en gel-TSK Toyopearl
DEAE 650s.
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En la Fig. 41 se puede observar el espectro de absorcién a temperatura
ambiente del complejo OEC obtenido, con mdximos a 675, 626, 545, 491, 435,2 y 415
nm. Los mdximos a 675 y 435,2 nm se deben a transiciones electrénicas de la Chl
asociada a las proteinas antena CP47 y CP43 y al centro de reaccién del fotosistema II,
mientras que la banda a 626 nm es producida por transiciones vibracionales de la banda de
menor energia de dicha Chl. La presencia en el espectro de absorcién de una pequefia
banda a 545 nm y una clara definicién de la banda a 415 nm indicaria la presencia de
Pheo, pigmento caracteristico del fotosistema II, mientras que la banda a 491
corresponderia a los carotenos.
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Figura 41: Espectro de absorcidn electrénica del complejo OEC de P. laminosum en
tampon 0,03% (p/v) DM y 20 mM Tris/HCI (pH 8,0).

La segunda derivada del espectro anterior (Fig. 42) muestra la existencia de
dos componentes mayoritarios a 679,5 y 672 nm, lo que indica la presencia de varios
grupos de clorinas bajo la banda principal de menor energia. También se observan
minimos a 540,5 nm, correspondiente a la banda de Pheo, a 494 y 465,5 nm, producidos
por dos de las transiciones de los carotencides en esta region espectral, a 438 nm,
producido por Chl y a 413,5 nm, correspondiente a Chl y Pheo.
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Figura 42: Segunda derivada del espectro de absorcién del complejo OEC.

1.5. Propiedades bioquimicas del complejo OEC

1.5.1. Identificacion de pigmentos

El andlisis por HPLC de los pigmentos del complejo reveld la existencia
mayoritaria de Chl (1), Pheo (2) y B-caroteno (3) (Fig. 43). Al igual que en membranas
tilacoidales, se observé la aparicion de dos picos de dreas diferentes en el tiempo de
elucidn del B-caroteno (Fig. 44). Utilizando un detector diode-array pudo comprobarse
que ambos picos corresponden a dos isémeros del B-caroteno. El primer pico, de mayor
drea, corresponde al isdmero all-trans mientras que el segundo pico, de menor drea, se
debe a un isémero cis. También aparecen dos pequefios picos antes y depués del pico de
elucién de la Chl (1), éstos pueden ser debidos a Chl modificada o degradada. Hay que
resaltar la ausencia del pico correspondiente a la luteina, como cabria esperar en un
complejo OEC de alta pureza.
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Figura 43: Cromatograma de HPLC de un extracto de pigmentos del complejo OEC de
P. laminosum.
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Figura 44: Detalle del cromatograma de HPLC de un extracto de pigmentos del complejo
OEC en los tiempos de elucion del B-caroteno.
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1.5.2, Cuantificacién de pigmentos

La cuantificacion de pigmentos del complejo OEC se determiné mediante el
cdlculo de pigmentos totales considerando 1 Cyt 5-559 por centro de reaccién, segin el
método descrito en el apartado 5.2. de Materiales y Métodos. La relacién obtenida de
pigmentos totales a Cyt »-559 fue de 37,4, por lo que se considera un total de 37-38 clorinas
(Chl+Pheo) por 1 Cyt b-559. En las Fig. 45 y 46 se muestran el espectro del extracto en
acetona y el espectro reducido menos oxidado del complejo OEC, respectivamente.
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Figura 45: Espectro de absorcion electrénica de un extracto aceténico de pigmentos del

complejo OEC.
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Figura 46: Espectro diferencial ditionito (reducido) menos ferricianuro (oxadado) del complejo

OEC.

1.5.3. Contenido proteico. SDS-PAGE

La electroforesis de la preparacion del complejo OEC se puede observar en la Fig.
47A. El electroforetograma presenta cinco bandas mayoritarias de proteina, identificadas (por
orden de masa molecular decreciente) como 47 kDa (CP47), 43 kDa (CP43), 34 kDa (Dy) y
31 kDa (Dy). En la Fig. 47B se muestra el electroforetograma de una preparacion del
complejo OEC en la que no se ha utilizado PMSF como inhibidor de proteasas en el Proceso
de purificacion. Asi, se observa con gran claridad 1a aparicién de fragmentos de D, yde D, en
la zona de masas moleculares menores a 20 kDa; de hecho las dos bandas de 34,6 y 32 kDa
han perdido précticamente su intensidad, indicativo de una marcada degradacién proteolitica.



Resultados 105

94-

43-

31
23-

4o onn

o w-Cyt =559

Figura 47: SDS-PAGE en gradiente (13-22,5%, p/v) de poliacrilamida del complejo OEC de
P. laminosum. A, con PMSF en las soluciones de purificacién; B, sin PMSF en las
disoluciones de purificacion.

1.5.4. Medida de actividad

La actividad de evolucién de O, del complejo OEC se midio con un electrodo de
O,, para lo cual el paso anterior a la purificacién del complejo, en el que se elimina la proteina
extrinseca de 33 kDa, no se llevd a cabo. La actividad se midié utilizando DCBQ como
aceptor de electrones, obteniéndose valores de 1.946 wmol O,. mg Chl'. h" que corresponden
a un complejo OEC considerablemente activo.

1.6. Caracteristicas espectroscopicas del complejo OEC
Ademds de los espectros UV-VIS del complejo OEC, que ya han sido comentados

al explicar los procedimientos de purificacion de dichas particulas, se han realizado otras
medidas espectroscopicas.
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1.6.1. Absorcién a baja temperatura

El espectro a 10K del complejo OEC se presenta en la Fig. 48, en donde se
observan dos bandas principales con mdximos a 671 y 677 nm en la transicién Q, de las

porfirinas, aunque parecen intuirse otras bandas minoritarias. La segunda derivada del espectro

(Fig. 49) revel6 la existencia de al menos dos componentes mayoritarios bajo la banda de
menor energia de este complejo, con mAximos a 669 y 678 nm.
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Figura 48: Espectro de absorcién electrénica a baja temperatura del complejo OEC de P.
laminosum. El espectro se obtuvo tras diluir 1a muestra 3 veces (v/v) con glicerol.
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Figura 49: Segunda derivada del espectro de absorcion a baja temperatura del complejo OEC.

1.6.2. Fluorescencia a baja temperatura

En la Fig. 50 se observa el espectro de emision de fluorescencia a 77K del
complejo de OEC excitado a 620 nm. Este espectro muestra una banda principal con méximo
a 683,8 nm y otras dos bandas de menor intensidad a 719,1 y 744 nm. La banda a 685,8 nm
presenta un ensanchamiento caracteristico, debida fundamentalmente a la presencia de otra
pequefia banda a 695 nm, originada por la emisién de la antena CP47. La banda a 719,1 nm
podria deberse a una pequeiia porcion de PS1 contaminante, mientras que la banda a 744 nm
ha sido atribuida a sub-bandas vibracionales de la banda principal de emisién (van Dorssen y
col., 1987).

La ausencia de una banda u hombro hacia 672 nm indicaria que no existen clorinas
desconectadas, provocadas por la degradacion del compiejo.
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Figura 50: Espectro de emision a 77K del complejo OEC. El complejo cromoproteico se
resuspendié en 0,03% (p/v) DM y 20 mM Tris/HC] (pH 8,0) y se diluyé 3 veces (v/v) con
ghicerol.
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Figura 51: Espectro de excitacién de fluorescencia a 77K, detectado a 740 nm, del compiejo
OEC. El complejo cromoproteico se resuspendié en 0,03% (p/v) DM y 20 mM Tris/HCI (pH
8,0) y se diluyé 3 veces (v/v) con glicerol.
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El espectro de excitacién de fluorescencia del complejo OEC detectado a 740 nm
se muestra en la Fig. 51, en donde se observa una banda principal a 674 nm y otras bandas
adicionales que demuestran que dicho espectro es muy similar al espectro de absorcion del
complejo OEC. En base a esta similitud se puede concluir, por tanto, que la organizacion del
complejo no ha sufrido distorsiones importantes durante el proceso de purificacién.

1.6.3. Dicroismo circular

El espectro de dicroismo circular del complejo OEC en el rango del VIS realizado
a temperatura ambiente se muestra en la Fig. 52. Se observa la existencia de un doblete no
conservativo en Ja banda Q, con miximo a 669 nm y minimo a 683 nm; lo que indicaria la
existencia de interacciones excitonicas entre algunos de los grupos de Chl presentes en este
complejo. Otras contribuciones importantes al espectro aparecen a 432,6 nm, debidaa Chl y a
448,1 y 488,7 nm, debidas al -caroteno.
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Figura 52: Espectro de dicroismo circular, en el rango del VIS, del complejo OEC (9,65 ug
Chl/ml) a 4°C en tampén 0,03% (p/v) DM y 20 mM Tris/HCI (pH 8,0).

El espectro de dicroismo circular realizado en el rango del UV, de 200 a 250 nm,
se muestra en la Fig. 53. Con él puede determinarse tentativamente la estructura secundaria de
la proteina, que en este caso contiene una alta proporcion de a-hélice, ya que el espectro
muestra claramente dos picos negativos a 208 y 222 nm, caracteristicos de la estructura en o-
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hélice (Greenfield y Fasmin, 1969). La relacién entre estos dos picos negativos no es la misma
que la de la estructura en o-hélice pura, lo que hace pensar que existen contribuciones de otras
estructuras proteicas como ldminas-B y enrollamientos al azar.
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Figura 53: Espectro de dicroismo circular, en el rango del UV, del complejo OEC (9,65 g
Chl/ml) a 4°C en tampon 0,03% (p/v) DM y 20 mM Tris/HCI (pH 8,0).

1.6.4. "Surface-enhanced resonance Raman scattering" (SERRS)

Los espectros SERRS de un determinado complejo proteico se llevan a cabo
excitando mediante un ldser, a una longitud de onda que se encuentra en resonancia con una
de las transiciones electrénicas de los pigmentos del complejo proteico. En este trabajo se
- realizaron diferentes espectros SERRS, en cada uno de ellos se utilizé una longitud de onda de
excitacion diferente, seleccionando asi determinados croméforos con respecto a otros que
quedan discriminados a esa longitud de onda.

La excitacion del complejo OEC a 406,7 nm intensifica las vibraciones de todos los

pigmentos que existen en dicho complejo, ya que las bandas Soret de la Chl ¢, Pheo a y Cyt
b-559 se encuentran en esta region del espectro de absorcién. Ademds, Ia molécula de P-
caroteno también contribuye significativamente al espectro SERRS a esta longitud de onda de
excitacion. Al analizar cuidadosamente este espectro (Fig. 54), se observa que en la regién de
vibracion del grupo carbonilo (Cy=0) del anillo V de la porfirina, aparece una banda a 1690
cm™ con un pequefio hombro hacia frecuencias menores. Esta banda a 1690 cm indica que
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dicho grupo estd libre ya que es una banda caracteristica del grupo Cy=0 de Chl en solucién,
mientras que el pequefio hombro hacia 1680-1670 cm™ indica la interaccion entre el carbonilo
y un residuo proteico u otro grupo porfirinico. La relacion de intensidades entre ambas bandas
hace pensar que en el complejo OEC existe un mayor niimero de Chis con el grupo Cy=0
libre que de Chls interaccionando con otros grupos del complejo.
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Figura 54: Espectro SERRS del complejo OEC excitado a 406,7 nm con laser de Kr™ .

Las bandas a 1611 y 1553 cm™ son caracteristicas de la Chl pentacoordinada, tal y
como sucede con la Behl en el RC bacteriano. Si estas bandas presentaran un desplazamiento
de 6 a 12 cm™ hacia la regién de menor energia, el Mg2+ de la Chl se consideraria
hexacoordinado. Las bandas a 1528, 1158 y 1003 cm™ corresponden a modos vibracionales

Vi, V3 y V3, respectivamente, del B-caroteno. La presencia de un pequefio hombro a 1584 cm”
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indica la existencia de una baja concentracién de Pheo en el complejo OEC. Esta conclusién
estd de acuerdo con los datos estequiométricos de pigmentos, en los que la relacién Chl/2Pheo
es de aproximadamente 35-36.

La excitacién del complejo OEC a 413 nm intensifica, al igual que a 406,7 nm, las
vibraciones de Chl a, Pheo g, Cyt b-559 y B-caroteno (Fig. 55). Se trata de un espectro
bastante similar al obtenido por excitacién a 406,7 nm, de forma que este espectro no nos
aporta mucha mds informacién. Puede observarse, sin embargo, que la mayoria de los modos
de vibracidn son intensificados con respecto a los modos del espectro de excitacion a 406,7 nm
y la relacién de intensidad entre modos varia en cierta medida.
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Figura 55: Espectro SERRS del complejo OEC excitado a 413 nm con ldser de Kr™
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La excitacién a 488 nm intensifica la vibracion del B-caroteno. En este espectro

(Fig. 56) aparecen tres bandas principales a 1529, 1161 y 1005 cm’” correspondientes a los
tres modos de vibracién principales del B-caroteno, Vv, V, y Vs, respectivamente. Las

frecuencias de estas tres bandas son caracteristicas de una configuracién en all-trans del B-

caroteno, ya que en un isémero en cis el modo v, estaria a frecuencias superiores y las bandas

a 1216 y 964 cm’™ serfan mds intensas.
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Figura 56: Espectro SERRS del complejo OEC excitado a 488 nm con l4ser de Ar™

La excitacion a 314 nm intensifica también la vibracién del B-caroteno. El espectro
(Fig. 57) es similar al obtenido por excitacién a 488 nm, aunque existen algunas diferencias en
cuanto a la relacién de intensidad entre las bandas, como 1a banda a 1160 cm’ que se muestra
mucho mds intensa en relacion al resto de las bandas que en el espectro excitado a 488 nm.
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Figura 57: Espectro SERRS del complejo OEC excitado a 514 nm con laser de Ar’.

La excitacion a 700 nm proporciona informacion directa sobre los modos
vibracionales acoplados a la transicién Qy, la cual juega un papel especifico en la transferencia
de energia y en la separacidn de cargas. Se llevaron a cabo dos barridos excitando a 700 nm,
uno en la zona de frecuencias medias (1267-649 cm™) y otro en la zona de altas frecuencias
(1706-1127 cm’™), tanto para el complejo OEC (Fig. 58 y 59) como para Chl y Pheo en
solucion (Fig. 60 y 61). Las principales bandas del complejo OEC corresponden a bandas de
modos de vibracion de 1a Chl (1439, 1330, 1289, 1188, 919, 755 y 744 cm"l), aunque las
correspondientes a la Pheo (1582, 1345, 1165, 1127, 1092, 895 y 877 cm™) estdn ausentes.
Estos datos estdn de acuerdo con la composicion de pigmentos del complejo OEC, pues como
ya se ha comentado la relacién Chl/2Pheo es del orden de 35-36, por lo que es comprensible
que el espectro SERRS del complejo OEC excitado a 700 nm sea muy similar al espectro de
Chl en solucién,
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Figura 58: Espectro SERRS a altas frecuencias del complejo OEC excitado a 700 nm.
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Figura §9: Espectro SERRS en el rango de frecuencias medias del complejo OEC excitado a
700 nm,

La existencia de pequefios desplazamientos entre las bandas del complejo y las de
la referencia (Chl en soluci6n), indican la presencia de interacciones Chl-Chl o Chl-protefna en
el complejo OEC, inexistentes en el caso de la Chl en solucidn,
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Figura 60: Espectro SERRS a medias frecuencias (A) y a altas frecuencias (B) de Chl en
solucion excitado a 700 nm.
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Figura 61: Espectro SERRS a medias frecuencias (A) y a altas frecuencias (B) de Pheo en
solucién excitado a 700 nm.
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1.6.5. Fluorescencia resuelta en el tiempo

La espectroscopia de fluorescencia resuelta en el tiempo del complejo OEC se
determind en la escala de ps. El andlisis de la cinética se realizé individualmente para cada
conjunto de datos, encontrando el mejor ajuste de €stos con tres exponenciales. La validez de
los ajustes se evalud mediante los valores de %%, un valor de 1,157 fue considerado como buen
ajuste para tres exponenciales con tiempos de vida de 3.628, 534 y 248 ps. Los espectros
asoctados a cada una de las componentes del decaimiento de fluorescencia pueden observarse
en la Fig, 62.

Los dos tiempos de vida mds cortos corresponden a transferencia de energia en el
PSII intacto, mientras que el componente de mayor tiempo de vida corresponde a alguna
distorsion producida en Ja superficie de la antena.
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Figura 62: Espectros asociados a cada una de las componentes del decaimniento de
fluorescencia (DAS) del complejo OEC. La fluorescencia de emision resuelta en el tempo se

lievd a cabo excitando a 660 nm a 4°C.
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1.7. Purificacién del complejo proteico PSII RC

La purificacion del centro de reaccion del PSII (complejo D,/Dy/Cyt 5-559) se
llevé a cabo a partir del complejo OEC. En un principio se partié del material obtenido tras
sucesivas centrifugaciones diferenciales de membranas tilacoidales solubilizadas con LDAO,
pero como ya se ha descrito anteriormente, los resultados no fueron los esperados ya que el
complejo de RC se obtuvo totalmente desnaturalizado. En la Fig. 63 se muestra el espectro de
absorcién a temperatura ambiente de una de estas preparaciones de RC, observiandose un
desplazamiento de la banda de menor energia hacia el azul con un maximo a 669 nm. En las
tiltimas fracciones eluidas en esta cromatografia se obtuvo material enriquecido en B-caroteno,
su espectro de absorcién se muestra en la Fig. 64.
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Figura 63: Espectro de absorcion electrénica del complejo RC desnaturalizado obtenido segtin
el apartado 2.3.a. de Materiales y Métodos.

Segin estos datos y tras mejorar el método de purificacion del complejo OEC
mediante un gradiente de sacarosa y una posterior cromatografia de intercambio i6nico, se
intentaron diferentes solubilizaciones del nuevo material. Las solubilizaciones en solucién no
nos llevaron a mejores resultados, pues el tratamiento con detergente (TX-100 y/o DM)
parecia muy destructivo y tras €1, la mayoria de ]a Chl se encontraba como Chl libre desligada
de la proteina (Fig. 65).
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Figura 64: Espectro de absorcién electrénica de las fracciones enriquecidas en P-caroteno,
segun el apartado 2.3.a. de Materiales y Métodos.
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Figura 65: Espectro de absorcion electrénica de las fracciones de Chl libre desligada de la
proteina, segun el apartado 2.3.a. de Materiales y Métodos.
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En algunas fracciones de la cromatografia se obtuvieron complejos proteicos con
un espectro de absorcion muy similar al espectro de la antena intrinseca CP47 (van Dorssen y
col., 1987; Alfonso y col., 1994), pero tampoco se encontraron en su estado nativo sinoc con
un alto grado de desnaturalizacion (Fig. 66). En otras fracciones de la cromatografia se
obtuvieron complejos enriquecidos en PSI, con un mdximo en la banda del rojo a 677 nm
(Rogner y col., 1990, Fig. 67), por lo que se decidié probar la solubilizacién del complejo
OEC en columna.
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Figura 66: Espectro de absorcién electrénica de las fracciones enriquecidas en CP47, seglin €l
apartado 2.3.a. de Materiales y Métodos.

Tras sucesivos cambios en las condiciones de solubilizacidn, se llegé a poner a
punto un método que consiste en cuatro solubilizaciones consecutivas del complejo OEC
inmovilizado en columna con el detergente TX-100, proporcionando un complejo de centro de
reaccion nativo y con una elevada pureza. Tras cada una de las incubaciones de la muestra
inmovilizada en la columna cromatogréfica, eluye complejo de antena desnaturalizada, cuyo
espectro se muestra en la Fig. 68. Como consecuencia, el material que permanece unido a la
columna se va purificando a medida que se suceden las incubaciones.
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Figura 67: Espectro de absorcion electrénico de las fracciones enriquecidas en PSI, segin el
apartado 2.3.a. de Materiales y Métodos.
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Figura 68: Espectro de absorcion electrénica del complejo de antena desnaturalizada, segiin el
apartado 2.3.b. de Materiales y Métodos.
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Después de cuatro solubilizaciones y tras intercambiar el detergente TX-100 por
DM, el complejo de RC se eluye con un gradiente lineal 60-100 mM de MgSO,. El
cromatograma de dicha elucién se representa en la Fig. 69, con un mdximo, que corresponde
a las fracciones seleccionadas, con una concentracién de 75-90 mM de MgSO, .
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Figura 69: Cromatograma de la purificacion del complejo PSII RC de P. laminosum.

El espectro de absorcidn del complejo PSII RC se muestra en la Fig. 70 en donde
se observan las bandas caracteristicas a 676, 623, 539,5, 485, 430,5 y 415,5 nm. El médximo a
676 nm se debe a las transiciones electrénicas Q, de la Chl y Pheo del centro de reaccion del
PSII'y la banda a 623 nm es producida por transiciones vibracionales de la Chl y Pheo. El
méximo a 539,5 nm indica la presencia caracteristica de Pheo y la pronunciada banda a 415,5
es debida a las transiciones Soret de la Chl, Pheo y Cyt »-559. Comparando el hombro a 435
nm, asociado a la Chl, respecto a la banda a 415,5 nm en PSII RC y en el complejo OEC,
claramente se aprecia un enriquecimiento de Pheo respecto a la Chl en PSII RC. La intensidad
relativa de este hombro es una buena indicacién de la pureza de la preparacién. El maximo a
485 nm es originado por el B-caroteno.

La relacidn de absorbancias entre la banda a 415,5 nm y la transicion Q, de las
porfirinas es similar a la obtenida en plantas superiores (Ay¢/Ags = 1,3-1,4).
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Figura 70: Espectro de absorcién electronica del complejo PSII RC de P. laminosum en
tampén 0,03 % (p/v) DM, 1,5% (p/v) taurina, 200 mM sacarosa y 20 mM Bis-Tris (pH 6,5).
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Figura 71: Segunda derivada del espectro de absorcion del complejo PSII RC.

La segunda derivada de la preparacion del PSII RC de P. laminosum (Fig. 71)
presenta al menos dos componentes mayoritarios bajo la banda de menor energfa,
correspondientes al pico negativo agudo a 678 nm y al hombro negativo a 672 nm.
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1.8. Propiedades bioquimicas del complejo proteico PSHI RC

1.8.1. Identificacion de pigmentos

Mediante el andlisis del complejo PSII RC por HPLC se pudo determinar la
existencia de tres pigmentos, Chl (1), Pheo (2) y B-caroteno (3) (Fig. 72). Los tiempos de
retencion de cada componente se mantienen para cada uno de los distintos tipos de complejos
proteicos cuyos pigmentos han sido identificados con este método cromatogréfico.

De igual forma a lo sucedido en membranas tilacoidales y en el complejo OEC, el
B-caroteno aparece como dos picos solapados pero diferenciados (Fig. 73). Mediante el uso de
un detector de diode-array fue posible caracterizar espectrofotométricamente cada uno de los
dos picos. Asi, pudo definirse el primer pico en eluir como el isémero all-trans, caracterizado
por dos maximos a 454,4 y 482,3 nm, mientras que el segundo corresponde a un isémero cis
con maximos a 342,7, 450,8 y 475 nm. Este isémero podria tratarse del 15-cis-B-caroteno,
pero se tendrd que confirmar por RMN. Los espectros de absorcién de cada uno de los
isdmeros son exactamente iguales a los obtenidos a partir del complejo OEC (Fig. 44).
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Figura 72: Cromatograma de HPLC de un extracto de pigmentos del complejo PSIT RC de P.
laminosum.
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Figura 73: Detalle del cromatograma de HPLC de un extracto de pigmentos del complejo
PSII RC en los tiempos de retencién correspondientes al B-caroteno.

1.8.2. Cuantificacién de pigmentos

En los dltimos afios, la estequiometria de los componentes del RC de plantas
superiores ha sido un tema de gran controversia, por lo que en este trabajo se llevé a cabo la
cuantificacién de pigmentos de este nuevo complejo de RC de cianobacterias sin
fundamentamnos en datos anteriores de plantas superiores. Esta cuantificacién se realizé
mediante el uso de dos técnicas bien diferenciadas,

1. Método espectrofotométrico

La concentracién de Chl mds Pheo fue calculada a partir del extracto acet6nico tras
su feofitinizacién con 1,5 mM de HCI (Fig. 74B), donde la Chl fue convertida completamente
a Pheo, usando el coeficiente de extincién de 49,3 mM '.cm™ a 666 nm. La concentracion de
Chl se calculé como la diferencia entre este valor y el calculado para la Pheo a partir del
espectro del extracto acetdnico (Fig. 74A), usando 6,504 mM’.cm” como coeficiente de
extincion a 535 nm. Se obtuvo una relacion de 6 Chl/2 Pheo.

Por otra parte, a partir del espectro diferencial ditionito (reducido) menos
ferricianuro (oxidado) (Fig. 75} y usando el coeficiente €595 ., = 21 mM ™ .cm™, se calculd
la concentracion de Cyt 5-559 en esta preparacion. Considerando la existencia de 1 Cyt 5-559
por centro de reaccion y a partir del dato obtenido de concentracién de pigmentos totales
puede deducirse fdcilmente una relacién de pigmentos de 6,3 Chi/ 2 Pheo/ 1 Cyt 5-559, que
es muy parecida a la obtenida con el otro método.
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Figura 74: Espectros de absorcion electrénica de un extracto aceténico de pigmentos del
complejo PSII RC sin feofitinizar (A) y tras su feofitinizacién (B).
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Figura 75: Espectro diferencial ditionito (reducido) menos ferricianuro (oxidado) del
complejo PSII RC.
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ii. Método de HPLC

En el apartado 5.2.4. de Materiales y Métodos se describe el método de HPLC
utilizado para la cuantificacién de pigmentos del RC, resultando una relacion de 6,5 Chl/2
Pheo.

Los datos obtenidos siguiendo tres métodos diferentes estdn claramente en la misma
linea, por lo que cualquiera de ellos puede considerarse igualmente valido.

1.8.3. Contenido proteico. SDS-PAGE

La electroforesis en gradiente de gel de poliacrilamida de la Fig. 76 muestra el
contenido proteico del complejo de RC del PSII. El electroforetograma muestra cuatro bandas
de proteina identificadas (por orden de masa molecular decreciente) como heterodimero
D,/D,, D,, D; y la banda o del Cyt b-559. Este complejo muestra una composicidn
polipeptidica similar al aislado a partir de plantas superiores (Nanba y Satoh, 1987; Barber y
col., 1987; Braun y col., 1990; Montoya y col., 1991).

Para poder ver claramente el efecto del inhibidor de proteasas, PMSF, se purificé
un RC sin utilizar dicho inhibidor en ninguna etapa del proceso, la electroforesis de este
complejo mostré una serie de bandas adicionales ademds de las caracteristicas de un RC (Fig.
77A). Para determinar el origen de estas bandas adicionales se utilizé la técnica de "Western
Blotting" con un anticuerpo desarrollado contra el dominio C-terminal de D,. De esta forma se
observé que las bandas a ~40 kDa y a ~20 kDa no son debidas a contaminaciones sino a
agregaciones y degradaciones del polipéptido D, (Fig. 77B).
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Figura 76: SDS-PAGE en gradiente (13-22,5%, p/v) de poliacrilamida del complejo PSII
RC de P. laminosum



130 Resultados

60~ -D1/D2

13-

~D2
~PDi

Figura 77: SDS-PAGE en gradiente (13-22,5%, p/v) de poliacrilamida del complejo PSII
RC de P. laminosum purificado sin PMSF, revelado con Coomassie Blue (A) y con un
anticuerpo contra D, (B).

1.8.4. Medidas de actividad

La actividad del complejo PSII RC se puede medir en estado estacionario mediante

la fotoacumulacion de Pheo o mediante el transporte electrénico secundario.

En la Fig. 78 se puede observar que la iluminacion continua en presencia de
ditionito sédico y metilvioldgeno indujo en el complejo una decoloracién reversible de las
bandas a 682 y 542 nm. Aunque estos cambios han sido atribuidos a la acumulacion de Pheo
reducida por diferentes autores (Nanba y Satoh, 1987; Barber y col., 1987), otros autores han
relacionado el cambio a 682 nm con la decoloracion de una banda hacia 676 nm adscrita a
Pheo, a un desplazamiento de su mdximo y a un aumento de la anchura de la banda de P680
inducidos por la iluminacidn (van Kan y col., 1990; Braun y col., 1990).

Utilizando DPC como donador artificial de electrones y SiMo como aceptor, la
velocidad de reduccion de SiMo, medida como cambio de absorcién a 600 nm, correspondié a
la capacidad de transporte electrénico secundario de la preparacion de RC de P. laminosum
(Fig. 79). El valor obtenido de 3.910 peq e.umol ChI'.h! fue superior a los datos
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previamente publicados para el RC de plantas superiores (Chapman y col., 1988; Montoya y
col., 1994).
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Figura 78: Cambios de absorcién inducidos por luz en el complejo PSII RC de P. laminosum
en el rango espectral de 525 a 725 nm. La medida se realizé en tampdn 20 mM Bis-Tris (pH
6,5).
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Figura 79: Cinética de reduccién de SiMo, medida a 600 nm, catalizada por el complejo PSII
RC de P. laminosum en presencia del donador artificial de electrones DPC.
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1.9. Caracteristicas espectroscépicas del complejo proteico PSII RC

Ademds de los espectros UV-VIS del complejo PSII RC, que ya han sido
comentados al explicar su procedimiento de purificacién, se han realizado otras medidas
espectroscopicas.

1.9.1. Absorcién a baja temperatura

En la Fig. 80 se muestra el espectro de absorcién a 10K del complejo PSII RC en
la banda del rojo, correspondiente a la transicién Q, de las porfirinas. El mdximo de la banda
mds intensa estd a 677,6 nm mientras que el maximo de la otra banda aparece a 670,7 nm. En
la Fig. 81 se muestra la segunda derivada de dicho complejo, en donde se observan tres
minimos a 668,7, 677,7 y 681,1 nm, lo que sugiere que existen al menos tres componentes
principales bajo la banda del rojo.
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Figura 80: Espectro de absorcién electrénica a baja temperatura del complejo PSII RC de P.
laminosum. El espectro se obtuvo tras diluir la muestra 3 veces {(v/v) con glicerol.
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Figura 81: Segunda derivada del espectro de absorcion a baja temperatura del complejo PSII
RC.

1.9.2. Fluorescencia a baja temperatura

Se realizaron los espectros de emision y de excitacion de fluorescencia del
complejo PSII RC a 77K. En la Fig. 82 se muestra el espectro de emisién excitado a 620 nm,
en el que se observa una banda principal con méximo a 683,1 nm y otras dos bandas de menor
intensidad a 739,8 nm y a 759,5 nm. La falta de una banda definida u hombro a 670 nm y la
posicion del mdximo de la banda principal a 683,1 nm indican que no existen centros de
reaccion degradados, o que conllevaria a la aparicién de clorinas desconectadas con maximos
de emision hacia 672 nm. Las pequenas bandas a 739,8 y 759 nm han sido atribuidas a sub-
bandas vibracionales de la banda principal de emision (van Dorssen y col., 1987).
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Figura 82: Espectro de emisién a 77K del complejo PSII RC de P.laminosum. E) complejo
cromoproteico se resuspendi6 en 0,03% (p/v) DM y 20 mM Bis-Tris (pH 6,5) y se diluyé 3
veces (v/v) con glicerol.

El espectro de excitacion detectado a 740 nm se muestra en la Fig. 83, que
presenta una banda principal a 675 nm y una banda menor a 626 nm. La comparacién entre
los espectros de excitacién y de absorcién nos da idea de la eficiencia en la transferencia de
energia entre los distintos cromdforos presentes en estas cromoproteinas. En este caso
concreto, la forma del espectro de excitacion es similar a la del espectro de absorcién e
independiente de la longitud de onda de deteccién pues también fue similar detectando a 695
nm. Todo esto sugiere que existe un buen equilibrio de energfa de excitacion entre los distintos
cromoforos antes de que se produzca la fluorescencia, indicativo de la buena integridad del
sistema.
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Figura 83: Espectro de excitacion a 77K, detectado a 740 nm, del complejo PSII RC. El
complejo cromoproteico se resuspendié en 0,03% (p/v) DM y 20 mM Bis-Tris (pH 6,5) y se
diluyé 3 veces (v/v) con glicerol.

1.9.3. Dicroismo circular

La actividad Optica del compiejo PSII RC viene dada por su espectro de dicroismo
circular. Como se observa en la Fig. 84, en la banda Q, de las porfirinas aparece un doblete
no conservativo, con maximo a 680,4 nm y minimo a 665 nm. Este espectro es muy diferente
al espectro de dicroismo circular del complejo OEC. El doblete se debe, al menos en parte, a
interacciones entre las dos Chls del par especial P680. En el espectro existen también bandas
importantes a 419,5 nm, debida fundamentalmente a Chl y Pheo, a 436,8 nm, debida a Chl y
a 448,2 nm, producida por el B-caroteno.
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Figura 84: Espectro de dicroismo circular, en el rango del VIS, del complejo PSII RC (9,65
sg Chl/ml} a 4°C en tampon 0,03% (p/v) DM y 20 mM Bis-Tris (pH 6,5).

La Fig. 85 muestra el espectro de dicroismo circular en el rango del UV. La forma
del espectro es caracteristica de una estructura secundaria mayoritaria en o-hélice, con
minimos a 208 y 222 nm, aunque no se descarta la existencia de otras estructuras como en
ldminas-f3 o en enrollamiento al azar.
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Figura 85: Espectro de dicroismo circular, en el rango del UV, del complejo PSIT RC a 4°C
en tampon 0,03% (p/v) DM y 20 mM Bis-Tris (pH 6,5).
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1.9.4. "Surface-enhanced resonance Raman scattering” (SERRS)
Al igual que para el complejo OEC, se llevaron a cabo diferentes espectros SERRS
del complejo RC. En cada uno de ellos se excité a una longitud de onda diferente, para asf

seleccionar unos croméforos con respecto a otros.

La excitacion del complejo RC a 406.7 nm selecciona todos los cromoéforos

presentes en el complejo, es decir Chl, Pheo y Cyt 5-559, ya que la longitud de onda de
excitacion estd en resonancia con la banda Soret de estos croméforos, e incluso selecciona el
B-caroteno (Fig. 86). En la regién de vibracién del grupo carbonilo, Co=0, del anillo V de
las porfirinas, se observan dos bandas a 1701 y a 1677 cm™.
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Figura 86: Espectro SERRS del complejo PSII RC excitado a 406,7 nm con ldser de Kr",
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La banda a 1701 cm’ es caracteristica de un modo de vibracién del grupo
carbonilo cuando éste se encuentra libre, es decir, cuando corresponde a Chl que no
interacciona con otros grupos, mientras que la banda a 1677 cm™ se debe a vibraciones del
carbonilo cuando se encuentra interaccionando con grupos de otra Chl o con proteinas. La
relacion entre la intensidad de ambas bandas hace pensar que existe un mayor nimero de Chls
libres que en interaccién con otros grupos. Al comparar esta regién del RC con la del
complejo OEC, se observa que en el RC existe mayor relacion de Chl asociada a otros grupos
que en el complejo OEC.

Las bandas a 1611 y a 1553 cm’ son caracteristicas de Chl pentacoordinada de
igual forma que sucede en bacterias y en el resto de organismos fotosintéticos. Las bandas a
1529, 1161 y 1003 cm’ se deben a los tres modos vibracionales principales, (V|, V, y V3) del
B-caroteno. Las bandas a 1584, 1412 y 676 cm’ son caracteristicas de Pheo. En este
complejo, la relacién Chl/Pheo es 6/2, mucho menor que en el complejo OEC y por tanto, los
modos vibracionales de la Pheo pueden ser detectados al mismo tiempo que los de la Chl u
otros pigmentos. Las bandas a 1584, 1360 y 676 cm™ corresponden a modos vibracionales del
Cyt 5-559. El modo a 1360 cm” es un marcador del estado redox de los citocromos,
apareciendo a esta frecuencia en su estado reducido y a 1372 cm™ en su estado oxidado.
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La excitacion del RC a 413 nm intensifica las vibraciones de Chl, Pheo, Cyt 5-559
y B-caroteno. El espectro (Fig. 87) es similar al obtenido tras excitacion a 406,7 nm, pero la
intensidad de las bandas es bastante mayor. La banda a 673 cm™, caracteristica del Cyt b-559,
aparece mucho mds intensa en relacién al resto de bandas del espectro. Las intensidades de las
bandas a 1360 y 673 cm™ del Cyt b-559, se invierten con respecto al espectro excitado a 406,7
nm, lo que prueba la diferente sensibilidad de los distintos modos de vibracién, incluso a

longitudes de onda de excitacién muy préximas.
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Figura 87: Espectro SERRS del complejo PSII RC excitado a 413 nm con ldser de Kr.

La excitacion del RC a 488 nm intensifica las vibraciones de los tres modos
principales del B-caroteno, V;, v, ¥ V3, que corresponden a las bandas 1530, 1161 y 1005 cm',
respectivamente. Estas bandas son caracteristicas del isdmero all-trans del B-caroteno al igual
que sucede en el complejo OEC.
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Figura 88: Espectro SERRS del complejo PSII RC excitado a 488 nm con ldser de Ar',

La excitacién a 514 nm también intensifica las vibraciones del B-caroteno,
aprecidndose sus tres modos de vibracién principales a 1527, 1159 y 1003 cm™.
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Figura 89: Espectro SERRS del complejo PSII RC excitado a 514 nm con Jdser de Ar',

La resonancia con las transiciones Q, ofrece grandes posibilidades de excitacién
selectiva de los cofactores Chl y Pheo en protefnas fotosintéticas. El espectro SERRS del
complejo PSI RC excitado a 700 nm (Fig. 90 y 91) aporta gran informacion debido al papel
especifico de la transicion S;—$; en el proceso fotosintético. Como ya se coment6 para el
complejo OEC, estos espectros se realizaron en dos rangos de frecuencia, medias (1267-649
em™) y altas (1706-1127 cm™). No fue posible trabajar en el rango de las bajas frecuencias,
debido al fondo de fluorescencia que enmascara las sefiales Raman, a pesar de usar la
metodologia SERRS.
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Figura 90: Espectro SERRS en la region de altas frecuencias del complejo PSIT RC excitado
a 700 nm.

Las principales bandas del complejo PSII RC corresponden a bandas vibracionales
de la Chi (1438, 1329, 1286, 1185, 916, 752 y 741 cm™), aunque también se observa la
presenma del espectro de 1a Pheo como demuestra la aparicion de las bandas a 1093 y 1029
cm” , especificas de este pigmento. En este complejo, la presencia de Pheo se hace detectable
pues Ia relacién Chl/Pheo=6/2 es mucho menor que en el complejo OEC, donde la presencia
del espectro SERRS de Pheo se hacia indetectable, 1a intensidad relativa de las bandas
también es diferente entre PSII RC y OEC ya que algunas bandas de Chl y Pheo se solapan,
incrementando su intensidad en los espectros del complejo PSII RC. Asi, la relacién de
intensidades de las bandas a 987 y 916 cm™ es muy diferente en ambos complejos.

Es interesante destacar que existen pequefios desplazamientos entre las bandas de
los modos de vibracién del complejo y de las referencias (Chl y Pheo en solucién), los cuales
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indicarian la existencia de interacciones pigmento-pigmento o pigmento-proteina, que
modificarian en cierta medida el comportamiento vibracional de sus grupos. No obstante, estos
efectos se detectarian ain mejor en el rango de bajas frecuencias, pero como se indicé
anteriormente no fue posible trabajar en dicho rango por interferencias con Ja fluorescencia.
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Figura 91: Espectro SERRS en el rango de frecuencias medias del complejo PSII RC excitado
a 700 nm.

Mediante SERRS también se comprobé que el PSII RC purificado mantenia su
actividad después de ser adsorbido en la superficie metdlica. Asi, en la Fig. 02 se muestra que
al aumentar la intensidad del ldser, la banda correspondiente al modo de vibracién del Cyt b-
559 reducido (1360 cm'l) aumenta su intensidad con respecto a las otras bandas. Es decir, a
mayor intensidad de luz incidente, mayor actividad de transporte electrénico y por tanto,
mayor capacidad de fotoacumulacién de Cyt 5-559 reducido.
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Figura 92: Espectros SERRS en el rango de altas frecuencias del complejo PSH RC excitado a
406,7 nm. La banda a 1360 cm” (indicada por una flecha) va intensificindose a medida que
aumenta la intensidad de ldser.
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1.9.5. Fluorescencia resuelta en el tiempo

El proceso fotoquimico mds relevante del complejo RC consiste en la separacion de
cargas entre el donador primario excitado, P680" y el aceptor primario, Pheo. Como el
aceptor secundario, Q,, no se encuentra en el complejo RC purificado, la correspondiente
etapa de estabilizacién de cargas no puede producirse, dando lugar a la recombinacion del par
radical P680" Pheo, con la consiguiente emisién de fluorescencia.

La fluorescencia resuelta en el tiempo del complejo PSII RC fue medida con un
sistema “single-photon-counting” (SPT), descrito previamente, bajo excitacion con Idser
pulsado a 660 nm. Los decaimientos de fluorescencia medidas a diferentes longitudes de onda
de deteccién se analizaron globalmente como una suma de exponenciales y la calidad del
ajuste se evalud por el valor global de 1.

Los decaimientos de fluorescencia realizadas a 277K se midieron en un rango de
longitudes de onda de emisién entre 670 y 630 nm. Para conseguir un buen ajuste fueron
necesarios 5 componentes (x*=1,137) pues si el ajuste se realizaba con cuatro componentes el
valor de ¥’ era algo mayor (x*=1,248) y la calidad de dicho ajuste empeoraba. Los tiempos de
vida de los cinco componentes fueron T,=5 ps, T,=32 ps, T,;=168 ps, ,=870 ps y Ts=
6,45 ns. Los resultados se presentan en la Fig. 93 como espectros asociados a los decaimientos
de fluorescencia (DAS). El componente més rdpido tiene amplitud negativa en la mayoria del
rango de emision y presenta dos minimos a 677 y 684 nm. Este componente podria deberse a
una combinacién de un componente asignado a la separacién de cargas (3 ps) y otro
componente atribuido a la transferencia de energia (5-9 ps). Este proceso de transferencia de
energia podria producirse desde algin pigmento mds energético como por ejemplo la Chl de
670 nm, hasta algin pigmento que emita a una longitud de onda mayor como el par especial
P680. El componente a 32 ps muestra amplitud positiva y dos méximos de emision en el
rango de 675 a 685 nm. Este componente puede ser asignado a transferencia de energia. Los
componentes de mayor tiempo de vida, 168 ps, 870 ps y 6,45 ns mostraron un espectro muy
similar al del componente de 32 ps pudiendo ser adscritos a una recombinacion de cargas del

par especial.
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Figura 93: Espectros asociados a los decaimientos de fluorescencia (DAS) de cada uno de Ios
componentes cinéticos. La fluorescencia de emisién resuelta en el tiempo se llevé a cabo

excitando a 660 nm.

1.10. Repurificacion del centro de reaccion del PSH mediante
cromatografia de exclusién en FPLC

Esta etapa de purificacién fue pensada para eliminar posibles protefnas

contaminantes que en ocasiones acompanan al centro de reaccion.
Se partio expresamente de una fraccién de PSII RC con muchas impurezas, ésta se

pasd a través de una columna Superdex-200 HR 10/30 y eluyeron varias fracciones
pigmentadas. El perfil de elucion se muestra en la Fig. 94 detectando a 676 nm.
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Figura 94: Cromatograma de la repurificacion del complejo RC de P. laminosum.

Se obtuvieron tres tipos de fracciones diferentes de acuerdo con su contenido
proteico. El espectro de absorcion de las primeras fracciones (Fig. 95B) muestra la presencia
de un elevado contenido proteico en relacion con la muestra cargada en la columna (Fig. 95A)
tal y como indica la alta absorcion a 280 nm. El mdximo de absorcion de estas fracciones en el
rojo se encuentra a 674 nm. Las fracciones intermedias (Fig. 95C), que constituyen el pico
principal de elucién, muestran un méximo en el rojo a 675,5 nm y un contenido proteico en
relacién a pigmentos mucho menor que las fracciones anteriores. Las ltimas fracciones (Fig.
95D) corresponden al segundo pico de elucién, su banda a 415 nm estd fuertemente acentuada
en comparacién con el resto de las fracciones eluidas, indicando un elevado contenido en Cyt
b-559. Su contenido proteico es también elevado y el méximo de la banda de Ia transicion Q,
de las clorinas se encuentra desplazado hacia el azul, 673,5 nm, indicativo de una
desnaturalizacion parcial de la muestra.
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Figura 95: Espectros de absorcidn electrénica. A, PSII RC antes de ser repurificado; B,
primeras fracciones de la cromatografia de repurificacién; C, fracciones intermedias o pico
principal; D, tdltimas fracciones.

Una vez examinados los datos, se tomaron las fracciones intermedias como las ma4s
puras, ya que la relacion entre las bandas a 675 y 285 nm era algo mayor en estas fracciones
(1,34) que en la muestra de RC sin repurificar (1,09). Por lo tanto, consideramos que esta
etapa purifica la preparacion pues el contenido de proteinas contaminantes disminuye. El
andlisis de las bandas de los electroforetogramas de ambas preparaciones (Fig. 96), nos ayudé
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a comprobar que efectivamente la intensidad relativa de ciertas bandas que pueden aparecer en
el rango de 39 a 46 kDa, disminuye significativamente al repurificar la muestra mediante Ia
cromatografia de exclusién en FPLC.
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Figura 96: Andlisis de los electroforetogramas del PSII RC impuro (A), PSII RC repurificado
mediante cromatografia de exclusion en FPLC (B) y marcadores moleculares (C).

2. Aplicacion a la cianobacteria Synechocystis PCC6803

Una vez puesto a punto el método de purificacion del centro de reaccion del
fotosistema 11 de la cianobacteria terméfila P. laminosum, éste fue aplicado a la cianobacteria
no terméfila Synechocystis PCC6803 de mayor interés por sus posibilidades de transformacion
genética.

Las células de esta cianobacteria se rompieron por sonicacién y el proceso de
obtencién de membranas fue similar al explicado en Materiales y Métodos para P. laminosum.

En la Fig. 97 se muestra un espectro de las membranas tilacoidales de
Synechocystis PCC6803, que presenta claras diferencias con respecto al obtenido con P.
laminosum. Asi, la banda de menor energia estd desplazada hacia el rojo (A=683,5 nm),
existiendo una diferencia del orden de 10 nm entre las dos especies. Ademds, el contenido en
ficobilisomas es mayor como se puede apreciar por la intensa banda a 635,5 nm.
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Figura 97: Espectro de absorcion electrénica de membranas tilacoidales de Synechocystis
PCC6803 en tampdn 25% (v/v) glicerol, 10 mM MgCl,, 5 mM KH,PO,/ K,HPO, y 10 mM

Absorbanc_ia (u.a)

Hepes, pH 7,5.
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Se midié la actividad de desprendimiento de O, de las membranas mediante un
electrodo de O,, utilizando DCBQ como aceptor de electrones. Los resultados obtenidos,
2.283 pumol O,. mg Chl™. h™', demuestran que se trata de una preparacién muy activa, incluso

Estas membranas se solubilizan con el detergente LDAO y se centrifugan en un
gradiente (5-17,5%, p/v) de sacarosa. Como ya se ha comentado, la distribucién de bandas
tras la centrifugacion en gradiente de sacarosa es muy diferente a la distribucién obtenida con
P. laminosum como se desprende de la comparacién de las Fig. 98 y 34.
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Figura 98: Perfil de las bandas piginentadas obtenidas tras la centrifugacion en gradiente (5-
17,5%, p/v) de sacarosa de membranas tilacoidales de Synechocystis PCC6803, previamente
solubilizadas con LDAO.

Los espectros de absorcion de cada una de las fracciones recogidas del gradiente de
sacarosa se muestran en la Fig. 99. Las fracciones B y C son muy similares y parecen estar
mas enriquecidas en PSII que el resto, mientras que la fraccion A contiene muchos

carotenoides y la D estd enriquecida en PSI ya que el mdximo de la banda del rojo estd a
678,5 nm.
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Figura 99: Espectros de absorcidn electrénica de cada una de las fracciones seleccionadas del
gradiente (5-17,5%, p/v) de sacarosa de Synechocystis.

Tras la recoleccion de las fracciones enriquecidas en PSII y posterior cromatografia
de intercambio idnico en gel-TSK Toyopear]l DEAE 650s, se obtuvo el complejo OEC de
Synechocystis PCC6803. En la Fig. 100 se muestra su espectro de absorcion a temperatura
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Figura 100: Espectro de absorcion electrénica del complejo OEC de Synechocystis PCC6803
en tampon 0,03% (p/v) DM y 20 mM Tris/HCI {pH 8,0).

A partir de este material se llevd a cabo el proceso de purificacion del centro de
reaccion, mediante sucesivas solubilizaciones del complejo OEC en columna (apartado 2.3. de
Materiales y Métodos). El espectro del complejo PSII RC obtenido se presenta en la Fig. 101,
que se caracteriza por las bandas a 675,5, 626, 540, 432 y 415 nm. El maximo a 675,5 nm es
debido a las transiciones Q, de las clorinas del centro de reaccion, el maximo a 540 nm se
debe a la transicién Q, de la Pheo, el hombro a 432 nm, algo mds marcado que en el centro de
reaccion de P. laminosum, es debido a la transicién Soret x de la Chl y el mdximo a 415 nm
es debido a la transicién Soret y de la Chl, Pheo y Cyt 5-559. Es de destacar la casi total

ausencia de P-caroteno en esta preparacion.

La relacién de absorbacias entre las bandas a 415 y 675,5 nm es de 1,3, muy

similar a la obtenida en P. laminosum y en plantas superiores.
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Figura 101: Espectro de absorcién electrénica del complejo PSII RC de Synechocystis
PCC6803 en tampén 0,03 % (p/v) DM, 1,5% (p/v) taurina, 200 mM sacarosa y 20 mM Bis-

Tris (pH 6,5).

2.1. Reconstitucién del centro de reaccién con B-caroteno

El centro de reaccién purificado de Synechocystis PCC6803 se obtiene
practicamente desprovisto de B-caroteno, por lo que se intenté su reconstitucién con este

pigmento.

En la Fig. 102 se muestra el espectro de absorcidn del complejo reconstituido con
P-caroteno con bandas a 674, 540,5, 490, 432,5 y 416 nm. Durante el proceso de
reconstitucion, el centro de reaccién ha podido sufrir una ligera desnaturalizacién como indica
el pequefio desplazamiento del médximo hacia el azul, de 675,5 a 674 nm.
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Figura 102: Espectro de absorcién electrénica del complejo PSII RC de Synechocystis

PCC6803 recostituido con B-caroteno.
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En las Fig. 103A y B puede compararse el extracto aceténico del complejo
D,/D,/Cyt b-559 tal y como se obtiene por el método de purificacién anteriormente descrito y

tras su reconstitucion con B-caroteno, respectivamente. Se aprecia claramente que la banda a
431 nm est4 fuertemente influenciada por la concentracion de este pigmento.
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Figura 103: Espectros de absorcién electronica de un extracto aceténico de pigmentos del
complejo PSII RC de Synechocystis PCC6803 en estado nativo (A) y tras su reconstitucion con

B-caroteno (B).
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3. Complejo PSII RC de plantas superiores

3.1. Purificacién del complejo PSII RC

El centro de reaccién del PSII se aislé a partir de membranas de PSII de Berg
vulgaris siguiendo el método de Montoya y col. (1991). La clave en la purificacién se
encuentra en la solubilizacién apropiada con detergente y en el tiempo de lavado de la
columna.

3.1.1. Espectro de absorcién a temperatura ambiente

El espectro de absorcién del centro de reacién del PSII se muestra en la Fig. 104,
Estd caracterizado por bandas de absorcién a 675 nm, debida a la transicién Q, de las
porfirinas, a 622 nm, producida por las transiciones vibrénicas de la Chl, a 540 nm, debida a
la transicion Q, de la Pheo y a 414,5 nm, producida por las transiciones Soret de la Chl, Pheo
y Cyt #-559. También se aprecia un pequefio hombro a 430 nm, debido a la transicién Soret x
de la Chl y varias bandas en el rango de 480 a 490 nm, debidas a transiciones del B-caroteno.
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Figura 104: Espectro de absorcién electrénica del complejo PSII RC de Bera vulgaris en
tampon 2 mM DM y 50 mM Tris-HCI (pH 7,2).
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3.2. Mejora de la preparacién del centro de reaccién de plantas
mediante cromatografia de exclusién en FPLC

Las preparaciones de PSII RC descritas por varios laboratorios varian
sustancialmente en su estequiometria de pigmentos. Esto puede Ilegar a ocurrir incluso entre
preparaciones de un mismo laboratorio. La controversia sobre el nimero de pigmentos nos
hizo pensar que era debido a la existencia de otras cromoproteinas que contaminaban dichas
preparaciones, haciendo variar, en consecuencia, el contenido en pigmentos. Para mejorar la
preparacién estdndar de PSII RC de plantas superiores, la sometimos al mismo procedimiento
de FPL.C descrito anteriormente para P. laminosum.

Al someter un centro de reaccion estdndar de 7-8 Chl a cromatografia de gel
filtracién en una columna Superosa-6 HR 10/30 se obtuvieron tres tipos de fracciones, cuyo
perfil de elucién medido a 675 nm se muestra en la Fig. 105.
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Las primeras fracciones (Fig. 106A) mostraron un espectro de absorcion bastante
similar al de la muestra cargada en la columna (figura 101) con un mdximo a 675 nm pero con
una banda a 435 nm mucho mis pronunciada, que corresponderia a un contenido en Chl
superior. Las fracciones intermedias (Fig. 106B), es decir, las correspondientes al pico
principal del cromatograma, mostraron la banda a 435 nm como un hombro y el maximo en la
banda de menor energia permanecié a 675 nm, mientras que las tltimas fracciones (Fig.
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106C) muestran una elevada absorcién a 416 nm, debida probablemente a un alto contenido en
Cyt 5-559 y con la banda de la transicién Q, de las clorinas desplazada hacia el azul (673 nm).
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Figura 106: Espectros de absorcion electrénica de las distintas fracciones de la cromatografia
de FPLC. A, primeras; B, fracciones intermedias o pico principal; C, Gltimas fracciones.

Estos datos nos indican que las preparaciones estandar de RC de plantas superiores,
son heterogéneas, pues se pueden separar mediante cromatografia de exclusion en FPLC en
varios tipos de fracciones algo diferentes entre ellos.




Resultados 159

3.3. Desnaturalizacion reversible del complejo PSII RC de plantas

Anteriormente en nuestro laboratorio se habia observado que ciertos detergentes
provocan una desnaturalizacién reversible del PSII RC. La incubacién del complejo PSH RC
con TX-100 modifica la estructura secundaria de la proteina, causando modificaciones
espectroscdpicas importantes. Tras 30 h de incubacién, €l mdximo de absorci6n en el T0jO se
desplazé de 675,5 a 671,5 nm (Fig. 107) y el méximo de emisién de fluorescencia también se
vio modificado de 682 a 672 nm. Estos desplazamientos estuvieron acompaiiados por un
incremento del rendimiento de fluorescencia de la Chl, por una disminucién de la intensidad de
dicroismo circular en la regién del rojo y por una disminucién de la actividad de transporte
electrénico secundario ademds de ciertas modificaciones de la estructura secundaria. La
segunda derivada de los espectros de absorcion durante el curso de la incubacion, demostro la
pérdida progresiva de la banda a 680 nm (P680). La sustitucién de TX-100 por DM hizo que
todas las propiedades modificadas volvieran a su valor original (Fig. 108). Se concluyd, por
tanto, que todos los cambios observados se debieron a Ia destruccién del P680 por TX-100 y 2
su posterior restablecimiento en presencia de DM,
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Figura 107: Espectro de absorci6n electronica del compiejo PSII RC de Beta vulgaris tras la
incubacién del complejo en tamp6n 50 mM Tris-HCI, pH 7,2 y 0,05% (p/v) TX-100 durante
30 had°C.
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Figura 108: Espectro de absorcidn electrdnica del complejo PSII RC de Beta vulgaris después
de realizar el intercambio de detergente.

Se decidi6 continuar con este trabajo usando la técnica de EPR. La sefial de EPR
("light-induced spin-polarized triplet") (Fig. 109) es caracteristica de la formacion del *P680
como resultado de la recombinacion de cargas entre P680" Pheo'. Esta sefial triplete constituye
una prueba directa tanto de la estructura como de la funcién del centro de reaccién y también
puede ser usado como medida de la concentracién relativa de P680. Tras la incubacién con
TX-100, la intensidad de la sefal del *P680 disminuy6 marcadamente pere la sustitucion de
TX-100 por DM hizo que la sefial volviera a ser muy similar a la del PSII RC nativo (Fig.

110), como consecuencia de la reorganizacion de pigmentos/proteina por efecto de los
detergentes.
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Figura 109; Sefial de EPR ("light-induced spin-polarized triplet”) del complejo PSII RC de

Beta vulgaris.
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Figura 110: Seiial de EPR ("light-induced spin-polarized triplet”) del complejo PSII RC
nativo (A), tratado con TX-100 (B), renaturalizado con DM (C) en el rango espectral de 345-
365 mT.
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1. Purificacién de complejos fotosintéticos de la cianobacteria P.

laminosum: "oxygen evolving core" y centro de reaccién del PSII

En el presente trabajo se han puesto a punto varios métodos de purificacién de
diferentes preparaciones fotosintéticas tales como membranas tilacoidales, complejo OEC o la
minima particula capaz de desprender oxigeno y complejo PSII RC de la cianobacteria
termdfila P. laminosum.

El proceso de aistamiento de las membranas tilacoidales se desarrolié a partir del
método descrito por Stewart y Bendall (1980) con algunas modificaciones, como por ejemplo
el proceso de ruptura de las células. En el método original las células son tratadas con lisozima
a 37°C durante 2 h 30 min, asi se consigue disolver la pared celular, formandose estructuras
esféricas denominadas esferoplastos. El posterior choque osmético provoca la ruptura de los
esferoplastos y mediante sucesivas centrifugaciones diferenciales, se seleccionan las
membranas tilacoidales. Este método favorece la actividad de degradacién proteolitica, por lo
que se decidi6 modificar el método de ruptura de las células. Mediante el procedimiento de
sonicacién a 4°C, tanto la temperatura como el tiempo de incubacién disminuyen
drasticamente, reduciendo asi la actividad proteolitica. Ademds, cabe detacar el uso de PMSF
como inhibidor de proteasas para reducir ain mds dicha actividad. Las fracciones de
membranas tilacoidales obtenidas mediante este método poseen una alta capacidad para
desprender oxigeno (1.000 pumol O;. mg Chl’. k™, lo que es indicativo tanto de su pureza
como del estado nativo de la preparacion. Este paso ha sido de gran importancia en el
desarrollo del trabajo, pues las membranas tilacoidales se utilizadan como material de partida
para el resto de las purificaciones.

A patir de la preparacion de membranas tilacoidales, se siguieron varios métodos
de purificacién de particulas enriquecidas en el complejo OEC descritos en la bibliografia
(Bowes y col., 1983; Koike y col., 1987), pero como ya se ha expuesto, no se consiguieron
buenos resultados ya que el material purificado presentaba elevada contaminacién de PSI
ademds de una fuerte desnaturalizacién. Muchos autores describen en sus trabajos este mismo
problema (Pakrasi y col., 1985; Rogner y col., 1990; Nilsson y col., 1992; Oren-Shamir y
col., 1995). La purificacién del complejo OEC estd limitada por la separacién entre PSI 'y
PSII, ya que las membranas tilacoidales de algunas cianobacterias, como Synechocystis,
pueden tener un contenido en PSI cinco veces mayor que en PSII. Ademds, la organizacion de
las membranas tilacoidales en cianobacterias es muy diferente a la existente en plantas
superiores. La membrana tilacoidal de plantas contiene todos los pigmentos fotosintéticos del
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cloroplasto, estd muy plegada en un entramado de vesiculas aplastadas y se dispone en
apilamientos denominados grana. Las porciones de la membrana tilacoidal que se localizan
dentro de los grana, no estando asi expuestas al estroma, contienen preferentemente PSII,
mientras que las porciones de la membrana tilacoidal expuestas al estroma contienen PSI. Por
otra parte, el aparato fotosintético de cianobacterias se encuentra en estructuras membranosas
que se extienden a través de la célula o forman invaginaciones de la membrana celular. El PSI
no se encuentra localizado en regiones especializadas, por este motivo su purificacién es més
compleja que en plantas. Ademds de esta dificultad, tenemos que considerar la elevada
actividad proteolitica que presentan las preparaciones obtenidas de cianobacterias, muy
superior a la encontrada en extractos de plantas.

El complejo OEC altamente purificado pudo ser aislado siguiendo la combinacién
de dos métodos ligeramente modificados. El primero de los métodos consiste en la
solubilizacién de membranas tilacoidales con LDAQ, seguida de la separacién de particulas
enriquecidas en PSII mediante gradiente de sacarosa (Koike e Inoue, 1985). Estas particulas
necesitan de un segundo paso en el que se purifica el complejo OEC por cromatografia de
intercambio i6nico (de Vitry y col., 1991).

Una comparacién de los datos de actividad de desprendimiento de oxigeno del
complejo OEC de P. laminoswn, descrito en Resultados, con los existentes en la literatura para
diferentes cianobacterias, muestran valores similares (Bowes y col., 1983; Picorel y col.,
1983) o superiores a los publicados (Koike y col., 1989). La elevada tasa de desprendimiento
de oxigeno es altamente indicativa de la estabilidad e integridad del complejo purificado.
Asimismo, una comparacion del contenido de pigmentos entre el complejo OEC aislado de P.
laminosum y el aislado por otros autores, muestra un menor contenido de Chi en nuestro caso,
pues mientras nuesiro complejo mostré un valor de 37 clorinas por centro de reaccién,
Ichimura y col. (1992) presentaron 45 Chl/Q,, Ohno y col. (1986) 50 Chl/4Mn y de Vitry y
col. (1991) 40-50 Chl/Q,. Pensamos que estc menor contenido en nuestra preparacion es
debido a cierta pérdida de Chl asociada a la antena interna CP43, que se produce en el proceso
de lavado cromatografico durante la purificacién del complejo OEC.

La composicién polipeptidica del complejo OEC, analizada por SDS-PAGE, es
similar a su homéloga de plantas superiores con la tnica excepcién de la ausencia de las
proteinas extrinsecas de 24 y 17 kDa, presentes en plantas y algas. Como ya se ha descrito en
Materiales y Métodos, fue absolutamente necesaria la utilizacion de PMSF en todos los pasos
de purificacion para evitar la fuerte degradacién de las proteinas D, y D, en subunidades de
~20 kDa.
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Durante los ultimos aflos, diferentes laboratorios han descrito métodos de
aislamiento y purificacién del PSII RC de plantas asi como algunos intentos de purificacién de
este complejo a partir de cianobacterias. Todos los métodos requieren el uso de detergentes
especificos, ya que se trata de un complejo de membrana. Seibert y col. (1988) y Ghanotakis y
col. (1989) describieron la posibilidad de utilizar el detergente no idnico DM para estabilizar el
PSII RC, previamente purificado con TX-100. El TX-100 fue utilizado inicialmente como
detergente para la extraccién y purificacion (Nanba y Satoh, 1987). Sin embargo, este
detergente influye de forma significativa en las propiedades espectroscopicas del PSII RC,
como por ejemplo en los mdximos de absorcion y de emisién de fluorescencia. La presencia de
TX-100, incluso a concentraéiones menores a 0,02% (p/v), conlleva desplazamientos
espectrales al azul de la banda de absorcidn en el rojo, ademds de producir inactivacién de la
actividad fotoquimica. Estudios sobre el PSII RC tratado con DM (Seibert y col., 1988;
Chapman y col., 1988; McTavish y col., 1989) han demostrado que estas preparaciones eran
mucho mds estables que las mantenidas en presencia de TX-100. La explicacién a este hecho
reside en la menor CMC (concentracién micelar critica) del DM, lo que reduce las
interacciones del detergente con la protefna y los croméforos, disminuyendo por tanto la
inestabilidad de éstos.

En nuestro laboratorio desarrollamos un método cromatogréfico de purificacidn,
solubilizando con TX-100 pero manteniendo posteriormente el complejo en DM, de esta forma
se consiguid la purificacién del RC del PSII de P. laminosum y Synechocystis 6803 (Aured y
col., 1995). Como ya se explicé en Materiales y Métodos, el material de partida para purificar
dicho RC fue el complejo OEC, previa eliminacién de la protefna extrinseca de 33 kDa
mediante tratamiento con 0,8 M Tris a pH bdsico. Un paso fundamental de nuestro método de
purificacién es la solubilizacién del complejo OEC previamente inmovilizado dentro de Ia
propia columna cromatogrifica. Este método fue puesto a punto tras sucesivos experimentos
con los que se concluyé que la solubilizacién en solucién con TX-100 era muy destructiva,
produciendo una extensiva desnaturalizacion del complejo. Al solubilizar el material
inmovilizado en la columna, el detergente actia sobre la muestra que se encuentra adsorbida al
gel, circunstancia que parece inducir mayor estabilidad al material en estudio. Después de cada
periodo de solubilizacion, parte de la antena contaminante es eliminada y por tanto, en las
posteriores solubilizaciones el detergente actia sobre el complejo cada vez mds puro.

Existe atin cierta controversia sobre la estequiometria de los pigmentos presentes en
el RC del PSIL. Asi, varios grupos han publicado datos que varfan entre 4-12 Chl a, 2-3 Pheo
a, 1-2 B-caroteno y 1-2 Cyt b-559 por centro de reaccién. Por otra parte el RC bacteriano estd
asociado con 4 Bchl, 2 Bpheo y un caroteno. Parece ser que tanto el método de aislamiento
(Montoya y col., 1991) como el detergente usado (Dekker y col., 1989) para la purificacion
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del complejo, podrian afectar al contenido final de pigmentos del material obtenido,
especialmente de Chl ¢ y B-caroteno. Los estudios mds recientes en los que el complejo
Dy/D,/Cyt 5-559 ha sido purificado de forma menos destructiva indican que €l material
contiene 6 Chl a, 2 Pheo a, 2 B-carotenos y 1 Cyt 5-559 (Kobayashi y col., 1990; Gounaris y
col., 1990; Montoya y col., 1991} y estd desprovisto tanto del dfomo de Fe no heminico y
quinonas del lado reductor de electrones como de los dtomos de Mn involucrados en la
evolucién de oxigeno. Sin embargo, este complejo conserva la capacidad para llevar a cabo la
separacion de cargas.

El andlisis del complejo RC de P. laminosum aislado durante este trabajo muestra
un contenido en pigmentos de 6,5 Chl por 2 Pheo, similar al del RC de plantas superiores
(Kobayashi y col., 1990; Gounaris y col., 1990; Montoya y col., 1991). El contenido en Cyt
b-559 del complejo PSII RC ha sido también un tema de debate. El contenido de este
componente ha sido calculado para el complejo aislado de P. laminosum y estd de acuerdo con
los datos aportados por otros autores para plantas (Miyazaki y col., 1989; Nanba y Satoh,
1987; Barber y col., 1987; Braun y col., 1990; Montoya y col., 1991) pero no coincide con
los datos de Dekker y col. (1989), Shuvalov y col. (1989) y MacDonald y col. (1994).

SDS-PAGE del complejo PSII RC mostrté la presencia de los polipéptidos
caracteristicos que constituyen un centro de reaccion, es decir el heterodimero D,/D,, D,, D, y
la banda o del Cyt b-559. Segun esto, su composicién polipeptidica es similar a la del
complejo D,/D,/Cyt 5-559 aislado a partir de plantas superiores (Nanba y Satoh, 1987; Barber
y col., 1987; Braun y col., 1990; Montoya y col., 1991; van Lecuwen y col., 1992).

Medidas de actividad de transporte electrénico secundario del RC de P. laminosum
con DPC y SiMo como donador y aceptor de electrones artificiales, respectivamente, dieron
valores superiores (3.910 peq €. pmol Chi™. h™") a los obtenidos para el RC de plantas (1.500-
3.000 peq €. pmol Chi''. h"). La elevada actividad del PSII RC de P. laminosum discrepa de
las conclusiones del trabajo de Giorgi y col. (1996), en el que consideran que el rendimiento
cudntico de formacién del par P680" Pheo del RC de Synechocystis salvaje es un 50% menor
que el del RC de plantas superiores. Ademds, nuestros datos de fluorescencia resuelta en el
tiempo indican una clara similitud con los datos obtenidos para RC de plantas, indicativo de un
rendimiento cudntico similar en ambas especies. Por otra parte, la actividad de la preparacion
estd de acuerdo con la capacidad de reducciéon de Pheo en presencia de luz, ditionito y
metilvioldgeno. En dichas condiciones fotoreductoras se indujo en el complejo un espectro
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caracteristico de la acumulacion de Pheo, demostrado especialmente por la aparicién de una
banda negativa a 542 nm. Una diferencia apreciable entre el espectro de fotoacumulacién de
Pheo del RC de P. laminosum y de plantas estd en el maximo de la banda correspondiente a la
transicion Q, de la Pheo. En cianobacterias aparece dicho madximo a 542 nm mientras que en
plantas se observa a 544-545 nm. El desplazamiento de dicha banda estd de acuerdo con los
datos de los espectros de absorcion electrénica a baja temperatura de los complejos RC; existen
3 nm de diferencia entre los mdximos de la transicion Q, de la Pheo de P. laminosum (540
nm) y plantas superiores (543 nm) (Fig. 111). Esta diferencia de 3 nm entre ambas especies
también fue observada por Giorgi y col. (1996). Estos autores consiguieron dos mutantes de
Synechocystis en los que el residuo D,-130 habia sido cambiado de glutamina a glutamato
(mutante D;-GlIn 130 Glu), que corresponde a la secuencia en plantas superiores, 0 a leucina
(mutante D-GIn 130 Leu). E! residuo D;-130 se cree que estd proximo a la Pheo y de hecho
demostraron que el residuo D;-130 afecta a la transicién Q, de dicho pigmento. Los mdximos
de absorcion de esta banda fueron 541,5 nm para Synechocysnis salvaje, 544 nm para el
mutante D,-GlIn 130 Glu y 540 nm para el mutante D;-GIn 130 Leu. Solamente cuando el
residuo en la posicién D,-130 es el mismo que en plantas superiores (mutante D;-Gln 130
Glu), la banda Q, de la Pheo se encuentra a la misma longitud de onda que en plantas.
Ademds, el rendimento de separacién de cargas es mayor en el mutante D;-Gln 130 Glu que
en Synechocystis salvaje.
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Figura 111: Espectro de absorcion a baja temperatura de la transicion Q, de la Pheo de P.
laminosum y plantas superiores.
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Segin todos los datos presentados y comentados en la seccion de Resultados,
consideramos que el objetivo ha sido conseguido, pues hemos obtenido una preparacién de
gran pureza y altamente activa.

El andlisis mediante HPLC establece inequivocamente que los tinicos pigmentos
presentes en los complejos OEC y RC de P. laminosum son Chl, Pheo y f-caroteno. Mediante
esta técnica pudo detectarse la presencia de dos formas isoméricas del B-caroteno, all-trans y
cis. Modificando las condiciones de extraccién y de HPLC, Bialek-Bylka y col. (1995)
sugieren que existe una isomerizacion de la forma 15-cis a la forma all-trans producida durante
el proceso de andlisis. Estos resultados contrastan con conclusiones previas de que el B-
caroteno unido al PSII RC se encuentra en configuracién afl-trans y generaliza el concepto
establecido a partir de bacterias purpuras, que los centros de reaccidn fotosintéticos seleccionan
naturalmente la configuracion cis. La aparicién de dos bandas correspondientes a tiempos de
retencion proximos pero distintos en el cromatograma de HPLC (Fig. 73) podria deberse en
principio a la presencia de a- y P-caroteno o a dos formas isoméricas del f-caroteno.
Utilizando un detector de diode-array se pudo comprobar que cada uno de los picos de elucidn
era debido a un isémero distinto del -caroteno. El primero en eluir corresponde al isémero
all-trans y el segundo a un isémero cis pudiendo tratarse del 75-cis-B-caroteno, aunque estos
datos tendrdn que ser confirmados mediante otras técnicas como RMN. Lo que mds llamé
nuestra atencién fue que estas dos configuraciones aparecian en similar proporcién en
preparaciones con distinto contenido en RC, es decir tilacoides, complejo OEC y PSII RC.
Esto nos ha hecho pensar que el B-caroteno presente en cada preparacién se encuentra en su
forma menos energética y mas estable, esto es all-frans, pero al llevar a cabo su extraccion y
cromatografia de HPLC, se produce una isomerizacion que da lugar a la aparicion de las dos
diferentes estructuras, all-frans y cis. Como la columna utilizada se mantuvo en las mismas
condiciones para todos los andlisis, podemos explicar este hecho como una isomerizacion
producida en similar proporcion en las distintas preparaciones de material fotosintético.

En la bibliografia existen diferentes ideas sobre la existencia de dos isdmeros del B-
caroteno en el complejo RC del PSII nativo. Newell y col. (1991) propusieron que los distintos
comportamientos espectrales pueden deberse a diferentes interacciones exciténicas entre dos
moléculas de B-caroteno idénticas presentes en el PSII RC, en respuesta a la conformacion de
la proteina a la que se encuentran unidas. Por otra parte, Ashikawa y col. (1986) concluyeron
tras varios estudios que los tilacoides de Synechococcus vulcanus poseen un 20% de B-caroteno
correspondiente a varios isdmeros cis. La interpretacion mds simple para Setlikovd y col.
(1995) estd en que el RC del PSII nativo contiene una forma all-rrans y una forma cis del B-
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caroteno, pero durante el proceso de purificacion del RC, la forma all-trans se pierde
preferentemente, provocando un enriquecimiento en la forma cis.

Independientemente de la configuracién del B-caroteno, al hacer una comparacidn
entre los espectros de absorcién de dos preparaciones de PSII RC de P. laminosum con
diferente contenido total de B-caroteno (Fig.112), se observé que la intensidad relativa de las
bandas adscritas al B-caroteno varian con el contenido total de este pigmento. Asi, la banda a
486 nm claramente disminuye mds rdpidamente que la de 508-510 nm. La interpretacion mds
simple a este fenémeno, es considerar que en el PSII RC existen dos tipos de B-carotenos con
distintas propiedades espectroscépicas y que uno de ellos, concretamente el que presenta
bandas de absorcion a longitud de onda menores, s¢ pierde preferentemente. Como
consecuencia, el PSII RC con menor contenido en pigmentos se va enriqueciendo con el f-
caroteno cuyas bandas se encuentran desplazadas hacia longitudes de onda superiores. Esto se
contrasta claramenre al hacer la diferencia entre los espectros de dos preparaciones con distinto
contenido en B-caroteno, normalizando en la banda Qy de la Pheo (Fig. 113). Por el momento
se desconoce si esta diferencia estructural implicarfa también una funcién distinta para cada
tipo de P-caroteno presente en el centro de reaccion del PSIL
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Figura 112: Comparacién entre dos espectros de absorcién de PSII RC de P. laminosum
con distinto contenido en carotenos. A, mayor contenido en [-caroteno; B, menor
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Figura 113: Diferencia entre los espectros de absorcion de dos preparaciones de PSII RC de
P. laminosum con diferente contenido en B-caroteno.

2. Caracterizacién espectroscopica de las diferentes preparaciones
de P. laminosum

En base a la caracterizacion espectroscépica de los complejos purificados a partir de
la cianobacteria P. laminosum se puede considerar que existe bastante similitud con sus
homologos purificados a partir de plantas superiores.

Espectroscopia de absorcién

Seguin los espectros de absorcidn de nuestro complejo OEC y de los aislados por
Stewart y Bendall (1979), Satoh y col. (1985) y Dekker y col. (1988) para P. laminosum,
Synechococcus sp. 'y Synechocystis, respectivamente, se puede concluir que nuestra
preparacion presenta un mayor grado de pureza en comparacién con el resto de purificaciones
de cianobacterias descritas en la bibliograffa. Existe una mayor definicién de las bandas a 415
nm, producida por la transicién Soret de la Chl, Pheo y Cyt 5559 y a 545 nm, originada por la
transicion Q, de la Pheo. La marcada aparicion de dichas bandas indica la presencia del
complejo D;/D,/Cyt b-559, pues la Pheo es carateristica de este complejo proteico. La relacion
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entre las bandas a 415 y 675 nm es de 1,13 para nuestra preparacion, de 1,20 para el complejo
purificado a partir de Synechocystis 6803 por Tang y Diner (1994), con el que existe una
mayor semejanza espectral y de 1,16 para el mismo complejo purificado a partir de plantas
superiores (Montoya, Tesis Doctoral). La banda de caroteno es similar en cuanto a absorbancia
en todas las preparaciones. El método empleado para la obtencion de este complejo tiene, por
supuesto, gran importancia y las muchas variaciones observadas entre las distintas
preparaciones descritas demuestran las dificultades para conseguir muestras homogéneas.

El espectro de absorcién del complejo PSII RC de P. laminosum es similar al de
plantas superiores, aunque existe alguna diferencia notable entre ambos como la intensidad de
la banda a 485-490 nm debida al B-caroteno. En el complejo de cianobacterias, esta banda es
mucho menor que en plantas superiores. La explicacion consiste en que durante el proceso de
purificacion del PSIl RC de P. laminosum se produce una mayor pérdida de B-caroteno,
posiblemente por efecto de los detergentes. Esta disminucién de B-caroteno no estd sociada a
una disminucién en el contenido de Chl como proponfa Montoya y col. (1993) para el PSII
RC de plantas, obtenido tras un prolongado lavado en la columna cromatogrdfica. La relacion
entre las bandas a 416 y 676 nm en el RC de P. laminosum es similar a la obtenida en el RC
de plantas superiores.

Segiin el espectro de absorcién del complejo RC de P. laminosum, se puede
concluir que la preparacion descrita en este trabajo es la mds pura conseguida hasta el
momento a partir de una cianobacteria. Las otras preparaciones de RC descritas presentan una
marcada banda a 435 nm, indicativa de la presencia de Chl contaminante, posiblemente
asociada a la antena intrinseca CP47 (Gounaris y col., 1989; Ikeuchi y col., 1989; Oren-
Shamir y col., 1995; Giorgi y col., 1996). Ademds, la composicidn polipeptidica del complejo
aislado por Oren-Shamir y analizada mediante electroforesis (LDS-PAGE) muestra una fuerte
banda correspondiente a CP47, de acuerdo con los datos espectroscopicos. La preparacion de
Setlikovd y col. (1995) muestra una marcada banda a 435 nm, asi como una fuerte absorcion a
280 nm, debida a otras proteinas contaminantes. En nuestra preparacion, la banda Q, de las
clorinas aparece a 676 nm, indicativo de un centro de reaccién esenciaimente nativo. Esta
misma banda se presenta en las otras preparaciones a longitudes de onda menores, €sto €s a
672 nm (Tkeuchi y col., 1989), 673 nm (Gounaris y col., 1989), 674 nm (Oren-Shamir y col.,
1995) y 675 nm (Giorgi y col., 1996), llegdndose a concluir que en estos complejos
parcialmente purificados existen centros de reaccion degradados que producen un
desplazamiento de la banda de menor energia hacia el azul.

Existe una gran diferencia entre Ja banda producida por la transicién Q, de la Pheo
en el complejo OEC y en el RC del PSII. Esta diferencia se debe a que la Pheo es un pigmento
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minoritario en ¢l complejo OEC, debido a la gran cantidad de Chl asociada a las antenas
internas CP43 y CP47. Segin nuestros datos de cuantificacién de pigmentos del complejo
OEC, existen 37-38 clorinas por 2 Pheo, es decir por RC. En el RC del PSII la relacién
Chl/Pheo es bastante menor pues existen 6,0-6,5Chl/2Pheo, de ahf que la cantidad de Chis por
Pheo es mucho mayor en el complejo OEC que en el RC del PSII, produciendo en aquél un
encubrimiento de la banda Q, de la Pheo. La diferencia entre Ias segundas derivadas de los
espectros de absorcion electronicos de los complejos OEC y RC se debe a un mayor contenido
de complejos pigmento-proteina en el complejo OEC que en el RC. La segunda derivada de
las proteinas intrinsecas CP43 y CP47, asociadas al complejo OEC, mostraron la presencia de
varios componentes en la transicion Q, de la Chl, a 671 y 682 nm para CP43 y a 670, 676 y
681,2 nm para CP47 (Alfonso y col., 1994). Segiin estos datos, la segunda derivada del
espectro de absorcién del complejo OEC se parece mds a la antena CP47 que a CP43,
confirmdndose asi, que nuestra preparacién ha perdido parte de la antena CP43 durante el
proceso de lavado cromatografico necesario para la purificacion del complejo. Ademds, existe
una pérdida importante de absorbancia asociada a la transicién Soret x de la Chl en el RC con
respecto al complejo OEC. Este dato es totalmente 16gico pues estd de acuerdo con la pérdida
de las antenas internas del complejo OEC para conseguir un RC puro.

El espectro de absorcion a baja temperatura del RC del PSII es bastante diferente al
de plantas. Presenta una banda nitida a 677,6 nm ausente en el espectro de absorcién del PSII
RC de plantas. Por el momento no sabemos el significado de esta nueva banda de absorcién,
aunque estas diferencias espectrales pueden deberse a distintas interacciones pigmenios-
pigmentos y/o pigmentos-proteina.

Espectroscopia de fluorescencia a 77K

Por otra parte, los datos de emisidn de fluorescencia a baja temperatura del
complejo OEC muestran un evidente desplazamiento hacia el rojo en comparacion con los
datos de Gounaris y col. (1989) y de Oren-Shamir (1995), mientras que el centro de reaccién
del PSII presenta claras similitudes en relacién al centro de reaccion de plantas superiores
(Yruela y col., 1994; Konermann y col., 1996). Los espectros de excitacion de fluorescencia,
tanto del complejo OEC como del RC, son muy similares a los espectros de absorcién
correspondientes. Esto indica claramente que en ambos complejos existe una alta eficiencia de
transferencia de energia entre los distintos cromdforos presentes en los complejos y se puede
concluir, por tanto, que éstos no han sufrido distorsiones importantes y que, ademds, existe un
excelente equilibrio de la energfa de excitacion antes de la emisién de fluorescencia.
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Espectroscopia SERRS

Respecto a las medidas SERRS, existen bastantes diferencias en cuanto a los
complejos OEC y RC. El motivo por el que se realizaron espectros SERRS excitados a
distintas longitudes de onda, responde a la estrategia de hacer preferentes unos modos de
vibracién con respecto a otros y de esta forma, seleccionar ciertos croméforos discriminando al
resto.

Al excitar en la region Soret (406,7 y 413 nm), aparecen dos bandas en la regién
de vibracidn del grupo carbonilo Co=0 del anillo V de las porfirinas, a 1700 y a 1675 cm™.
La banda de mayor energia indica que el grupo Cy=0 de Chl se encuentra libre mientras que
la aparicidn de la banda a menores energias se interpreta como una interaccion de este grupo
con la proteina o con otros pigmentos. En los dos complejos, OEC y RC, la banda mayoritaria
es la correspondiente a Chl libre, pero hay que destacar que en el RC del PSII, la banda de
menor energia, es decir la producida por Chl que estd interaccionando, presenta mayor
intensidad que en el complejo OEC. De estos datos podemos concluir que en ambos
complejos, existe tanto Chl libre como interaccionando, pero esta iltima se encuentra en
mayor proporcidn en el complejo RC que en OEC. Otra diferencia importante en este espectro
es ¢l aumento de las intensidades de los modos vibracionales a 1584, 1223 y 676 em’,
correspondientes a Pheo. Como ya se ha comentado, en el complejo OEC este pigmento es
muy minoritario, lo que hace que su espectro se encuentre enmascarado por el de los otros
pigmentos. En el complejo OEC no se detectan tampoco las bandas correspondientes a los
modos de vibracion del Cyt b-559 (1584, 1360 y 676 cm’™), en cambio, en el complejo RC se
hacen evidentes. Esto se debe a que el Cyt 5-559, al igual que la Pheo, se encuentran en
mucha menor proporcidn en el complejo OEC que en RC.

Cuando la excitacion se lleva a cabo a 488 6 514 nm se intensifican las vibraciones
de los tres modos del fB-caroteno, v;, v, ¥ V3, caracterfsticas del isémero all-trans del B-
caroteno. Esta conclusion estd en desacuerdo con el trabajo de Bialek-Bylka y col. (1995) en el
que concluyen que el isomero 15-cis-f-caroteno estd presente en el PSII RC de espinaca. Para
compaginar ambas conclusiones habria que admitir que ocurre una isomerizacion completa
cis—all-trans inducida por la luz del laser de excitacion, algo improbable a 77K. En estos
espectros no existe gran diferencia entre los complejos RC y OEC, tnicamente la banda

correspondiente al modo de vibracién v, del B-caroteno se hace mads intensa en el complejo
OEC que en RC.
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Como ya se comentd, la excitacion a 700 nm proporciona informacion directa
sobre los modos vibracionales acoplados a la transicién Q,. La principal diferencia entre los
espectros del complejo OEC y el RC se encuentran en que el del complejo OEC es similar al
espectro de la Chl en solucidn, mientras que el espectro del RC presenta bandas
correspondientes a la Pheo asi como modificaciones de la intensidad de las bandas, como
consecuencia de solapamientos de algunas bandas de Chl y Pheo. Los pequeiios
desplazamientos que se producen entre las bandas SERRS de los complejos proteicos y las
bandas de las referencias en solucion, podrian deberse a la existencia de interacciones
pigmento-pigmento y/o pigmento-proteina dentro de los complejos. Tales interacciones
podrian hacerse mds patentes si pudiésemos obtener espectros SERRS en el rango de bajas
frecuencias, algo que no ha sido posible hasta el momento. La presencia de la superficie
metdlica activa en SERRS redujo drédsticamente la fluorescencia pero aiin en estas condiciones
favorables fue imposible trabajar a bajas frecuencias.

Mediante SERRS también se confirmé que el PSII RC obtenido es
fotoquimicamente activo. Asi, la sefial a 1360 cm™, marcador del estado reducido del Cyt b-
539, aumenta con la intensidad de la luz del ldser de excitacién. Pensamos que el aumento
relativo de la sefial a 1360 cm’ respecto a las sefiales de los otros cromdforos e incluso
respecto a las otras sefiales del Cyt 5-559, es debido a la fotoacumulacién de dicho citocromo
reducido a partir de la Pheo’, como consecuencia de la actividad fotoquimica del RC. Estos
datos estdn en la linea de los resultados obtenidos por Chumanov y col. (1993) y claramente
indican que el Cyt 5-559 es funcional en el centro de reaccién purificado. Numerosos trabajos
publicados tratan de la funcionalidad del Cyt 5-559 en el PSII. Barber y col. (1993) proponen
un mecanismo en el que el Cyt 5-559 puede convertirse reversiblemente en sus formas de alto
potencial (Em=+400 mV) y bajo potencial (Em=-+60-80 mV) durante el proceso
fotoinhibitorio, distinguiendo entre fotoinhibicién producida en el lado donador y la originada
en el lado aceptor. La fotoinhibicién en el lado donador se produce cuando la velocidad de
electrones que abandonan el PSII RC es mayor a la velocidad de donacién. Consecuentemente,
el tiempo de vida de las especies oxidadas aumenta y los altos potenciales de oxidacién de
dichas especies provocan dafios irreversibes en el PSII RC. Por otra parte, la fotoinhibicién en
el lado aceptor se produce cuando hay una sobrereduccién de las quinonas. En este caso, es
muy probable que exista una recombinacién de cargas entre el par radical P680F Pheo,
llegando a producirse el estado triplete del P680. Este estado triplete puede interaccionar con el
0, y formar 'O, altamente reactivo. Se sugiere que la forma de bajo potencial del Cyt b-559
puede aceptar electrones directamente de la Pheo reducida, protegiendo asf al PSII RC contra
la fotoinhibicion en el lado aceptor. De esta forma, el Cyt 5-559 pasa a su forma de alto
potencial y dona electrones al P680, protegiendo de la fotoinhibicion en el lado donador, ya
que reduce el tiempo de vida de las especies altamente oxidantes.
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Espectroscopia de dicroismo circular

Los espectros de dicroismo circular en el visible nos indican la existencia de
interacciones excitdnicas entre cromdforos presentes en el PSII RC. En el espectro del
complejo OEC, la presencia del doblete en el rojo indica un cierto grado de acoplamiento entre
algunas Chls presentes en los complejos de antena (CP43 y CP47) mientras que las bandas en
el azul se deben a Chl (432,6 y 448,1 nm) y al B-caroteno (488,7 nm). En el espectro de
dicrofsmo circular de! complejo PSII RC aparece un doblete no conservativo en la zona del
rojo, debido al menos en parte a interacciones exciténicas entre las dos Chls del P680. El
doblete no es conservativo ya que el drea integrada de los dos lébulos espectrales no es igual.
Este doblete puede deberse a un solapamiento entre el doblete conservativo producido por
dichas interacciones excitonicas y alguna banda de interaccién pigmento-proteina que también
presente actividad dicroica. Por este motivo, el doblete se muestra no conservativo.

A partir del espectro de dicroismo circular del PSII RC, podemos concluir que los
componentes que intervienen en la interaccién excitonica (mondmeros del P680), absorben
hacia 665 y 680,4 nm que corresponden al minimo y maximo de los dos Idbulos. El bajo
grado de separacion exciténica de las bandas del dimero, de acuerdo con la reducida intensidad
de la actividad dicroica si se compara con el RC bacteriano, indica que la interaccion
exciténica del dimero P680, en su estado fundamental, es débil. La estructura dimérica del
P680 en estado fundamental parece perderse en estado excitado y especialmente durante el
proceso de recombinacion de cargas ya que el spin triplete reside preferentemente en una tnica
clorofila.

Los resultados obtenidos mediante la espectroscopia de dicroismo circular en la
regién del UV, tanto para el complejo OEC como para el RC del PSH, indican que las
proteinas poseen una alta proporcion de estructura secundaria en o-hélice, pero no se descarta
la existencia de otras estructuras como ldminas-f y enrollamientos al azar. Al comparar ios
espectros de dicrofsmo circular en el UV del complejo OEC y RC, parece que existe un mayor
contenido en o-hélices en este tiltimo, debido a la mayor intensidad relativa de la banda a 222
nm (Greenfield y col., 1969). Estos datos estin de acuerdo con otros estudios estructurales.
Trabajos de simulacion e hidropatia sugieren que las antenas CP47 y CP43 del OEC estin
formadas por 6 o-hélices transmembranales con la presencia de un gran dominio hidrofilico sin
estructuras en a-hélice entre las hélices V y VI, localizado en el lumen (Vermaas y col., 1987;
Chisholm y Williams, 1988), gue estaria de acuerdo con una menor proporcién de a-hélice en
OEC respecto a PSII RC. Los resultados del PSII RC presentan bastante similitud con los
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obtenidos para el RC de plantas (Montoya y col., 1994) y otras cianobacterias (Oren-Shamir y
col., 1995).

Espectroscopia de fluorescencia resuelta en el tiempo

Los resultados obtenidos a partir de la espectroscopia de fluorescencia resuelta en el
tiempo para el centro de reaccion de P. laminosum indican la existencia de cuatro
componentes. El més répido de S ps debido a la combinacion de un componente asignado a la
separacion de cargas (3 ps) y otro debido a la transferencia de energia (5-9 ps). El segundo, de
32 ps, asignado fundamentalmente a transferencia de energia y otros tres componentes mds
lentos de 168 ps, 870 ps y 6,5 ns debidos a la recombinacién de cargas del par especial. La
explicacién a la observacin de varios tiempos de vida puede deberse a diferentes procesos de
relajacion que sufre el par P680 en distintos estados energéticos. Estos datos no estdn de
acuerdo con el trabajo de Giorgi y col. (1996), en el que mediante el uso de espectroscopia de
absorcion resuelta en el tiempo concluyen que en el centro de reaccién del PSII de
Synechocystis, la separacién de cargas se produce en un tiempo de 20 a 30 ps.

3. Aplicacién del método de purificaciéon desarrollado a
Synechocystis PCC6803

El método puesto a punto para purificar el centro de reaccién de la cianobacteria
termofila P. laminosum pudo ser aplicado a una cianobacteria no terméfila, Synechocystis
PCC6803, con un mayor interés en cuanto a sus amplias posibilidades de transformacién
genética y a su capacidad de crecer heterotréficamente en glucosa y por tanto, un excelente
sistema para realizar experimentos de mutagénesis dirigida. El método de purificacion seguido
fue esencialmente el mismo que para P. laminosum aunque se incrementaron ligeramente tanto
la concentracion de detergente como el tiempo de incubacién en la columna. Quizds estas
condiciones algo mds drdsticas sean las responsbles de que el centro de reaccién obtenido
posea un menor contenido en f-caroteno y un ligero desplazamiento hacia el azul de la banda
de menor energia. La pérdida preferencial del B-caroteno respecto a los otros pigmentos del
PSII RC sugiere que aquél estd mds expuesto a la superficie de la matriz proteica y por tanto,
mds accesible al lavado por efecto del detergente.

Espectralmente existen algunas diferencias entre el RC aislado de P. laminosum y
el de Synechocystis. Como se ha comentado hay una mayor pérdida de P-caroteno en el
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proceso de purificacién que se aprecia claramente en su espectro de absorcion en el que la
banda a 485 nm es pricticamente inexistente. Ademads, la banda correspondiente a la transicién
Q, de la Pheo aparece menos marcada que en el RC de P. laminosum, mientras que la banda a
435 nm se presenta con mayor intensidad, indicando un mayor contenido de Chl que podria
estar asociado a una pequeiia contaminacién de la antena intemma CP47. No obstante, el PSII
RC asi obtenido puede servir para estudiar las caracteristicas espectrales/funcionales del
mismo, asi como de centros de reaccion modificados mediante mutagénesis dirigida

El PSII RC sin carotenos pudo ser reconstituido afiadiendo B-caroteno, pero a una
proporcion determinada de centro de reaccidon. Esto sugiere que existen interacciones
especificas entre Ia matriz proteica y el pigmento. Estudios posteriores tendrdn que demostrar
que el P-caroteno, asi incorporado al centro de reaccién, es funcional. Es decir, una
incorporacidn correcta del B-caroteno daria mds estabilidad al complejo y protegeria contra la
fotodegradaciéon como consecuencia de la acumulaciéon de Chl triplete que activaria la
formacién de '0,, especie de oxigeno claramente destructiva para los sistemas bioldgicos.

4. Repurificacién del centro de reaccién de plantas superiores y de

P. laminosum mediante cromatografia de exclusién en ¥PLC

Las preparaciones de PSII RC de plantas superiores descritas en la literatura
cientifica difieren significativamente tanto en sus propiedades espectrales como
estequiométricas, incluso entre preparaciones de un mismo laboratorio. Dichas diferencias
sugieren que tales preparaciones consideradas estdndar son de hecho heterogéneas. La
utilizacién de la cromatograffa de exclusion de FPLC ha demostrado que este es el caso. Asi,
mediante dicha cromatografia se obtuvieron fracciones con distinto espectro de absorcién y
contenido en pigmento. Las fracciones con un mayor contenido en pigmentos mostraban al
mismo tiempo mayor intensidad de la banda de absorcion a 435 nm, debida tnicamente a la
Chl, respecto a la banda a 416 nm, adscrita a Chl, Pheo y Cyt 5-559. Otras fracciones estaban
enriquecidas en Cyt 5-559. Ademds, las primeras fracciones, normalmente de bajo contenido
en pigmentos, mostraron una fuerte absorcion hacia 280 nm correspondiente a proteinas. Estas
fracciones corresponderian a agregados de mayor peso molecular que el compiejo PSII RC,
formados por proteinas pigmentadas y otras no pigmentadas contaminantes ya que la relacion
de absorcién 280 nm/416 nm es mucho mayor en estas fracciones. El pico principal de elucién
con baja absorcién a 280 nm y con una banda poco definida a 435 nm constituye el complejo
PSII RC puro, tanto desde un punto de vista espectral como proteico. Podemos concluir, por
tanto, que este paso cromatogrifico adicional, ademds de servir para demostrar la
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heterogeneidad de la mayoria de las preparaciones estdndar de RC, permite obtener un
complejo extremadamente puro. Sin embargo, el rendimiento de esta cromatografia no es muy
alto y por tanto, no es muy apropiado para obtener grandes cantidades de muestra muy pura,
necesarias normalmente para llevar a cabo estudios espectroscopicos o cristalograficos.

En ciertas ocasiones las preparaciones de PSIT RC de P. laminosum no son tan
puras como la preparacion estdndar descrita en la seccidn de Resultados. En estos casos hemos
aplicado también como paso adicional una cromatografia de exclusién por tamafio, como se ha
discutido anteriormente. La preparacidn de cianobacterias parece comportarse de forma similar
a la de plantas superiores durante dicha cromatografia. De igual forma que en plantas
superiores, se obtuvieron diferentes fracciones con distinto contenido proteico y de pigmentos.
El pico principal corresponde al PSII RC puro, las primeras fracciones aparecen contaminadas
con proteinas pigmentadas, posiblemente CP47 y no pigmentadas y las dltimas fracciones
mostraron mayor contenido en Cyt »-559.

Aunque de lo expuesto anteriormente se puede concluir que la cromatografia de
exclusion por tamafio se puede aplicar con éxito a la repurificacion del comliejo PSII RC, dicha
situacion no se puede generalizar para cualquier preparacién de proteina de membrana. La
presencia de detergente(s) en la muestra modifica significativamente los pesos moleculares de
las particulas, induce agregaciones indeseadas, micelas con proteinas desnaturalizadas que
tienden a agregarse con pesos moleculares muy diversos, etc. Todo ello hace que
frecuentemente los picos cromatograficos no aparezcan tan bien definidos como en el caso de
las proteinas solubles, haciendo muy dificil la separacién de la proteina objeto de estudio. La
utilizacién de columnas pre-empaquetadas de alta resolucién como las usadas es el presente
trabajo puede facilitar enormemente dicha tarea.

5. Desnaturalizacién reversible del complejo PSII RC de plantas

Los datos de EPR dieron un avance importante al trabajo comenzado con
anterioridad en nuestro laboratorio, en el que se llevé a cabo un estudio sobre la alteracién de
las propiedades espectroscdpicas del centro de reaccion producidas por el efecto de algunos
detergentes.

La sefial de EPR "light-induced spin-polarized triplet” del complejo RC del PSII es
una sefial caracteristica atribuida a la formacién del triplete *P680, como resultado de la
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recombinacién de cargas entre P680" Pheo. Esto constituye una prueba directa tanto de ia
estructura como de la funcién del centro de reaccion, pudiendo usarse también como una
medida de la concentracion relativa de P680. La aparicion y la desaparicion de la sefial del
P680 se considera como una consecuencia de la reorganizacién de pigmentos inducida por los
tratamientos con detergentes. La explicacién mds sencilla pero no por ello la dnica posible,
consiste en considerar el P680 como un dimero, al menos en su estado fundamental, formado
por dos monémeros entre los que existen interacciones. Pequefias modificaciones de su
dominio inducidas por los detergentes, afectarian fuertemente a la orientacién y/o distancia de
los dos monémeros, tanto entre ellos como con respecto a fa matriz proteica, modificando por
tanto, sus interacciones y consecuentemente, sus propiedades espectrales/funcionales. Todo
esto conllevaria un desorden de la estructura dimérica, con la consiguiente pérdida de P680 y
de la sefial de EPR, convirtiéndose en dos mondmeros de Chl que absorben a 670 nm. La
estructura del P680, muy sensible al TX-100, puede ser restablecida por intercambio de este
detergente con DM. Es interesante resaltar que este disefio experimental permite la
desnaturalizacion reversible de una proteina tan compleja como el PSII RC, compuesto de
varios polipéptidos y multiples croméforos. Condiciones mds drdsticas ocasionarfan la
desnaturalizacién irreversible del complejo. La desnaturalizacién por incubacién controlada
con TX-100 ha permitido distinguir selectivamente bandas espectrales adscritas a pigmentos
especificos y asi, caracterizar selectivamente sus propiedades espectroscdpicas y funcionales.
Esta metodologia podrfa, en principio, ser aplicada a cualquier cromoproteina de membrana.
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A pesar de que existian varios métodos de purificacion de OEC de cianobacterias
descritos, ha sido necesario la puesta a punto de un nuevo método. Los métodos
publicados no dieron resultados totalmente satisfactorios para los objetivos planteados en
esta Tesis Doctoral. Este nuevo método se basa esencialmente en la solubilizacién con el
detergente LDAO, ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa y cromatografia de
intercambio idnico en columna de gel TSK Toyopear] DEAE 650s.

La presencia del inhibidor de proteasas PMFS en todas las disoluciones usadas
durante el proceso de purificacion es fundamental para obtener un OEC de calidad. Las
cianobacterias objeto de este estudio parecen tener una alta actividad proteolitica.

El OEC obtenido y descrito en Resultados es de gran pureza, como se desprende
de sus propiedades espectrales, contenido en pigmentos y andlisis de péptidos.

A partir de este OEC se ha obtenido una preparacion del centro de reaccién del
fotosistema II de la cianobacteria P. laminosum de gran calidad, que contrasta con las
descritas por otros autores en cuanto a actividad, contenido en péptidos y composicion de
pigmentos. En base a todos estos pardmetros se puede afirmar que la preparacidn descrita
en este trabajo es con diferencia la mejor preparacién obtenida hasta el momento a partir
de una cianobacteria.

Las caracteristicas espectroscépicas del centro de reaccion obtenido de P.
laminosum son en general parecidas a las que presenta el centro de reaccién de plantas
superiores, aunque la banda de absorcién a 677 nm no aparece en €ste ltimo caso.

La actividad del centro de reaccién descrito en este trabajo es aproximadamente un
25% mds activo que el aislado de plantas superiores. Este resultado contradice
conclusiones de otros laboratorios que han propuesto que la actividad del centro de
reaccién de cianobacterias es la mitad que en plantas.

El proceso de separacién de cargas parece tener lugar en el orden de aigunos
picosegundos, como se desprende de los tiempos de vida de las cinéticas de fluorescencia.

Utilizando los complejos OEC y PSII RC descritos hemos sido capaces de obtener
por primera vez espectros de resonancia Raman excitando en la transicion Qy de los
pigmentos dentro de los complejos. En el caso del PSII RC, no sélo se observaron las
bandas procedentes de la Chl ¢ sino que también fueron evidentes las correspondientes a
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la Pheo ¢. La utilizacion de superficies metdlicas activas en SERRS permitieron reducir
suficientemente el rendimiento de la fluorescencia y, asi, obtener espectros vibracionales
de los pigmentos unidos a proteinas. Estos resultados abren las puertas a futuros estudios
sobre los estados vibracionales que acompafan a la transicién Q,, la cual juega un papel
fundamental en fotosintesis.

Los métodos desarrollados para P. laminosum han sido aplicados con bastante
€xito a otra cianobacteria, Synechocystis, que es muy interesante para estudios de biologia
molecular. Siguiendo los métodos descritos se podrd aislar el PSH RC de mutantes
obtenidos por técnicas de biologia molecular con potencial interés en estudios del PSII.

La cromatografia de exclusion resulté ser vdlida para repurificar el PSII RC, tanto
de cianobacterias como de plantas superiores, en caso de que éste se obtenga contaminado
a partir de la cromatografia de intercambio iénico. Aunque los picos de elucién no se
resuelven tan bien como en el caso de proteinas solubles, fue suficiente para obtener
fracciones con distinta composicién. En todos los casos ensayados, el pico principal
correspondia a las fracciones mds puras.

Mediante el uso controlado de determinados detergentes, se pueden conseguir
desnaturalizaciones reversibles del centro de reaccién del fotosistema I1. Ello ha permitido
la seleccion de bandas espectrales especificas, aunque in vivo estén solapadas con otras
bandas espectrales. Esta metodologia puede aplicarse, en principio, a cualquier
cromoproteina de membrana y ha servido en nuestro caso concreto para caracterizar los
efectos de la presencia o ausencia de P680 sobre la actividad y propiedades
espectroscopicas del centro de reaccién. Asimismo ha servido para concluir que el P680
es un dimero formado por dos monémeros entre los que tienen lugar interacciones
exciténicas débiles.
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