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nimeradas del 1 al 5, junto con los pigmentos y cofactores asociados (Ruffle et al., 1992).
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1.- INTRODUCCION






1.1.- Fotosintesis

La fotosintesis es el proceso mediante el cual se produce la conversion de la energia
electromagnética en energia quimica en nuestro planeta. E! verdadero origen de la encrgia libre
requerida para la sintesis de los hidratos de carbono esta en la energia radiante del Sol que es
capturada y convertida en energia quimica por los organismos fotosintéticos (Hall & Rao, 1981;
Govindjee, 1982). Las plantas, las algas, las cianobacterias y algunas bacterias son los anicos
organismos conocidos capaces de realizar este proceso. Estos organismos capturan la energia de
la luz solar y la utilizan para producir NADPH y ApH?*. Este (iltimo serd usado para sinteﬁzar
ATP. Ambas moléculas se utilizaran posteriormente en la conversion del didxido de carbono
atmosférico en hidratos de carbono. Este proceso de conversion de la energia luminica en energia

quimica ha desarrollado en la mayoria de los organismos que lo realizan (plantas, algas y

cianobacterias) la capacidad de producir O, como subproducto (Barber, 1976).

Reacciones oscuras y luminosas de la fotosintesis

Arbitrariamente la fotosintesis puede dividirse cn dos fases. La primera, en la que
se realiza la captura de la energia electromagnética y su transduccion en energia quimica (AnH™)
y sus equivalentes reducidos (NADPH) (Nicholls, 1987) s¢ denomina habitualmente como
reacciones luminosas. En la segunda parte del proceso, las moléeulas sintetizadas en la primera
parte (ATP y NADPH) s¢ consumen e¢n la reduccién del diéxido de carbono en hidratos de
carbono en el ciclo de Calvin (Hipkins & Baker, 1986) en la denominada fase oscura, lo cual no
quicre decir que este proceso solo ocurra en ausencia de luz sino que depende de las moléculas
sintetizadas en 1a fase luminosa para poder concluirse. En esta tesis doctoral se ha trabajado con
fracciones subcelulares y complejos de cromoproteinas que llevan a cabo las reacciones

luminosas del proceso fotosintético.



1.2.- Estructuras fotosintéticas

La fotosintesis en los eucariotas tiene lugar en organulos subcelulares denominados
cloroplastos. El cloroplasto esta rodeado de una doble membrana, de las que la mas externa es
altamente permeable a los metabolitos de bajo peso molecular mientras que la mas interna es
practicamente impermeable a la mayoria de las sustancias y en donde ciertas proteinas
transportadoras se encucntran embebidas. La membrana interna rodea un gran espacio central
denominado estroma el cual contiene diferentes enzimas solubles. Suspendida en el interior del
estroma existe una membrana continua denominada membrana tilacoidal la cual delimita un
espacio interno conocido como lumen. El lumen de cada tilacoide esta conectado con el lumen de
otros tilacoides. Las reacciones luminosas se realizan dentro de esta membrana. l.a membrana
tilacoidal estd muy plegada en un entramado de vesiculas aplastadas con forma de saco que a

veces se disponen apiladas formando estructuras denominadas grana .

El aparato fotosintético de los procariotas (bacterias fotosintéticas y cianobacterias)
se encuentra también embebido en estructuras membranosas que en estos organismos se
extienden a través de la célula o forman invaginaciones de la membrana celular. Cuando las
ceélulas fotosintéticas bacterianas se rompen se encuentran a menudo fragmentos de membranas
los cuales forman vesiculas cerradas de 300 a 500 A de diametro. Estas vesiculas son
denominadas cromatoforos y retienen la mayoria de la actividad fotosintética. Las membranas
fotosintéticas de cianobacterias se hallan plegadas en la célula de una forma mas ¢ menos

complicada. Generalimente estas membranas son denominadas también tilacoides.

1.2.1.- Clorofila y pigmentos accesorios

La luz del sol incidente sobre Ia superficie de la tierra abarca Ia region del espectro
comprendida entre 300 y 1150 nm. A longitudes de onda mayores el vapor de agua vy e} dioxido
de carbono en la atmosfera actian como un filtro impidiendo el paso de esa parte de la radiacién

solar. A longitudes de onda menores la absorcién por la capa de ozono y otras moléculas es



csencialmente del 100 % (Sauer, 1986). La fotosintesis depende de la absorcion de la energia
radiante del Sol por los pigmentos fotosintéticos que se encuentran asociados a proteinas
localizadas en la membrana tilacoidal de plantas y de algas y en la membrana plasmatica de las
bacterias fotosintéticas.

Los principales pigmentos fotosintéticos en las plantas superiores, algas y
cianobacterias son la clorofila a (Chl a) y la clorofila b (Chl b) mientras que en bacterias
fotosintéticas son los analogos bacterianos de estos pigmentos bacterioclorofila a (Behl a) y
bacterioclorofila b (Bchl b). la estructura de las clorofilas se basa en un sistema anular
porfirinico, con un atomo de Mg central, que contiene un entramado de dobles enlaces conjugados
que absorben la luz. Las clorofilas difieren entre ellas solamente en algunos sustituyentes
laterales. Una larga cadena hidrocarbonada denominada "fitol" esta csterificada al anillo IV del
tetrapirrol.  Esta larga cola hidrocarbonada ayuda a la clorofila 2 "anclarse” en el medio

hidrofobo de las proteinas de membrana con las cuales se asocia.

Los organismos fotosintéticos también conticnen pigmentos denominados
accesorios entre los que se encuentran los carotenoides y las ficobilinas, Ademés de absorber la
luz estos pigmentos tienen una funcién protectora durante el proceso fotosintético, sobre todo en
organismos en los que éste s asocia con la fotolisis del agua cn los que el oxigeno puede llegar a
convertirse en oxigeno singlete el cual puede dafiar bien a los complejos pigmento-proteina o a los

lipidos de la membrana tilacoidal (Webb & Green, 1991).

1.2.2.- La unidad fotosintética

Los pigmentos que absorben la luz se localizan en proteinas de membrana las
cuales se asocian formando unidades funcionales llamadas fotosistemas en donde la energia de
excitacion es transferida hasta que es atrapada en un lugar especializado de la unidad para su
conversién fotoquimica. Este lugar es denominado centro de reaccion (Duysens et al, 1961;
Clayton, 1965) ¢l cual ésta formado por un complejo de proteinas de membrana, moléculas

especializadas transportadoras de electrones y moléculas de Chl a que se encuentran €n un



ambiente cspecial y forman el centro reactivo. La mayor parte de la unidad fotosintética sirve
como "colectores" de energia clectromagnética, los pigmentos que constituyen dicha unidad se
asocian en grandes complejos con proteinas y s¢ les suele denominar complejos de antena o

proteinas de la antena. El funcionamiento de este tipo de unidades fotosintéticas resulta en una

utilizacién mas eficiente de la energia absorbida.

La membrana tilacoidal de plantas, algas y cianobacterias contiene dos tipos de

fotosistemas denominados fotosistema I (PSI) y fotosistema II (PSII). El PSI ¢s un complejo

multiproteico en forma de trimero (Krauss et al., 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. EI PSII ¢s también un complejo multiproteico

(Seibert, 1993) que se localiza principalmente en las membranas granales, el centro reactivo se
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Figura 1.1.- Esquemaen Z. El esquema en Z es un modelo ampliamente aceptado en el que sc

ilustran los cambios en los potenciales de reduccion de los componentes del sistema fotosintético

de transporte de electrones.

cree csta formado por un par de Ch! a llamado P680 ya que absorben a 680 nm. Rodeando al

PSII se encuentra un complejo de antenas denominado LHCII, aunque hay también un "pool"



movil que puede transferir energia bien al PSI o al PSII (Allen, 1992 ab). Asociado a este
fotosistema se encuentra el sistema responsable de la fotélisis del agua. Estos dos fotosistemas se
encuentran conectados en un transporte electrénico no ciclico que genera la reduccion det NADP
y un ApH™, es ¢l denominado esquema en Z (figura 1.1) ampliamente aceptado, aunque algunos
autores han argumentado diferentes hipétesis en su contra (Amon & Barber, 1990). Esta
asociacion de dos unidades fotosintéticas solo se da en plantas, algas y cianobacterias, mientras
que en bacterias fotosintéticas unicamente s¢ encuentra una unidad fotosintética y el transporte

electronico es preferentemente ciclico (Youvan & Marrs, 1987).






1.3.- Capturay transferencia de la energia de excitacion

1.3.1.- Excitacién de las moléculas de pigmentos

Cuando los fotones emitidos por una fuente de luz son absorbidos por una molécula
se da una redistribucion de sus electrones. El campo electromagnético asociado con la radiacion
interacciona con los electrones. Habitualmente estos electrones se encuentran restringidos a
ocupar orbitales moleculares de bajo nivel energético, de acuerdo con el principio de exclusion de
Pauli. La consecuencia para la mayoria de los electrones es que se encuentran apareados y
ademas solo s¢ encuentran dos de ellos por orbital. Tras la absorcién de un foton por el
croméforo uno de estos clectrones es promovido a un orbital que no estd ocupado en el estado
basal. Lo mas probable es que este proceso se realice sin cambiar el mimero cuantico de spin del
electrén promovido, de esta forma se produce un estado excitado singlete mediante este electron,
asumiendo que en el nivel basal ambos tuvieron spines apareados. De esta forma la energia de un
foton cs convertida en un incremento de la energia electronica de la molécula al promover un
electron al orbital del estado excitado (Birks, 1970). La probabilidad de que la absorcién de un
foton se lleve a cabo es una propiedad cuantica de la molécula, una medida de esta probabilidad
es el coeficiente de extincion de la molécula en funcién de la longitud de onda (o energia).

Para los organismos fotosintéticos es fundamental desarrollar formas de
incrementar la absorcion de los complejos de la antena asociada a un centro de reaccion. La
antena conectada al centro de reaccién realiza este proceso principalmente de dos formas: la
primera ¢n la que la absorcién es aproximadamente aditiva por lo que hay un incremento en la
proporciéon de! nimero de moléculas de la antena por centro de reaccién; la segunda el
ensanchamiento de las bandas de absorcién incrementa la probabilidad de captar fotones de
energias que no son absorbidas cficientemente por las moléculas de pigmento aisladas. Hay
diferentes mecanismos mediante los que se da este fenomeno para una molécula grande como es
la clorofila y ¢l resultado es que muchas transiciones individuales pueden conjuntarse,
produciendo una banda continua de energias (normalmente de 50 nm 6 mas). Interacciones con
moléculas vecinas tanto del solvente como de fa membrana producen un ensanchamiento mayor.

Ademas efectos eléctricos con el medio proteico circundante pueden producir desplazamientos en



los maximos de absorcion influenciando las energias de los estados basal y excitado. Este tipo de
efectos son producidos por la polarizabilidad electronica del momento dipolar debida a la

localizacion de la molécula alrededor de grupos cargados.

1.3.2.- Transferencia de la energia de excitacién

La presencia de grandes sistemas de antena mejora la captacion de energia
electromagnética por el sistema varios cientos de veces, pero a la vez impone la condicién de que
la transferencia de la energia de excitacion debe de realizarse de forma eficiente entre las distintas
moléculas de cromoforos que integran la antena. Hay diferentes mecanismos mediante los que se
da este fenomeno: excitones deslocalizados, mecanismo de resonancia inductiva y otros mas
complejos (Knox, 1986).

Un exciton consiste en un electrén deslocalizado y su hueco asociado (hueco
formado en el orbital correspondiente al estado basal). El excitéon mas simple se da cuando tanto
el electron como el hueco se forman en ¢l mismo croméforo y se denomina exciton molecular, El
exciton molecular se dice que esta Jocalizado en el sentido que se halla restringido a la region de
orbitales moleculares relacionados dentro de una molécula. Los excitones moleculares pueden
estar en estado singlete, donde el momento angular del spin del electron es igual al que tenia antes
de la absorcion del foton, es decir todos los electrones se encuentran apareados, o en estado
tripletc donde dos electrones se encuentran desaparcados. Cuando los croméforos estan muy
cercanos unos a otros las interacciones entre ellos contribuyen a deslocalizar el electrén. En este
caso el clectron excitado y su hueco asociado descansan sobre un conjunto de orbitales
moleculares de todos los croméforos que participan en la interaccion. Los orbitales
supramoleculares en los que reside un excitén deslocalizado son diferentes de los propios de las
moléculas de cromoforos individuales cuando estan separadas. Este tipo de interacciones,
denominadas excitonicas,conducen a ”splitﬂngs" de energia que ensanchan la banda de absorcion

o en algunos casos se resuelven en varios componentes (Scherz & Parson, 1984).



Excitén deslocalizado . .
Transferencia Forster

Figura 1.2.- La energia de excitacion migra dentro de la antena por el mecanismo de resonancia
inductiva. Unos cien pasos de este tipo s¢ dan antes de que la energia de excitacién alcance el

centro de reaccion.,

La deslocalizacion de un exciton en si misma no es un ejemplo de transferencia de
la energia de excitacion porque ésta pertenece a todos los croméforos que interaccionan, pero este
proceso constituyc una parte importante del mecanismo por el cual la encrgia de excitacion
alcanza los centros de reaccion. Ademas hay amplia evidencia de la ocurrencia de este fendmeno
cn complejos de antena fotosintéticas. Las interacciones son mayores cuando las moléculas que
participan son idénticas, aunque también se puede dar entre moléculas que no son iguales pero
sus energias son parecidas (por ¢jemplo Chi a y Chi b). Este tipo de interacciones son de rango
corto y no se extienden a distancias de 10 a 20 nm necesarias para conectar la periferia de la
antena al centro de reaccion.

El mecanismo por el cual Ia energia de excitacion salta de un complejo de proteina
pigmento de la antena a otro a distancias mayores de 2 nm recuerda a un mecanismo de péndulos
acoplados y se denomina resonancia inductiva (también conocido como mecanismo Forster;
Forster, 1965). La interaccion entre un pigmento electrénicamente excitado y sus vecinos en el

estado basal inicia una transicion descendente de la encrgia de excitacion del grupo excitado

acoplada con una transicion ascendente en las cercanias del pigmento aceptor a través de una

"~



interaccion culombica (figura 1.2). El dipolo de oscilacion asociado a la desexcitacion de una
molécula se encuentra acoplado a una oscilacion en simpatia con otra molécula vecina, causando
la excitacion de la ultima. La primera molécula dona su energia de excitacion directamente a la
segunda. Como en cste tipo de interaccion participan los momentos inducidos, la magnitud de la
interaccion decae con ¢l inverso de la sexta potencia de la distancia d©. Sin embargo para la
deslocalizacion de un exciton fa energia de interaccion decae como d-*. El mecanismo Férster
aunque es profundamente dependiente de la distancia es sin embargo una interaccidon de largo
rango. Para cromoforos como la clorofila tiene una distancia de accion de unos 8 a 10 nm
(Knox, 1977). EI rango no se ha determinado para complejos de pigmento-proteina con gran
cantidad de cromoforos. Hay otros mecanismos que se han propuesto para la transferencia de la
excitacion a distancias mas cortas, ¢n uno de los cuales se propone que el electron y el hueco son
intercambiados a la vez entre la molécula de donador excitado y la del aceptor no excitado. Un
punto importante es que en todos estos mecanismos de transferencia de energia, el electron
cargado negativamente y el hueco asociado cargado positivamente se encuentran en orbitales en
la misma region del espacio en la molécula o grupo de moléculas. La separaciéon espacial de las

cargas no se producira hasta que la energia de excitacion no alcance el centro de reaccién.

1.3.3.- Separacién de cargas en el centro de reaccién

La separacion de cargas que se da en los centros de reaccion fotosintéticos es una
reaccion redox en la cual un electron del donador se transfiere a un orbital molecular desocupado
en la molécula del aceptor. La diferencia se da en que esta reaccion tiene lugar en el complejo de
centro de reaccion tras la excitacion del complejo. Las moléculas excitadas son mejores
donadores de electrones que las no excitadas pues es necesaria menos energia para remover ¢l
electrén del orbital mas energético. Las moléculas excitadas son también buenos aceptores
debido al hueco disponible en el orbital basal.  Cual de estos dos papeles predomina en una
situacion de una molécula excitada depende del ambiente circundante a esta molécula.

En todos los centros de reaccion conocidos contiencn moléculas de Chl o Behl y la

evidencia indica que estos cromoforos donan electrones tras su excitacion, lo que significa la

1M



existencia de buenos aceptores de electrones en su proximidad. En todos los casos conocidos el
aceptor ¢s o bien otra clorofila (Bchl) o una feofitina (Bpheo). Si el aceptor y ¢l donador son el
mismo tipo de molécula sera dificil conocer si el estado excitado previo a la scparacion de cargas
ocurre en una molécula o en la otra o si ¢l exciton se deslocaliza entre ambas. Como resultado de
la separacion de cargas ¢l electrén y el hueco estan por primera vez separados en ¢l espacio y
focalizados en especies moleculares diferentes. Para evitar que tenga lugar la recombinacion del
hueco y el electron en la misma molécula, lo que disiparia la energia y evitaria cualquier
posibilidad de almacenarla, el aceptor primario del electron rapidamente transfiere el electron a
aceptores secundarios y ¢l donador primario oxidado s¢ reduce por donadores secundaﬁos

(Parson & Holten, 1986; Kirmaier & Dewey, 1987).




1.4.- Proteinas de membrana

Como se ha sefialado en la seccion 1.2.2 el aparato fotosintético se compone de
pigmentos asociados a proteinas. Estas proteinas ademas, ticnen la caracteristica de encontrarse
localizadas en una membrana. Las proteinas fotosintéticas se encuentran rodeadas por los lipidos
de la membrana tilacoidal (en plantas, algas y cianobacterias) o celular (bacterias fotosintéticas).
Hablando de una forma coloquial se puede decir que las proteinas de membrana ticnen su cabeza
y sus pies en el agua mientras su cuerpo esta rodeado de un liquido viscoso. Como resultado
estas proteinas no son solubles en tampones acuosos, para su solubilizacidn se necesita afiadir
detergentes a la solucidn tampén. Cuando se utilizan por encima de su concentraciéon micelar
critica {CMC), las moléculas de detergente sc hallan unidas a la superficie hidrofobica de los
complejos de proteinas de membrana. Uno de los puntos mas criticos en el manejo de proteinas
de membrana es el uso de un detergente o mezcla de detergentes adecuados, que reemplacen a los
lipidos de la membrana original lo mas perfectamente posible, donde "perfectamente" significa

que no induzcan un descenso en su estabilidad y ningin cambio en su estructura y/o funcién.

Las proteinas de membrana se pucden clasificar en tres tipos (Michel, 1991): a)
proteinas unidas a la membrana, b) proteinas intcgrales de membrana y ¢) complejos de proteinas
de membrana.

a) Este tipo de proteinas se hallan unidas a las membranas biolégicas solamente por
interacciones polares, pueden ser liberadas al medio acuoso frecuentemente mediante lavados con
alta concentracion de sal, EDTA o soluciones alcalinas. Si una proteina puede ser extraida de la
bicapa lipidica por estos agentes se considera que esta unida a la membrana y no es una proteina
integral de membrana.

b) Las proteinas integrales de membrana son definidas por su insolubilidad en
ausencia de detergentes. Dentro de las proteinas integrales de membrana debe diferenciarse entre
proteinas que estan "ancladas" a la membrana, en las que la mayoria de la proteina sobresale de
la membrana, y proteinas en las que Ja mayor parte de su estructura se encuentra embebida en la

membrana. Normalmente las proteinas ancladas en la membrana sélo poseen una Gnica a-hélice



atravesando la membrana. un cjemplo tipico s a subunidad H del centro de reaccion de bactenas
pirpuras fotosintéticas (Deisenhofer & Michel. 19890 Allen ot al . 1987a). Las proteinas
realmente de membrana son aguellas que ticnen multiples scgmentos dentro de la membrana, cl
cjemplo tipico cs la bacteriorodopsina cen fa que se han determunado la existencia de 7 a-héhices
(Henderson & Umwin. 1973) La presencia de 3 a-hélices atravesando la membrana tilacoidal en

¢l caso de las subunidades D1 v D2 det PSITRC v Ly M.y del RC de Rhodopsendomonas

Figura 1.3.- Estructura tridimensional cn diagrama de cintas det RC de Rps viridis mostrando

las subunidades L. M. H v el citocromo. junto con los pigmentos v cofactores.

viridis v Rhodobacter sphacroides (Michel & Deisenhofer. 1988: Allen ot al, 1987a)
respectivamente. las cataloga dentro de este tipo de proteinas de membrana.
¢} Los complgjos de proteinas de membrana son complejos multiproteicos que

estan formados por los dos tipos anteriores.  Como cjemplos tipicos tenemos la citocromo

oxidasa. el PSIL ¢l PSI la ATPasa. ¢l Citocromo bgf. cte.



1.4.1.- Purificacién de proteinas de membrana

1.4.1.1.- Aislamiento de membranas

Para purificar una proteina de membrana ¢l mejor material de partida es la
membrana bioldgica en la que se localiza y donde se encuentra enriquecida. Una vez mas el
¢jemplo clasico son las membranas fotosintéticas de los diferentes organismos u organulos
fotosintéticos, las membranas de organos cléctricos, la membrana de Halobacterium halobium,
etc. El primer paso es la ruptura de las células por distintos métodos normalmente mecanicos
(prensa French, sonicacion, chogque osmético, etc). A continuacion las membranas son separadas
de los restos celulares por centrifugacion diferencial y en algunos casos se purifican en un mayor

grado después por centrifugacion isopicnica.

1.4.1.2.- Aislamiento de proteinas de membrana

Se¢ ha demostrado en algunos casos la ventaja de climinar las proteinas periféricas
de membrana antes de realizar la purnificacion de la proteina deseada, con los tratamientos
indicados antes, aunque estos tratamientos pueden también eliminar proteinas periféricas que
estan unidas a la proteina integral de membrana en su estado funcional.

La unica manera de solubilizar proteinas con grandes dominios hidrofilicos e
hidrofobicos es la adicion de detergentes a Ja solucion para cubrir las regiones apolares de las
proteina. Aunque el uso de bajas relaciones de detergente a proteina puede extracr en ciertos
casos una proteina especifica (Ogrodnik et al., 1988), generalmente la estrategia que se lleva a
cabo es la de solubilizar totalmente la membrana y scparar posteriormente sus componentes en
sus micelas de detergente. Se considera que una proteina de membrana esta solubilizada cuando
se encuentra cn ¢l sobrenadante tras una centnfugacion a 100.000 x g durante una hora. Detalles
sobre los conceptos de solubilizacion de proteinas de membrana son descritos por Helenius &
Simons, 1974 y Tanford & Reynolds, 1978.

Para la solubilizacion inicial, los detergentes son seleccionados de acuerdo a los

siguientes criterios: 1) su capacidad para solubilizar una determinada membrana y 2) Ia



estabilidad de la proteina de membrana una vez aislada en el detergente.  Los detergentes con
pequefias cabezas polares tienden a solubilizar mejor las proteinas de membrana que los que
tienen cabezas polares mas grandes, pero desestabilizan las proteinas en un mayor grado. Para
evitar esto lo que se suele hacer es llevar a cabo la solubilizacion de la membrana con ufn
detergente y la purificacion de la proteina con otro mas "suave”. Dentro de las serics homologas
de detergentes, se nota un incremento de la estabilidad de la proteina con una mayor longitud de
1a cadena alquilo del detergente. Por ¢jemplo en determinadas condiciones de pH Ia
bacteriorodopsina es mas estable en nonil-f, D-glucopiranosido que  en octil-, D-
glucopirandsido por un factor de 3 (Michel, 1991). Entre los detergentes con cadena alquilo
aquellos con grupos de cabeza cargada (por cjemplo SDS) no son propicios para el aislamiento
de proteinas de membrana en estado nativo. Sin embargo se dan algunas excepciones como el
centro de reaccion det PSI de cianobacterias (Ford et al, 1987). Detergentes zwiterionicos (por
gjemplo LDAQO) con colas alquilo apolares s¢ pueden usar con mas proteinas pero son todavia
demasiado "fuertes” para la mayoria de las proteinas de membrana. Entre los detergentes con
cadena alquilo aquellos con una cabeza de poli-oxietileno o un disacarido son los mas suaves (por
ejemplo, TX-100, DM).

Los métodos de separacion para proteinas de membrana son los mismos que para
proteinas solubles con 1a condicion de trabajar con tampones con detergente a concentraciones
superiores a la CMC. El método mas usado sucle ser la cromatografia de intercambio idnico
aunque otros 1ipos de cromatografia como la de afinidad o gel filtracion son también usados,
aungue en el ultimo caso no sea tan frecuente como en proteinas solubles debido a que fa

presencia de detergente provoca un aumento de la masa de la proteina.



1.5.- El fotosistema 11

El complejo del PSII se puede fraccionar bioquimicamente en diferentes partes, la
antena, la cual sc puede subdividir a la vez en antena extrinseca e intrinseca, el centro de reaccion

y las proteinas extrinsecas asociadas al centro de reaccién que estabilizan el sistema de fotolisis

del Hzo

1.5.1.- Antena extrinseca del fotosistema I1

Alrededor de Ia mitad de la clorofila en plantas verdes y en los tilacoides de las
algas verdes estd unida a una proteina que contiene tanto Chl a como Chl b, ¢s la antena LHCIL.
Este complejo funciona como el mayor colector de energia solar y ademas juega un papel
fundamenta! cn el apilamicnto de las membranas de tilacoides v en la regulacion de la
distribucion de la energia de excitacion entre el PSI y el PSII (Bassi et al., 1990}, En
cianobacterias este complejo es sustituido por complejos de proteina-pigmento denominados
ficobilisomas. La antena LHCII consiste en una familia de proteinas con gran homologia de 25
a 27 kDa de peso molecular que difieren en sus potenciales de fosforilacion y en su distribucion
en complejos mas fuertemente unidos y otros localizados mas periféricamente pero que se
caracterizan por una organizacion idéntica de sus croméforos (Larsson et al., 1987; Spangfort &
Andersson, 1989). El aislamiento de esta cromoproteina se realizé por primera vez hace unas dos
décadas tras la solubilizacion de cloroplastos con SDS (Thomber, 1986). El complejo se aislo en
forma monomérica, y sc llegd a un consenso general sobre la existencia equimolecular de
cantidades de Chl a y Chl b, con un nimero total de 6 clorofilas por proteina (Kan & Thomber,
1976). El desarrollo de nuevos métodos de purificacion basados en la solubilizacién con
detergentes mas "suaves" como Triton X-100 y n-octil B,D-glucopirandsido, condujeron al
aislamiento de este complejo proteico en forma de trimero (Butler & Kiilbrandt, _1988),
compuesto de mondmeros idénticos o mﬁy parecidos (Kilbrandt, 1984). Cada uno de los
mondmeros tiene un peso molecular de 25 kDa con 8 Chl a, 7 Chl b y algunos carotenoides

unidos no covalentemente. La estructura tridimensional de esta proteina se ha determinado por



microscopia clectronica on eristales bidimensionales (Kiilbrandt & Wang, 1991: Kiilbrandt,

1992)

Figura 1.4.- Modelo de la estructura tridimensional de la antena LHCU de Pisum sativum a 6A
de resolucion (Katbrandt & Wang, 1991) vista desde su posicion insertada en la bicapa lipidica.
Las a-hélices sc marcan como A. B v € ademas de las moléculas de clorofila marcadas del 1 al

15. Las clorofilas 6 y 12 sc hallan cscondidas detrds de fa a-helice B.

Como sc ha comentado anteriormente esta antena jucga un papel clave en la
regulacion de fa encrgia entre las dos unidades fotosintéticas en plantas vy algas verdes. La
fosforilacion de esta cromoproteina de membrana es fundamental en estc proceso. En su forma
defosforilada la LHCII intcracciona especificamente con ¢l PSIT v la luz recogida por ella es
convertida en potencial electroguimico en el centro de reaceion del PSIL Tras la fosforilacion por
una kinasa {Allen, 1983) de un residuo de Thr cerca del amino terminal ¢l complejo proteico

abandona ¢l PSIl v migra hacia el PSI {Allen. 1992). La fosforilacion de proteinas afecta



también a otras proteinas de membrana del cloroplasto y tiene un papel regulador en bacterias

fotosintéticas, las cuales poseen diferentes sistemas de antena.

La existencia de algunas proteinas diferentes de la LHCII que tambicén unen Chl b
de 29 a 24 kDa ha sido descrita por algunos autores {(Ghanotakis et al., 1989; Camm & Green,
1989). Algunos investigadores han propuesto para estas proteinas un papel de conexion entre la
antena intrinseca y la antena extrinseca aunque esta hipotesis no esta aun confirmada (Bassi,

1990).

1.5.2.- Antena intrinseca del fotosistema 11

La antena intrinseca del PSII esta formada por dos polipéptidos denominados CP43
y CP47. Ambas cromoproteinas s¢ encuentran estrechamente relacionadas con el centro de
reaccion del PSH (complejo DI-D2-Cyt b559) que junto con la proteina de 33 kDa asociada al
lado luminal del PSII forman el complejo denominado "oxygen-evolving core complex” (OECC).
Ambos polipéptidos se cree que estan integrados por 6 a-hélices transmembranales y un gran
dominio hidrofilico entre 1a V' y VI a-hélices localizado en el lumen. Las proteinas CP47 y CP43
tienen masas moleculares aproximadas de 51 y 46 kDa, respectivamente,y son codificadas por los
genes cloroplasticos pshbB y psbC (Bricker, 1990). Estudios del sistema basados en la
incorporacién de 14C en algas verdes unicelulares, han demostrado que su estequiometria con los
polipéptidos que integran el centro de reaccion (D1 y D2) es de 1:1:1:1 (de Vitry et al., 1987;
Gounaris, ¢t al., 1990). La cantidad de moléculas de Chl a y carotenoides que portan ambos
polipéptidos varia segin los autores. Asi en complejos del PSIT desprovistos de la proteina
CP43 (contienen solo CP47 mas el complejo D1-D2-Cyt b559) (Dekker ct al., 1989) se ha
estimado que conticnen de 30 a 34 moléculas de Chl por centro de reaccion segin el contenido de
Cyt b559 (Dekker et al., 1990) y la cantidad de Qa fotoreducible (Régner et al., 1991), otros
autores basandose en el contenido de 2 Pheo a por centro de reaccion han publicado valores de 17
a 18 moléculas de Chi en el mismo tipo de complejos (Akabori et al., 1988; Gounaris et al.,

1990). Calculos del nimero de moléculas de clorofila en base a la cantidad de Qa fotoreducible



en complejos de OECC también han sido realizados con el resultado de 31 a 35 Chl por centro de
reaccion (van Leuween et al, 1992). Consccuentemente se ha estimado que la cantidad de
moléculas de Chl a por polipéptido en CP47 es de 19 a 26 (Dekker et al., 1989; Régner et al,,
1991) 0 de 10 a 13 (Gounaris et al., 1990). El polipéptido CP43 se ha estimado que contiene de
10 a 12 moléculas de Chl a (Rogner et al., 1991) o aproximadamente 13 moléculas (Barbato et

al., 1991).

Aunque se conoce poco sobre el papel fisiologico tanto de CP47 como de CP43
ambas parecen ser necesarias para la formacion de un complejo del PSII estable.  Asi se han
aislado varios mutantes de algas y cianobacterias en los que su incapacidad para acumular la
antena CP43 produjo un descenso en la sintesis de las proteinas CP47, D1y D2 (Dzelkalns &
Bogorad, 1989; Carpenter et al., 1990). Estas observaciones indican un papel para la proteina
CP43 de estabilizacion en ¢l complejo del PSIL. En contra de estos mutantes los cuales como
consecuencia de su incapacidad de sintetizar las proteinas CP47, D1 y D2 no fueron capaces de
sintetizar centro de reaccion (Nixon et al, 1991), hay ciertos autores que han publicado la
existencia de bajas concentraciones de centros de reaccion en mutantes sin la proteina CP43

(Vermaas et al., 1988).

Todos los métodos bioquimicos usados para aislar la proteina CP43 han
desembocado en la pérdida de Qa del centro de reaccion impidiendo la fotoreduccion de la
primera quinona (Yamagishi & Katoh, 1985; Akabori et al., 1988; Pctersen et al,, 1990). Estos
datos condujeron a pensar que la proteina CP43 podria jugar un importante papel en la
estabilizacion del "nicho" de Qa. Sin embargo el aislamiento de complejos de OECC sin esta
proteina a partir de mutantes de Synechocystis PCC6803 que ain conservan la transferencia
electronica entre el donador secundario Z (ver apartado del centro de reaccion) y Qa descartan

esta hipotesis (Rogner et al., 1991).

La proteina CP47 se sintetiza de forma concertada con los dos polipeptidos

principales del centro de reaccion D1 y D2, mientras que la sintesis de la protcina CP43 se



realiza de forma independiente. Ambas antenas se¢ acumulan en las membranas apiladas de los
tilacoides y necesitan la unién rapida de sus pigmentos durante el proceso de sintesis para poder
llevar a cabo de forma correcta su plegamiento. La proteina CP47 ¢s la primera que se ensambla
con los polipéptidos del centro de reaccion para posteriormente asociarse al complejo la proteina
CP43 (de Vitry et al,, 1989). Aunque en un primer momento se penso que la proteina CP47 era
el centro de reaccion (Nakatani et al., 1984), actualmente se piensa que juega un papel importante
en ¢l ensamblaje del complejo del PSII, asi por ejemplo parece ser que la proteina de 33 kDa
responsable de la estabilizacién del dominio del Mn, esti unida al complejo del PSII mediante la

proteina CP47 (Bumap & Sherman, 1991).

1.5.3.- Las proteinas extrinsecas de 33, 24 y 17 kDa

Estas proteinas se encuentran en una estequiomctria de 1:1:1 con el PSII RC
(Enami et al., 1991). La proteina de 33 kDa protege ¢l complejo del Mn y mantiene una
configuracién que optimiza la eficiencia catalitica de la oxidacion del agua. Es codificada por el
gen psbO el cual se crefa de origen nuclear pero que recientemente otros autores han determinado
como un gen cloroplastico (Hallick, 1989). Esta proteina contiene un enlace disuifuro en el
interior de la proteina esencial para mantener su propia conformacién y su capacidad de
reconstituir ciertas preparaciones de PSII con esta proteina (Tanaka et al., 1989). La proteina de
33 kDa se une directamente a las zonas hidrofilas de polipéptidos de membrana del PSH (Burnap
& Sherman, 1991). Esta proteina puede ser rapidamente desprendida del complejo del PSII
mediante tratamiento de las muestras con altas concentraciones de Tris a pH basico (Akerlund &
Jansson, 1981), 1 M de CaCl, (Kuwabara et al., 1985) o altas concentraciones de urca (Miyao &
Murata, 1984). La mayoria de estos tratamientos liberan también los atomos de Mn en el
complejo, aunque ciertos tratamientos en condiciones menos drésticas dejan el complejo del Mn
intacto liberando la proteina (Kuwabara et al., 1985).

Los otros dos polipéptidos de 24 y 17 kDa estan también asociados con
preparacioncs que mantienen la actividad de desprendimiento de oxigeno (excepto OECC). Son

producto de genes nucleares y son rapidamente liberadas del complejo de PSII por tratamicnto de

70



las muestras con altas concentraciones de NaCl. En ausencia de estos polipéptidos son
necesarias altas concentraciones de Ca?* y Cl° para mantener la actividad de evolucion de
oxigeno. La proteina de 24 kDa mejora la union de al menos un Ca?* a su lugar de unidn en el
PSII mientras que la de 17 kDa mejora la unién de CI a su sitio de union en el PSIL No se
conoce si estos polipéptidos se unen a proteinas intrinsecas de membrana del PSII o si tienen

puntos de unién en la proteina de 33 kDa (Brudvig et al., 1989).

1.5.4.- Centro de reaccion del fotosistema I

1.5.4.1.- Aspectos estructurales. Polipéptidos

Fi centro de reaccion del PSII purificado esta integrado por los polipéptidos D1y
D2 mas los dos péptidos que forman el citocromo b559. Este complejo es el que cataliza
directamente la transferencia de electrones desde ef agua a una plastoquinona en vivo. El PSII
ticne varios polipéptidos de pequefio peso molecular adyacentes de los que actualmente no se
conoce mucho sobre su funcién. Como corazon del complejo tenemos un heterodimero formado
por las proteinas D1 y D2, las cuales poseen una homologia funcional y estructural con las
subunidades L y M del centro de reaccion bacteriano (Deisenhofer et al., 1985; Allen et al,
1987a,b; Chong -et al, 1991) y constituyen el complejo proteico con el que se asocian los
cofactores que realizan los procesos fotoquimicos primarios. Se caracteriza por una simetria
doble tanto de los cofactores asociados como de los polipéptidos con respeeto a un gje imaginario
perpendicular al plano de Ja membrana. La relacién entrc ¢l centro de reaccion det PSI y el
centro de reaccion de bacterias purpuras ha sido investigada (Michel & Deishenhofer, 1988;
Deisenhofer & Michel, 1989) sugiriéndose que la duplicacién de un tnico gen ha conducido a
este tipo de estructuras heterodiméricas. Las proteinas D1 y D2 son codificadas por los genes
cloroplasticos pshA y psbD respectivamente y tienen un peso molecular de 32 y 34 kDa
respectivamente {Delapelaire & Chua, 1979). Aunque se ha encontrado cierta homologia con las
proteinas L y M del centro de reaccion bacteriano ¢sta no es muy alta (Youvan et al., 1984,
Williams et al., 1984). Sin cmbargo las estructuras tridimensionales de los centros de reaccion de

Rps. viridis y Rb. sphaeroides han demostrado que las homologias cntre las secuencias de



aminodcidos incluyen residuos claves para la funcion de estos complejos proteicos. Ambas
proteinas estian compucstas por cinco a-hélices localizadas en la bicapa lipidica denominadas A,
B, C, Dy E mas una pequefia a-hélice en el lumen del tilacoide entre las a-hélices C y I (Michel
& Deisenhofer., 1988). El % de estructura secundaria del complejo D1-D2-Cyt b3559 se ha
determinado mediante FTIR (He et al., 1991) dando como resultado unos valores de 67.2 % de -
helice, 9.35 de hoja plegada By un 11.1 % de codos, los cuales son muy parecidos a los valores
"para cada uno de los tipos de estructura secundaria determinada para los centros de reaccién de
Rps. viridis y Rb. sphaeroides desprovistos de la proteina H (Allen et al., 1987a; Deishenhofer et
al., 1985). Recientemente y tomando como base la estructura determinada por difraccion de
rayos X del centro de reaccién de Rb. sphaeroides sc ha modelado una estructura para cl centro

de reaccion del PSII de P. sativium (Ruffle et al., 1992).

Figura 1.5.- Modelo del complejo D1-D2-Cyt b559 con la proteina de 33,23 y 17 kDa, el
complejo tetramérico del Mn y las proteinas de la antena intrinseca comparado con ¢l centro de

reaccion bactenano.

1.5.4.2.- Aspectos estructurales. Pigmentos y cofactores
Pigmentos y cofactores
El aislamiento de la particula denominada actualmente como centro de reaccion del

PSII fue aislada por primera vez por Nanba & Satoh, 1987. La estequiometria de pigmentos de
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este material fue de 5 Chl a, 2 Pheo a y 1 B-caroteno. No se encontr6 ninguna plastoquinona, ni
tampoco Chl b. Barber et al., 1987 determinaron mediante absorcion atdomica que el centro de
reaccion del PSII contenia un atomo de Fe como en el centro de reaccion bacteriano pero no tenia
Mn. Posteriormente también se demostrd la existencia del atomo de Fe en el centro de reaccion
del PSII mediante espectroscopia de EPR (Telfer et al,, 1988), sin embargo ambos autores
coincidieron mas tarde que cstc cofactor del centro de reaccién del PSII se perdia en las
preparaciones del complejo D1-D2-Cyt b559 purificadas como Nanba & Satoh. Se ha
encontrado que el complejo D1-D2-Cyt 559 también contienc una molécula de monogalactosil
diacil-glicerol por centro de reaccion (Murata et al., 1990) especulandose sobre la posible funcién
de estabilizacion del complejo de esta molécula de fosfolipido.  Actualmente hay una fuerte
controversia sobre el contenido de pigmentos de esta particula en la literatura sobre todo en el

namero de clorofilas, B-caroteno v Cyt b559 que une el complejo.

Organizacion

Los pigmentos y quinonas del centro de reaccion del PSII se piensa que estan

estructurados en la proteina de forma sinular a la del centro de reaccion de  bacterias parpuras

Qg Q4

Figura 1.6.- Organizacion de los pigmentos v el atomo de Fe del centro de reaccion de

Rps.viridis.



debido a que las secuencias de aminoacidos donde se encuentran el donador y aceptor primarios y
Ja zona de Qa y el Fe no heminico se encuentran casi totalmente conservadas en el PSII (Michel

& Deisenhofer, 1988) (Figura 1.6).

Como se puede observar en la figura 1.6 los pigmentos se encuentran relacionados
por una simetria doble formando dos posibles rutas para el transporte electrénico. El donador
primario (D), formado por un dimero de Bchl, seria el punto de inicio para una reaccion de
transferencia electrénica a través de la membrana inducida por la luz . Cada una de las ramas de
cofactores se denomina como A y B. Una vez que D es llevado a su primer estado singlete
excitado, D*, por un fotén de longitud de onda adecuada, a partir de este estado un electrén es

transferido a Bpheo, con una vida media de 3 ps (Fleming et al., 1988; Breton et al., 1986).

Este cofactor sc puede identificar como un aceptor de clectrones pues tiene su maximo de
absorcion ligeramente diferente del de su pareja en la otra rama Bpheoy, gracias al conocimiento
de la estructura del cristal se pueden distinguir mediante experimentos de dicroismo lineal (Knapp
et al., 1985; Zinth et al., 1983). La vida media sc acorta cuando este proceso sc¢ realiza a
temperaturas cercanas a 0 K. La naturaleza exacta de esta reaccion esta actualmente siendo muy

estudiada tanto desde ¢l punto de vista teérico como practico. Una de las principales cuestiones

recac en ¢l papel de la Behly accesoria localizada entre D y Bpheo, (Finkele ct al., 1992;

Williams et al., 1992). Desde Bpheoy el electrén es transferido a Q, con una vida media de 200

ps a temperatura ambiente (Holzapfel et al., 1990; Kirmaier & Holten, 1987). En el transporte

del electréon desde D a Qa, éste ha atravesado casi toda la membrana. En un tiempo de unos 100

ps el electron va desde Q, hasta Q,, que toma dos electrones y dos protones formando QuH, y

entonces se disocia del centro de reaccion, siendo su lugar sustituido por otra quinona del "pool"
existente en la membrana. Los electrones y protones de QpM, seran utilizados en crear un ApH*
a través de la membrana. Una de las mayores sorpresas de este trabajo fué que aunque el centro
de reaccion guarda una clara simetria doble, la transferencia electronica sélo se da en la rama A
de los cofactores.

Esta organizacién parcce ser similar en ¢l centro de reaccion del PSII, en donde

ademas de las homologias entre ciertos dominios, se ha demostrado mediante espectroscopia



Raman que solamente una de las Pheo a es reducida tras la scparacion de cargas y que uno de los
grupos carboxilo con los que interacciona el anillo porfirinico pertenece a un aminoacido
conservado en el centro de reaccion bacteriano {(Moéne-Loccoz et al., 1989). Ademas el estudio
de los procesos fotoquimicos primarios en el complejo D1-D2-Cyt b559 ha revelado tiempos de
vida para la separacién de cargas muy similares al RC bacteriano vy la AG de la reaccion es
dominado por ¢l componente entropico que con un descenso de la temperatura liega a hacerse
menos negativo de modo bastante linear, como en el RC bacteriano (Wasilewski, et al., 1989,
Mimuro et al., 1988; Booth et al., 1991; Roclofs et al., 1991; Woodbury & Parson, 1984). Por
consiguiente, el donador primario del PSII (P680) podria estar formado por un dimero de Chl a
con ¢l resto de los pigmentos formando las dos vias de transferencia clectronica como en el RC
bacteriano. Una diferencia estd en que las Chl a monoméricas del centro de reaccion del PSH no

tienen conservados los residuos que servirian de ligandos.

El donador primario P680

La estructura de P680 es materia de gran debate {Rutherford, 1986) debido a que
es Gnico por su alto potencial redox (comparado con ¢l PSI o el RC bacteriano) requerido para
llevar a cabo ¢l proceso de oxidacion del agua en el PSII. Como ya se ha sefialado antes las His
con las que se asocian las Behl del donador primario del RC bacteriano (P870 o P960) se
conservan en el PSIIRC (Trebst, 1987, Michel & Deisenhofer, 1988). Enun primer momento $¢
penso que P680 era un dimero por la comparacion de su espectro diferencial in vivo y los
espectros de EPR de monomeros de Chl a, cationes y dimeros en solventes organicos (van
Gorkom et al., 1974). Por otra parte Davies et al. (1979) mostraron que las propiedades opticas,
redox y magnéticas de la Chl a monomerica podian variar segun ¢l solvente usado y propusieron
que P680 era un mondmero ligado cuyas caracteristicas estarian controladas por el ambiente
proteico. Posteriormente Den Blanken (1983) presenté datos de ADMR que indicaban que el
donador primario del PSII tenia una estructura dimérica en su estado basal singlete, pero ¢l estado
de triplete (el cual se produce por la recombinacion del estado P680"Pheo”) se podia localizar en

una unica Chl a. Estos datos fueron confirmados por medidas de EPR de muestras de PSIL



orientadas en estado triplete (Rutherford, 1986) donde el triplete se localizé en una Chl a
mondmerica orientada casi paralela al plano de la membrana. Estos datos coinciden con los
mismos experimentos realizados en Rps.viridis donde también se ha observado una desigualdad
en la distribucion de spin del estado triplete del par especial en medidas de EPR en un tnico
cristal (Budil et al., 1987). Esto nos lleva también a la conclusion de que la recombinacion del
estado D*Bpheo, ™, que produce el triplete, en esta bacteria reside principalmente en la Bch! del
dimero que corresponde a la rama A. Sin embargo, el triplete en Rb.sphaeroides esta distribuido
de un modo mas simétrico.

Con el aislamiento de la particula D1-D2-Cyt b559 (Nanba & Satoh, 1987) quedd
claro que habia un solapamiento espectral muy fuerte entre todas las moléculas de Chl y Pheo del
complejo y que el espectro de absorcion de los pigmentos asociados con este complejo era
bastante similar a los de los pigmentos asociados con los complejos de antena. No se da un
desplazamiento muy marcado hacia el rojo de la banda de P680 respecto a la banda Qy de las Chl
accesorias. Esta no es la situacion en el caso de bacterias donde la Behl monomérica asociada

con el centro de reaccion se diferencia claramente del par especial.

Donadores secundarios de electrones del P680: Z y el reloj del Mn

La principal diferencia entre ¢l centro de reaccion bacteriano y el del PSIH radica en
que este ultimo catahza la fotolisis del agua. Mientras que en el RC bacteriano el donador
primario recupera su electron a partir de un citocromo, los donadores secundarios del P680 son
los denominados compuestos Z y D ¢ identificados como la Tyr 161 de D} (Debus et al., 1988a;
Metz et al., 1989) y la Tyr 160 de D2 (Barry & Babcock, 1987; Debus et al., 1988b; Vermaas et
al,, 1988). Aunque Z y D se encuentran en el complejo DI-D2-Cyt b559 no hay ninguna
evidencia que sugiera que son activos en esta preparacion. Ambos aminoacidos estan asociados
con los cuatro atomos de Mn que forman el denominado "reloj" de evolucién de oxigeno
constituyendo ¢l también denominado dominio oxidante del PSI1, los cuales rompen la molécula
de agua liberando los electrones que a través de Z reduciran el donador primario P680. La

funcion de D todavia no esta clara, pues aunque puede reducir al P680 sélo lo hace en ciertas



condiciones especiales, v no se cree que sea el reductor habitual de P680. La unién de un
complejo tetramérico de Mn es fundamental para el proceso de lisis del agua. En un primer
momento s¢ pensé que la proteina de 33 kDa era la responsable de la union del Mn, pero se
demostrd que el complejo podia desprender O, en ausencia de dicha proteina (Ono & Inoue,
1984; Miyao & Murata, 1984). Parece ser que este complejo tetramérico se une a las proteinas
D1y D2 del centro de reaccion (Coleman & Govindjee, 1987; Dismukes, 1988), aunque algunos
autores liegan a localizarlos solo en D1 (Metz et al., 1985; Metz et al., 1986, Seibert et al., 1989,
Tamura ct al., 1989; Svensson et al., 1990). Sin embargo la naturaleza exacta de sus ligandos es
desconocida. Estudios de EXAFS han indicado que atomos como N u O son los mejores
candidatos como posibles ligandos dei Mn. Esto ha conducido a la sugerencia por algunos
autores de diferentes residuos aminoacidicos (Asp, Asn, His, Glu, Gin) como fuentes de estos
ligandos. Recientes evidencias bioquimicas relacionan al residuo Aspl70 de DI, en el
cnsamblaje del complejo de Mn (Nixon & Diner, 1992b}, asi como a residuos de His de la zona

(Preston & Seibert, 1991 a,b) v al carboxilo terminal de D1 (Nixon et al., 1992a).

Aceptores de electrones del P680

El aceptor primario de electrones de P680 es la Pheo activa def complejo D1-D2-
Cyt b559 y es el primer intermediario del electron hacia el denominado lado reductor del PSII
integrado por las dos quinonas, Q, y Qy, y el atomo de Fe no heminico entre ellas. Este cofactor
todavia se encuentra ¢n el espacio transmembranal y es el primer aceptor del electron donado por
P680 desde el estado excitado {P680*), produciéndose la separacion de cargas que origina el par
de radicales P6801Pheo". Este cofactor funciona facilitando un rapido y efectivo desplazamiento
del electron hacia Q, resultando en un estado estable P680*Q,~. A partir de comparaciones con
el centro de reaccion bacteriano se ha especulado con el posible papel del residuo Trp-255 en D2,

analogo al residuo Trp-250 en M, el cual podria actuar como un puente facilitando mediante su

anillo imidazol la transferencia electronica entre Pheo y Q, (Coleman & Youvan, 1990).

La plastoquinona Q, estd muy proxima al lado estromal de la membrana tilacoidal,

una vez que el elcctrdn se encuentra aqui ha atravesado virtualmente la membrana tilacoidal.



Esta quinona no es facilmente extraible aunque se ba reemplazado por ubiquinona, ademas es
dificil de reducir doblemente bajo condiciones fisiologicas (van Gorkom, 1974). Limitaciones

probablemente impuestas por el ambiente proteico en el que se encuentra impiden la formacion

de Q,2- . EI residuo His-213 de D2 se ha propuesto como uno de los posibles sitios de union

para Q, (Vermaas et al., 1987; Vermaas et al., 1988).

El Fe no heminico esta localizado como en bacterias entre las dos quinonas y se
encuentra ligado por cuatro residuos de His. La existencia de este atomo en el PSIH fué probada
por espectroscopia Mossbauer y de EPR (Petrouleas & Diner, 1986). Su funcion en la
transferencia electronica no esta totalmente elucidada; en bacterias fotosintéticas se puede
sustituir por otro cation divalente sin alterar significativamente la actividad (Debus et al., 1986;

Kirmaier et al., 1986). Sin embargo la transferencia electronica entre Q, y Qy, decrece por un

factor de dos en ausencia de un catién divalente (Debus et al., 1986) y ¢l grado de transferencia
de electrones entre Bpheo y Q, decrece en un factor de 20, lo que altera el rendimiento cuantico
de la separacion de cargas reduciéndolo a la mitad. Este atomo metalico det PSII presenta la
peculiaridad con respecto al del centro de reaccion de bacterias de estar ligado a un anion
bicarbonato (Govindjee et al., 1978)

Q,, es el ultimo transportador del electron proveniente de P680, esta quinona se
reduce doblemente como en bactenas para posteriormente desprenderse del PSIH y dirigirse al Cyt
bbf, siendo sustituida por otra quinona del "pool” de la membrana tilacotdal. El lugar de union de
esta quinona es donde se da la inhibicion por diferentes herbicidas como el DCMU vy la atrazina,
interrumpiendo el transporte electrénico. Parece ser que la inhibicion por dichos herbicidas es
muy sensible al ambiente proteico en el que se encuentra la quinona. De esta mancra s¢ han
encontrado mutantes resistentes a herbicidas. Tras la secuencia del gen que codifica para DI se
ha encontrado que la proteina es diferente e¢n un solo aminoacido respecto al salvaje

(Hirscherberg & Mclntosh, 1983).



Fl citocromo b559

Esta proteina esta formada por dos péptidos de 9 y 4 kDa, denominados
respectivamente o y B, que coordinan el grupo hemo del citocromo. Estos péptidos se encuentran
en una estequiometria de 1:1 (Widger et al., 1984) y son codificados por los genes cloroplasticos
psbE y psbF. Ambos polipéptidos tienen una tinica region transmembranal en forma de o-hélice,
y cada polipéptido contiene un tinico residuo de His que liga el grupo hemo (Babcock et al,
1985). La estequiometria de este componente en diferentes preparaciones del PSII parece ser de
un grupo hemo por centro de reaccion (Miyazaki et al, 1989), aunque hay una fuerte
controversia sobre la existencia de uno o dos citocromos b559 in vivo. Los altimos trabajos
realizados indican la existencia de un unico Cyt b559 en membranas tilacoidales donde la
manipulacion para su aislamiento es minima (Buser et al,, 1992a). El potencial redox de esta
hemoproteina es heterogéneo, asi en centros intactos capaces de realizar la fotdlisis del agua el
citocromo b559 se encuentra en su forma de alto potencial, pero se reduce en mucstras adaptadas
a la oscunidad (Thomson et al., 1989). En PSII RC intactos el hemo puede ser oxidado por
P680™ en cicrtas condiciones, a través de una de las Chl monoméricas (Buser et al., 1992b}), para
luego ser rereducido por el "pool" de plastoquinonas. Este proceso de dxido-reduccion se ha
sugerido como mecanismo de proteccion del donador primario P680 frente a la fotoinhibicion.
Aunque también se ha propuesto que este citocromo podria funcionar como una bomba de

protones translocando protones al lumen del tilacoide (Amon & Tang, 1988).






2.- MATERIALES Y METODOS






2.1.- Cultivo de Beta vulgaris

Para este trabajo se utilizaron semillas de la planta superior Beta vulgaris
(remolacha) variedad Monohill donadas por Hilleshég Espafia (Valladolid). Para obtener el

material bioldgico de partida, las plantas se crecieron en cultivo hidropénico, en camaras

bioclimaticas bajo condiciones controladas:

Intensidad de luz 400 pE. me. s}
Temperatura 259C
Humedad 80 %
Rango del espectro 400-700 nm

E! medio de cultivo utilizado fué el descrito a continuacion, conocido como solucion

nutritiva de Hoagland. Para su preparacion se parte de las siguientes soluciones madre :

Solucién nutritiva
Solucion 1

100 ml para 20 L

Compuesto g/l
KNO; 50,55
MgS04.7H0 493
KH,POy 27,5
NaCl 5,85

Solucion 2
50 ml para 20 L

Compuesto gl
Ca(NO3); 218



Sohicién microelementos

10 ml para 20 L

Compuesto g/L
MnCly.4H,0 1.81
BO3H;3 2,86
NayMoQy 0,025
ZnS04.7H,0 | 023
CuS0y 0,06

Solucién de hierro

60 mi para 20 L

Compuesto g/L
Secuestrene 14

Las semillas son tratadas con un fungicida (Benlate, Du Pont) al 0.1 % en agua
destilada durante dos horas, para posteriormente ser lavadas durante un dia con agua destilada,
eliminandose la capa protectora con la cual vienen cubicrtas. Las semillas va lavadas se
colocan en una bandeja con vermiculita (lecho poroso) previamente humedecida con agua
destilada y se cubren con este material también humedecido. La bandeja se introduce en la
camara bioclimatica donde la humedad del lecho se mantiene con solucién nutritiva de Hoagland

diluida a 1/8.

Tras siete dias aparccen pequefias plantulas de las cuales 50 se Hevan a hidroponico
enun recipiente de 20 L con solucion nutritiva 3/4 de la de Hoagland y borboteo de aire. Una
vez desarrolladas las primeras hojas las plantas son trasladadas a recipientes de 20 L en los que
se colocan 4 plantas por recipiente con solucion nutritiva de Hoagland y borboteo de aire. Un

mes después se recogen las hojas de las plantas que sirven como material de partida para

fraccionamientos y purificaciones.



Figura 2.1.- Cultivo de Beta vulgaris en camara bioclimatica.




2.2.- Fraccionamiento y purificacion

Tomando como material de partida el tejido foliar de la planta, se Hevé a cabo un

fraccionamiento subcelular para obtener las membranas fotosintéticas, las cuales serviran

posteriormente como material de partida para aislar los diferentes complejos cromoproteicos

localizados en ellas.

2.2.1.- Aislamiento de membranas del Fotosistema I1

El método seguido para la purificacion de las membranas de fotosistema 11 fue
basicamente ¢l de Berthold et al. (1989) con algunas modificaciones como s¢ indica a
continuacion. Este proceso se fundamenta en la localizacion preferencial del fotosistema 11 en las
membranas tilacoidales apiladas que forman los grana vy su solubilizacién parcial mediante el
detergente no i6nico Triton X-100 (TX-100) (Bochringher, especialmente purificado para

investigacion en membranas). Las soluciones tampén utilizadas fueron:

Tampén Bl Concentracion Tampén B2 Concentracion
NaCl 400 mM NaCl 150 mM
MgClp 2 mM MgClh 5 mM

Tricina {(pH=8) 20 mM Tricina (pH=8) 20 mM
BSA 0.2 % BSA 0.2 %

Tampon B3 Concentracion Tampon B4 Concentracion
NaCl 15 mM NaCl 15 mM
MgCly 5 mM MgCl,) 5 mM

MES (pH=6) 50 mM MES (pH=6) 50 mM

Sacarosa 400 mM

Para la solubilizacién con detergente sc partié de una solucién madre de TX-100 al 20% .




Las hojas son recogidas y troceadas en pequefias porciones procurando evitar
la desecacion del material. Una vez realizado este proceso el matenial se pesa y se deposita en un
"blender" donde se homogeiniza con tampon Bl (2 ml de tampon por g de material). Una vez
homogeneizado el tejido foliar se obtiene un extracto crudo, el cual es filtrado una vez a través
de una capa de papel de filtro Miracloth (Hocchst, Calbiochem). El filtrado es recogido y
centrifugado en una centrifuga Sorvall {Dupont) a 1.500 rpm en un rotor GSA durante 1 minuto
para lavar el material y eliminar las particulas mayores. Tras la centrifugacion se desecha el
sedimento y se recoge el sobrenadante el cual es centrifugado de nuevo a 10.000 rpm en un rotor
GSA durante 10 minutos. Una vez desechado el sobrenadante, el sedimento es resuspendido en
tampon B2 suavemente con un pincel. El material resuspendido en tampon B2 es centrifugado de
nuevo a 10.000 rpm en un rotor S§-34 durante 10 minutos. El sedimento es resuspendido
cuidadosamente en tampon B3. Se mide la concentracién de Chl (Amon et al., 1949) del
material resuspendido mediante extraccion con acetona al 80 % (v/v) a 4 °C. Una vez
extraidos los pigmentos, la solucién es centrifugada en una centrifuga minifuge (Beckman) para
sedimentar los restos de proteina, llevandose a cabo la lectura de absorcion de la solucidon a 645

y 663 nm. La concentracion de Chl se estimd mediante la siguicnte formula

[ChI} mg/L= 20,2 . Abs 645 nm + 8,02 . Abs 663 nm

La concentracién de Chl en el material resuspendido en B3 se deja a 3 mg/mi y
se calcula la cantidad de Chi total que hay en la solucion. Tras conocer la cantidad de clorofila
total se procede a solubilizar el material,para ello se ha de afiadir TX-100 de la soluctén madre gl
20 % en una proporcion de 25 mg de TX-100 / mg de Chl. Una vez afiadido el detergente, se
deja incubar la suspension durante 30 minutos con agitacién. Finalizada la incubacion el
material es sometido a una centrifugacién a 6.200 rpm en un rotor S8-34 durante 5 minutos, El
sedimento de la centrifugacion compuesto por material no solubilizado es desechado y el
sobrenadante centrifugado en una ultracentrifuga L8-70M (Beckman) a 40.000 x g durante 30

minutos. El sedimento de la centrifugacion cs resuspendido suavemente en tampon B4, y una



vez homogeneizado uniformemente se mide la concentracion de clorofila y la relacion de Chl a /

Chl b, lo cual nos da una idea de la pureza de la preparacion de PSIIm.
[Chl a] mg /ml = 12,7 . Abs 663 nm ~ 2,69 . Abs 645 nm
[ Chib] mg/ml =229 Abs 645 nm - 4,68 . Abs 663 nm
La preparacion de PSIIm es entonces congelada a 77 K y almacenada a -80 ©C.

Todo el proceso de manipulacion se llevo a cabo a 4 °C y con baja intensidad de luz para evitar

cualquier degradacién de la muestra.

2.2.2.- Aislamiento del "oxygen-evolving core complex" (OECC)

Este complejo cromoproteico es la particula minima del PSII que ain conserva fa

propiedad de producir Oy cuando es iluminado. Para su obtencién se lleva a cabo una nueva

solubilizacion, esta vez a partir de PSIIm con el detergente Octil -B—-D—glucopiranésido (OGP)

(Boehringher). Las soluciones tampén a usar durante ¢l proceso son :

Tampédn QECC1 Concentracion Tampon OECC2 Concentracion
Sacarosa 400 mM Sacarosa 400 mM
NaCli 500 mM NaCl R—
CaCly 10 mM CaCly 10 mM
MES (pH=6.00) 50 mM MES (pH=6.00) 50 mM

Las PSIIm son descongeladas y posteriormente diluidas 4 veces en solucién
tampon B3 (ver método de preparacion de membranas del fotosistema II) para ser sedimentadas
por ultracentrifugacion a 40.000 rpm en el rotor 70 Ti durante 40 minutos. Una vez

sedimentadas las membranas fotosintéticas son resuspendidas a 1.5 mg / ml de Chl en tampon



OECC] mas 35 mM de OGP. La adicién de detergente se realiza gota a gota y con leve
agitacion. Esta suspension se deja agitando durante 15 minutos, y tras la incubacién el volumen
de solubilizacion se mezcla con dos volimenes de tampon OECCI1. El matenial es centrifugado a
40.000 x g durante 90 minutos. Una vez finalizada la centrifugacion sc recoge el sobrenadante,
descchandose el sedimento compuesto en su mayoria por la antena LHCIL El sobrenadante es
dializado frente al tampon OECC2 durante 90 minutos, usando una tripa de dialisis (Spectra-
pore) de 50 kDa de corte molecular. Tras la dialisis la muestra es diluida con OECC2 al 25 %.
La preparacion diluida es centrifugada de nuevo a 40.000 x g durante 90
minutos., el sedimento resultante de esta centrifugacion constituye el OECC vy es resuspendido en.
tampon OECC2. El complejo proteico es congelado a 77 K y posteriormente almacenado a

80 °C. Todo ¢l procedimiento se realiza a 4 °C y en baja intensidad de luz.

2.2.3.- Aislamiento de las proteinas de la antena intrinseca de 47 y 43 kDa

Para la purificacion de cstas cromoproteinas de membrana intimamente relacionadas
con el centro de reaccion de! fotosistema 11 se toma como material de partida el OECC, pero este
complejo sera previamente desprovisto de la proteina extrinseca de 33 kDa gracias a su
incubacién en una disolucién con alta fuerza ionica y un pH basico. Para ello se sigue el

siguiente proceso .

El OECC es sedimentado a 40.000 x g durante 90 minutos, previa dilucion 4
veces de la muestra en tampon OECC2 (ver método de preparacion de QECC). Una vez
sedimentado el complejo proteico este cs resuspendido en tampon 0,8 M Tris-HCl, pH 8,5, a 4
OC ¢ incubado cn este tampon durante 30 minutos a 4 °C. Finalizada la incubacion la muestra
es centrifugada a 35.500 x g durante 30 minutos. El sedimento de la centrifugacion anterior es
lavado con un tampén 200 mM NaCl, 300 mM sacarosa, 10 mM NaCl, 50 mM MES, pH 6,0,

en las mismas condiciones. Finalmente el complejo, desprovisto de la proteina de 33 kDa,



sedimentado en esta centrifugacion es resuspendido en un tampén: 0.4 M sacarosa, 10 mM

NaCl, 50 mM MES, pH 6,0, a 1,5 mg Chl / ml.

El OECC tratado con Tris a la concentracién indicada es incubado con un
mismo volumen de una solucién al 15 % de B-dodecil maltésido (DM) (Bochringher), 4 M de
LiCl04, 20 mM Bis-Tris, pH 6,0, durante 10 minutos. Tras la solubilizacion del complejo
proteico la muestra es dializada durante 2 b frente a un tampén 20 mM Bis-Tris, pH 6,0.

El dializado anterior s¢ carga en una columna de DEAE-Fractogel TSK 650 §
(Merck) de 1.6 x 6 cm previamente equilibrada con tampon 20 mM Bis-Tris pH 6,0, y 0.05 % de
DM a un flujo de 3 ml/minuto. Una vez cargada la muestra,la columna es lavada con el tampon
de equilibrado hasta que el eluyente pierde color. En la parte superior de la columna s¢ observa
una banda verde. Entonces las cromoproteinas se eluyeron con 90 ml de un gradiente lineal de 0
a 175 mM de LiCl0,4 a un flujo de 0.5 ml / minuto. Se recogen fracciones de 2 ml y tras llevar a
cabo un espectro de absorcion de cada una de las fracciones s¢ reunen las mejores de cada tipo
segiin su espectro de absorcion y se dializan frente a 2 1 del tampén 20 mM Bis-Tris pH 6,0

durante 3 h.

2.2.4.- Purificacién del centro de reaccion del fotosistema II, complejo D1-D2 Cyt b559

El aislamiento del centro de reaccion del PS II (PSIE RC) se realizdo basicamente
segan Nanba & Satoh (1987) con las modificaciones citadas a continuacion. Para el
aislamiento de este complejo se llevé a cabo una solubilizacion parcial de PSIIm, para

posteriormente purificar el centro de reaccién mediante cromatografia de intercambio i6nico.

Se toman PSIIm las cuales son descongeladas en agua a 37 °C  durante unos 10
minutos. Una vez descongeladas se mide su concentracion de Chl total (ver seccion 2.2.1.) y se
toman 30 mg Chl en el caso de la preparacion RC I1b u 80 mg Chl para la preparacion RC Ila.

La muestra es diluida de 20 a 30 veces en una solucién tampoén 50 mM Tris-HCI, pH 7.2, a 4



OC, para ser a continuacion centrifugada a 100.000 x g durante 40 minutos. Tras la
centrifugacion ¢l material sedimentado es resuspendido suavemente en la solucidén tampon
anterior a una concentracion de 1,25 mg Chl / ml. Posteriormente es afiadido el volumen
apropiado de detergente TX-100 a partir de una solucion madre al 20 % quedando la suspension
resultante a una concentracion de 1 mg Chi / ml y 4 % de TX-100. La muestra €s incubada en
estas condiciones durante 1 h tras la cual es centrifugada a 100.000 x g durante otra h.

Se recoge €l sobrenadante de la centrifugacion anterior, el cual se fija en una
columna de DEAE-Fractogel TSK 650 S (Merck) de 1.6 x 16 cm, previamente equilibrada con
50 mM Tris-HCI, pH 7.2, 30 mM NaCl y 0.05 % de TX-100 a un flujo de 3 m/minuto. La
columna s lavada hasta que la absorbancia del eluato sea de 0.01 0.D. a 670 nm en el caso de
RCllIa o menor de 0.005 0.D. (a la misma longitud de onda) en cl caso de RClIb. Este proceso
de lavado de la columna es largo y dependiendo del tipo de preparacion se suclen usar entre S5y
6,5 L de solucion tampon de equilibrado; durante el favado se observa en el ge! la presencia de
una banda verde que avanza durante el proceso. Una vez lavada la columna la muestra es eluida
con 150 ml de volumen total de un gradiente lincal de 30 a 200 mM de NaCl a un flujo de 1
ml/minuto. Tras realizar el espectro de absorcion a las diferentes fracciones recogidas, se reunen
fas mejores. Dependiendo del uso al que vaya a ser destinada la muestra se llevara a cabo uno de

los siguientes procesos .

2.2.4.1.- Intercambio de detergente

El complejo D1-D2-Cyt 5559 ya purificado, pero en una solucion tampdn con TX-
100,es diluido 4 veces con solucion tampén 50 mM Tris-HCI, pH 7,2, y fijado en una columna de
DEAE-Fractogel TSK 650 § (Merck) (1.6 x 3 cm). Tras fijar el material, la columna es lavada a
un flujo de 2 mi / minuto con 50 ml de solucién tampon 50 mM Tris-HC), pH 7,2, més 2 mM de
p—dodecil maltosido. Una vez sustituido el detergente, el complejo proteico es eluido con 170
mM de NaCl en el tampon de lavado. Se rccogen las fracciones adecuadas, facilmente
reconocibles por su intenso color verde, y se mide su espectro de absorcion para posteriormente

dializarlas frente a tampén 50 mM Tris-HCI, pH 7,2 durante 6h.

20



2.2.4.2.- Precipitacion con polietilenglicol (PEG)

El proceso seguido fué el desarrollado por McTavish ct al. {1989) mediante el cual
se consigue retirar el TX-100 y concentrar el complejo proteico. Una vez reunidas las fracciones
del complejo ya purificado se le afiadieron 0.325 g de PEG (Sigma, pm=3.350) por ml siendo

dispersado cuidadosamente con la ayuda de un pincel. Después de 90 minutos de incubacion la

Tejido foliar

Homegeinizacidn

Cloroplastos

Chogue osmético
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e . 459
LHCH 40.000 xg 90 min Solubilizacion TX-100 5,45%
_ o e Solubilizacién TX-100 4%
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&
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Figura 2.2.- Esquema de los procesos de purificacion de PS IIm, OECC, complejo DI-D2-Cyt
bssg y de las antenas de 47 y 43 kDa.



suspension fue centrifugada a 31.300 x g durante 40 minutos. El sedimento fue resuspendido en
un pequeiio volumen de tampon 50 mM Tris-HCI, pH 7,2. Todos los pasos de purificacion

fueron llevados a cabo a 4 ©C y en oscuridad.

2.2.5.- Electroforesis SDS-PAGE

Se llevaron a cabo geles de poliacrilamida en presencia de dodecilsuifato sédico
(SDS) (Bio-Rad) siguiendo el método de Laemli (1970) con cicrtas modificaciones. Para la

preparacion del gel se parte de las siguientes soluciones madre :

Acrilamida 30 %, bisacrilamida 0,9 %
Tampén 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
Tampon 0,5 M Trs-HC), pH 6,8
SDS 10 %
Persulfato amonico 10 % (se prepara en el momento de hacer el gel)
Tampoén de cubeta :
Deposito del catodo 0,025 M Trs-HCI pH 8,3
0,192 M Glicina
0,1 % SDS

ImM EDTA

Deposito del anodo 0,25 M Tris-HCI, pH 8,3
1,92 M Glicina
0,1 % SDS
El porcentaje de acrilamida en ¢l gel separador se varié apropiadamente teniendo en
cuenta el peso molecular de la muestra. Asi en ¢l caso de PSlimy OECCel ge! separador fué de
un 15 % de acrilamida mientras que en el caso de las antenas intrinsecas de 47 y 43 kDa y del

complejo D1-D2-Cyt bssg el gel fué de un 12,5 % de acrilamida ademds de contener 6 M de

urea.



Solucién

Acrilamida 30 %, bis acrilamida 0.9%
Tampon 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
SDS 10 %

Persulfato amoénico 10 %

Agua destilada

Urea

15%

125%

6,25 ml
5,0ml

0,15 ml
0,15 ml
3,45 ml

0,36 g/ ml

Se afiaden 10 pl de TEMED a la solucién y se vierte en ¢l molde rapidamente, para

a continuacion afiadir unos mililitros de alcohol isopropilico para evitar el contacto con el aire y

favorecer la formacion uniforme del frente. Se deja polimerizar durante 45 minutos.

Para preparar el gel concentrador 5 %, se mezclan en un vaso de precipitados:
prep 24 precip

Acrilamida 30 %, bisacrilamida 0,9 %
Tampén 0,5 M Tris-HCL, pH 6,8

SDS 10 %

Persulfato aménico 10 %

Agua destilada

2. 5ml
5,0 ml
0,1 ml
0,1 ml

2.3 ml]

Se afiaden 10 pl de TEMED 'y se vierte el gel sobre el gel separador después de

secar los restos de alcohol isopropilico. Se coloca €l peine y se deja polimerizar durante 45

minutos.

El tamafio total de! gel es de 18 x 16 x 0,75 cm. La electroforesis se realiza en un

aparato de electroforesis vertical (Hoeffer) a una temperatura de 15 °C,




La tincion se llevé a cabo durante 1 h con azul de Coomasie 250 R (Sigma) en una

solucion con la siguiente composicion

Azul de Coomasie 025¢
Metanol 450 mi
Acido acético 60 ml
Agua destilada 490 ml

Posteriormente ¢l gel se llevé a una solucion con la siguiente composicion:

Metanol 250 ml
Acido acético 750 ml
Agua destilada 1500 ml

Se sumerge ¢l gel en el bafio decolorante, cambiando éste cuantas veces sca preciso

hasta que el fondo del gel quede claro.
2.2.5.1.- Determinacién del peso molecular

El peso molecular de las proteinas que componen las PSIIm, el complejo OECC,
asi como las proteinas de la antena intrinseca y cl centro de reaccion se ha calculado en geles de
poliacrilamida con SDS mediante el sistema Biolmage Milligen (Millipore), utilizando como
patrones indicadores de peso molecular las siguientes proteinas: fosforilasa b (97,4 kDa),
seroalbumina bovina (66,2 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anhidrasa carbonica (31 kDa),
inhibidor de tripsina de soja (21,5 kDa) y lisozima (14,4 kDa) servidas en mezcla para

calibracion de clectroforesis (Bio-Rad).



2.2.5.2.- Calculo del punto isoeléctrico (pI)

El calculo del pl de cada uno de los péptidos del complejo D1-D2-Cyt b559 asi
como de los péptidos de 47 y 43 kDa que componen la antena intrinseca se realizo en un VAX /
VMS version 5.5 (Digital Equipment Corporation) a partir de la secuencia de aminoacidos de la
proteina en la librerfa de secuencias del EMBL en Heidelberg, mediante €l uso del programa

"Isoelect” dentro del programa "Protein Analysis” del paquete de alineacion de secuencias GCG



2.3.- Analisis quimico del complejo D1-D2-Cyt bS59

La composicién quimica del centro de reaccién del fotosistema 11 asi como la
estequiometria de sus componentes proteicos y cofactores se determind mediante las técnicas
analiticas expuestas a continuacion, Para llevar a cabo este proceso el complejo D1-D2-Cyt b559
una vez purificado fué concentrado con PEG (ver apartado 2.2.4.2) para posteriormente ser

sometido a los siguientes analisis.

2.3.1.- Extraccion de pigmentos

Para determinar el tipo de pigmentos ligados al complejo D1-D2-Cyt b559 se toma
una alicuota de 70 pl de centro de reaccién del fotosistema II Ia cual se mezcla en un tubo
Eppendorf con 930 pl de acetona al 100 % a 4 °C y a continuacion es sonicado en un bafio de
ultrasonidos (Selecta) durante 3 minutos para favorecer la extraccion. Una vez realizada la
extraccion, la muestra se centrifugd durante 1 minuto en una centrifuga de mesa (Minifuge,
Beckman) para sedimentar las proteinas desnaturalizadas pudiéndose observar en ¢l fondo del
tubo un sedimento de color blanquecino. El sobrenadante de color verde es recogido y depositado
en una cubeta de espectrofotometria la cual es a continuacion sellada para evitar la evaporacion
del disolvente y se realiza un espectro de absorcion a la muestra. Todo el proceso se llevo a cabo

a 4 °C en la oscundad.

2.3.2.- Feofitinizacion

La feofitina a es un pigmento idéntico ¢n composicion quimica a la clorofila a con
la tnica diferencia de la ausencia del tomo de Mg central en el anillo tetrapirrélico. Este ligero
cambio en su composicion quimica conlleva un ndtable cambio en el comportamiento
espectroscopico de este pigmento respecto a la clorofila a. Es conocido que la acidificacion de un

extracto de clorofila a provoca la pérdida del atomo de Mg central en el anillo tetrapirrolico,



convirtiéndose ésta en feofitina a lo cual es facilmente comprobable espectrofotométricamente

debido a las diferencias espectrales entre ambos pigmentos.

Para feofitinizar totalmente la clorofila a del extracto de pigmentos del complejo
D1-D2-Cyt b559 se afiade en la cubeta 10 pl de una disolucion 600 mM de HCI para hacer en la
cubeta una concentracion final de 1,5 mM de HCl. La concentracién de feofitina total fue
entonces determinada usando un coeficiente de extincion & = 49,3 mM-!. em™! a2 666 nm (Vermon

etal, 1960). El proceso se llevo a cabo a 4 OC en la oscuridad.

El calculo de la concentracién de feofitina a en el extracto no feofitinizado se
realizé usando un coeficiente de extincién & = 6,504 mM-1. ¢m] (Montoya et al., 1991)
determinado a partir del espectro de absorcién del extracto feofitinizado en base a la comparacion
entre absorbancias en las bandas de feofitina a 666 nm y 535 nm. La concentracién de clorofila
a segin este método se puede medir por diferencia en el contenido de feofitina a entre el extracto

acidificado y el no acidificado.

2.3.3.- Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Para la medida de la cantidad de clorofila a y PB-caroteno en los extractos del
complejo D1-D2-Cyt b559 se llevé a cabo un analisis por HPLC segin el método de de las Rivas
ct al, 1990. La extraccién de pigmentos se realiz6 como en 2.3.1. con la salvedad de que la
muestra se paso a través de un filtro Millex de 0,22 pm (Millipore) antes de ser inyectada en el
sistema. La cromatografia se realizé en una columna Novapak Cjg (Waters) de 100 x 8 mm (4
pm tamafio de particula) acoplada a un mddulo de compresion radial montado en un
cromatografo Beckman Systém Gold (Beckman).

La columna fué equilibrada con la fase movil 1 durante 7 minutos.
La muestra fu¢ inyectada y durante 2 minutos mas se bombeé la fase movil 1 para a continuacion

pasar durante un minuto fa fase mévil 2. Finalmente la fase mévil 3 fué bombeada hasta que

AL



Fase movil | proporcion  Fase movil 2 proporcion  Fase movil 3 proporcion

Acetonitrilo 7 Acetonitrilo 7 Acetonitrilo 7

Metanol 1 Metanol 0,96 Metanol 0,96
Agua 0,04 Agua 0,04
Acetato de etilo 2 Acetato de etilo 8

eluy6 el B-caroteno lo cual representa unos 7 0 8 minutos.

2.3.4.- Calculo de Cyt bS59

La cantidad de Cyt b559 en ¢l centro de reaccion del fotosistema IT se midi6 gracias
a las propiedades redox de su grupo hemo mediante espectros diferenciales de absorcion. La
concentracién de este componente del complejo D1-D2-Cyt 559 fué determinada también por el

derivado piridin-alcalino hemocromo (Appleby, C.A., 1969).

2.3.4.1.- Espectro diferencial

Se prepara una disolucion 5 mM de K3Fe(CN)g y otra saturada de NapS04 la

muestra es diluida en tampén 50 mM Tris-HCl pH, 7.2, de manera que su concentracion final sea
de 3 pug Chl a/ ml. En la cubeta de referencia se afiade 1 ul de Ia disolucion de K3Fe(CN)g de
manera que su concentracion final en la cubeta sea de 5 pM, a la cual el Cyt b559 se encuentra
totalmente oxidado. Se hace la linea de base en el espectrofotometro (Beckman DU-64) y a
continuacién se afiaden 10 pl de la disolucion saturada de NapS704 en la cubeta de referencia, se
agita la cubeta y se realiza ¢l espectro diferencial. La concentracion fué calculada usando un
coeficiente de extincion £ =21,0 mM-1.em! en Ia banda o del Cyt b359 a 559 nm (Gareﬁrall &

Wasserman, 1974).



2.3.4.2.- Derivado piridin-alcalino hemocromo

Este derivado fué preparado tratando 0.76 pg Chl a/ml del complejo D1-D2-Cyt
b559 con una solucién 0,1 N NaOH, 33 % de piridina y 0,27 mM de K3Fe(CN)g en tampon 50
mM Tris-HCI, pH 7,2. Esta mezcla de reaccion es depositada tanto en la cubeta de referencia
como en la de medida y entonces se toma la linca de base en el espectrofotémetro (Beckman DU-
64), para a continuacion afiadir unos pocos granos de Na3S904 a la muestra en la cubeta de
referencia y medir el espectro diferencial. La concentracion de la hemoproteina se determiné

usando un cocficiente de extincién & =23 4 mM-L. cm™1 en Ia banda « a 556 nm.

2.3.5.- Determinacion de proteina

El contenido de proteina se ha medido por un método modificado del de Lowry
(1951), adaptado a las caracteristicas de las proteinas de membranas fotosintéticas (Markwell et
al., 1981).

Reactivos:

A: 2 % NapCO03, 0,17 % Tartrato sédico, 1 % SDS en NaOH 0,1 N

B: 4 % CuS04.5H0 en agua destilada

Reactivo de Folin-Ciocalteau.

En el momento de la determinacion se preparan los siguientes reactivos:

C:100mlA+1mlB

D: Folin-Ciocalteau diluido a la mitad con agua destilada.

Patrones:

Se utilizaron soluciones de albiimina bovina (BSA) de diferentes concentraciones
preparadas tras dilucion de una solucién a I mg/ml conservadas a -10 ©C.
Procedimiento:

Se mezclan diferentes cantidades de muestra o patron (20 a 100 pl, el patrén en
tampon de la muestra) con tres ml de C y se afiaden de 980 a 900 pl de agua destilada, segin

corresponda para completar 4 ml. Se deja reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos.
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Se afiaden 300 ! de reactivo D con agitacion y se deja incubar durante 45 minutos y a
continuacion se mide la absorbancia de la muestra a 730 nm frente al blanco.

Con las absorbancias de las soluciones de albiimina (por triplicado) se construye
una curva de calibrado en la que se interpola la concentracion de la muestra (dos o tres diluciones

por triplicado).

2.3.6.- Analisis de aminoacidos del complejo D1-D2-Cyt bS59

Las muestras de proteina se dializaron durante 48 h frente a agua desionizada para
ser posteriormente liofilizadas. Todo el manejo comenzando desde la liofilizacion se llevo a cabo
en el mismo tubo. Para cada tubo se afiadio 0.5 ml de HCI ( Pierce Chemical Co.) y una gota de
fenol Los tubos fueron scllados en vacio y s¢ mantuvieron a 110 °C durante 24, 48, 72, 0 102
horas. Los hidrolizados se secaron en vacio y se disolvieron posteriormente en 100 pl de tampon
citrato 0.2 M, pH, 2.2, para a continuacion ser centrifugados a 2.000 x g durante 5 minutos. El
aminoacido Met se determing a partir de los hidrolizados en HCI después de su oxidacién con

4cido performico. El andlisis de aminoacidos se llevo a cabo en un analizador Beckman.
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2.4.- Medidas de actividad

Algunas de las particulas aisladas def PS II conservan la capacidad caracteristica

de este fotosistema de desprender O, en respuesta a la iluminacion. Esta propiedad resulta muy

atil para poder medir la actividad de las particulas de membrana y complejos cromoproteicos
aislados.  Asi se han realizado medidas de actividad de evolucion de O en diferentes tipos de
particulas aisladas: tilacoides, membranas del fotosistema I y OECC que son indicativas del
grado de pureza y de la integridad de la preparacién. El centro de reaccion del fotosistema II
purificado pierde su capacidad de desprender oxigeno al no conservar el "reloj" del Mn, por ésta
razon la actividad del complejo D1-D2-Cyt b359 se determind mediante otros parametros de

medida que se expondran posteriormente.

2.4.1.- Medidas de evolucién de oxigeno

El desprendimiento de O, se midié por métodos polarograficos en un electrodo de

0O, de Clark acoplado a una camisa de agua circulante concctada a un bafio termostatizado a 25

°C. El medio de ensayo para membranas del PS II consistié en 0,3 M de sacarosa, 10 mM de

NaCl, 25 mM de tampon MES-NaOH, pH 6,5, y 0,5 mM de DCBQ 6 0,2 mM de

silicomolibdato (SiMo), 6 1 mM de Fe3K{CN)g como aceptores de ¢lectrones. Para los ensayos
realizados con Fe3K(CN)g el tampén del medio se cambid por HEPES-NaOH, pH 7,0, v la
sacarosa s¢ elimind debido a que su presencia reducia considerablemente la actividad de
evolucion de O, con este aceptor. El medio de ensayo para tilacoides estuvo compuesto por 10
mM de NaCl y 25 mM de HEPES-NaOH, pH 7,0, para los tres aceptores artificiales de
electrones. Las fuentes de luz fueron dos lamparas de proyector situadas a ambos lados de la
- cubeta del electrodo. La luz fug filtrada a través de 9.5 cm de agua. La intensidad de la luz en
ambas caras de la cubeta fué de 2.200 pEm2.s!. Los aceptores de electrones se prepararon de
la siguiente forma: DCBQ fué disuelto en 100 % de etanol de 96°, SiMo en una disolucién

acuosa al 50 % de DMSO y Fe;K(CN)g en agua destilada. * Tanto DCBQ como Fe;K(CN),

fucron diluidos 1:100 mientras que SiMo lo fué 1:1000. Los aceptores de electrones se afiadieron
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justo antes de medir la actividad de Hill. En todas las medidas la concentracion de Chl fue de

6,66 pg/ml para membranas de PSII y de 19 pg/ml para tilacoides.
2.4.1.1.- Imhibicién por Cu(ll}, DCMU y o-fenantrolina

Membranas del PS I1 a 6,6 pg de Chl/ml y tilacoides a 19 pg de Chl/ml en tampon
0,3 M de sacafosa, 10 mM de NaCl , 25 mM de MES-NaOH, pH 6,5, y 10 mM de NaCl, 25
mMVHEPES-NaOH, pH 7,0, respectivamente, se preincubaron con diferentes concentraciones de
cada uno de los inhibidores a 4 °C durante 10 minutos con agitacién ocasional. Finalizado el

tiempo de incubacién Ia suspension sc calentd hasta 25 °C en un bafio termostatizado y se midié

la actividad de evolucion de 0.

2.4.1.2.- Digestién de los tilacoides con tripsina

Los tilacoides a una concentracion de 19 pg de Ch/ml en tampén 10 mM NaCl y
25 mM HEPES-NaOH, pH 7,0, fueron preincubados con diferentes cantidades de tripsina (10-
250 pg) (Sigma, EC3.4.21.4.) durante 3 minutos. La digestion sc paralizo mediante la adicion de

cantidades idénticés de inhibidor de tripsina, BPTI, vy se midio la actividad de evolucion de O,.

Tanto la tripsina como ¢l BPTI fueron diluidos 30 veces.
2.4.2.- Complejo D1-D2-Cyt b559

El donador primario del centro de reaccion del fotosistema II (P680) es capaz de
transferir electrones a una de las feofitinas que actua como aceptor primario convirtiendo la
energia de excitacién en energia quimica. La reduccion de la feofitina, asi como el transporte
electronico secundario dentro del complejo puede scguirse espectrofotométricamente  bien
midiendo los cambios de¢ absorbancia inducidos por luz o usandq un donador y un aceptor de
electrones artificiales observando la aparicion en la mezcla de reaccion de este tltimo en estado

reducido.



2.4.2.1.- Fotoacumulacién de feofitina

El espectro diferencial de luz menos oscuridad fué realizado en un
espectrofotdmetro (Shimadzu UV-3000) doble haz / doble longitud de onda a 5 ©C ¢n una cubeta
de 1 em de paso de luz. La muestra se ilumind desde la parte superior de la cubeta usando un
cable de fibra optica. La intensidad de la luz en la superficic de la cubeta fué de
aproximadamente 2.000 pE.m‘z.s'l. La luz actinica se seleccioné mediante un filtro de corte en
el rojo, Schott RG665 , y otro para impedir el calentamiento de la muestra , Schott KG3, en la
salida de fa fibra optica. Para proteger el fotomultiplicador de la intensidad de luz utilizada se
us6 un filtro Schott BG39. El complejo DI-D2-Cyt 559 fué diluido a 5 pg Chl/ml en tampén
60 mM Tris-HCI, pH 8,5, y a continuacion se afladié en la cubeta metilviologeno y Nap$704 a
unta concentracion final en la cubeta de 1 uM y 5 mg/ml, respectivamente. La muestra se incubé

durante unos 2 minutos antes de cada medida.

2.4.2.2.- Transporte electrénico secundario

Las actividades relativas de transporte electronico en estado estacionario fueron

cnsayadas usando 1 mM de MnCly y 200 pg.ml-! de SiMo como donador y aceptor artificiales

de electrones, respectivamente (McTavish et al., 1989; Barber et al., 1987). La reduccion de
SiMo fue seguida por el incremento de absorbancia a 600 nm en un espectrofotémetro de doble
haz / doble longitud de onda (Shimadzu UV-3000). Las suspensiones del complejo D1-D2-Cyt
b559 fueron diluidas en tampon 60 mM Tris-HC1, pH 8,5, y se iluminaron desde la parte
superior de la cubeta con un proyector. La luz actinica se filtro a través de un filtro de corte
Schott RG665 y otro de calor Schott KG3. La intensidad de luz roja (tras ser filtrada) en la parte
supertor de la muestra fué¢ de 1.200 pE.m“z.cm'l, la cual resulto ser saturante para las
concentraciones de clorofila usadas. La concentracion de SiMo reducido en un periodo de

iluminacion dado se calculé usando un coeficiente de extincion € = 4.8 mM-!.ecm~! 2 600 nm



(Barber et al., 1987), teniendo en cuenta que para reducir completamente una molécula de SiMo

se necesitan cuatro electrones. Todas las medidas fueron realizadas a 4 oC.




2.5.- Espectroscopia

La espectroscopia es la rama de la ciencia que se ocupa del estudio de la estructura
dc la materia mediante su interaccion con radiaciones. En fotosintesis los fenémenos
originados por las radiaciones (en el caso de plantas en el rango visible del espectro) son la base
del evento fotosintético. El estudio de las proteinas de membranas fotosintéticas necesita el uso
de esta "herramienta” para poder comprender tanto su estructura como las funciones que llevan a
cabo. Por ello durante el desarrollo de este trabajo se han usado diferentes tipos de técnicas
espeetroscopicas para caracterizar los diferentes tipos de particulas y complejos cromoproteicos

aislados,

2.5.1.- Espectroscopia de absorcién a temperatura ambiente

Los espectros de absorcion en el rango del visible de cada una de las particulas
aisladas se realizaron en un espectrofotometro de doble haz Shimadzu 2101-UVPC en un
Beckman DU-64 de fotodiodos a 4 ©C en cubetas de 1 cm de paso de luz con rendija de 1 nm en
el primer caso. Las derivadas de cada uno de los cspectros se realizaron mediante el programa de

ordenador UVPC.

2.5.2.- Espectroscopia a temperaturas criogénicas

Las transiciones electrénicas de los pigmentos localizados en estas proteinas de
membrana se dan entre niveles energéticos muy poco diferenciados, nos encontramos con que la
mayoria de las bandas de absorcién del cspectro visible estan compuestas por varios
componentes. Ademas la asociacion de dichos pigmentos con la proteina origina un aumento de
la anchura de dichas bandas favoreciendo el solapamiento de las bandas del espectro. Para
definir mejor los componentes de cada banda en las diferentes particulas los espectros se han

realizado a 77 K. El empleo de bajas temperaturas en espectroscopia es una de las herramientas

mas utiles cuando nos encontramos en presencia de un sistema inhomogéneo. El uso de N, o He
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jiquidos nos facilita el alcance de temperaturas de hasta -+ KA cstas tempceraturas se produce
una homogeinizacion de las transiciones encrgéticas del sistema Esto se traduce en un
estrechamiento de Ias bandas que en casos determinados puede ir acompanado de una variacion
en ¢l maximo mejorando finalmente la resolucion espectral.

Los espectros de absorcion v emision a 77 K se reatizaron cn ¢l Laboratorio del Dr.
Rafael Cases en ol nstituto de Ciencia de Materiales de Aragon (ICMA) Universidad de
Zaragoza-C.S.L.C. Las medidas de absorcion dptica sc llevaron a cabo en un espectrofotéometro

Hitachi U-3400 de doble haz cquipado con un criostato CTi en cubetas de 0.3 em de paso de luz.

Figura 2.3.- Espectrofotometro Hitachi U-3400 equipado con un criostato CTi para medir

cspectros de absorcion electronica a 77 K.



Los espectros dc fluorescencia a 77 K se realizaron en un banco aptico con
excitacion a 422 nm usando como fuente de luz una lampara de arco de Xenon de 150 Watios
de potencia. La longitud de onda se sclecciond mediante un monocromador Bausch & Lomb con
una rendija de 0,25 mm. La deteccion det espectro se llevo a cabo usando un fotomultiplicador
Hamamatsu R-928 con una rendija de salida de 0,5 mm en el monocromador de salida Jarrell-
Ash. Para levar a cabo las medidas a bajas temperaturas una parte de la muestra se mezclé con
dos partes de glicerol para evitar la formacién de hiclo en la muestra lo que la convertiria en un
cuerpo opaco, se trata de que la muestra al bajar la temperatura se comporte como un solido

cristalino.

2.5.3.- Deconvolucién espectral

Debido a que nos estamos ocupando de un sistema que es un material amorfo desde
el punto de vista fisico, se asume que la contribucion dominante a la anchura de linca espectral
de las bandas de absorcion es de caracter inhomogénco. Esto quiere decir que la funcién que
mejor se ajustara  al tipo de bandas de absorcién que podemos encontrar en este material es la

funcion Gaussiana:

G(x) = Ay . e"Bx-xp) 2 B=1In2/82
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Donde A es la absorbancia en el punto 0, € es el namero de Euler, x; es la

longitud de onda en el punto 0 en nm, y B es el coeficiente en el que § es la longitud de onda en

cm'l.

Por esta razon la deconvolucion espectral que se ha realizado durante este trabajo
ha sido en gaussianas. La precision de este método y su aplicacion al estudio de cromoproteinas
de membrana y a polimeros sintéticos asociados con clorofilas ha sido tratada por varios autores
(Katz ct al., 1978; Uchara et al., 1988). Previamente a realizar la deconvolucion, el espectro
experimental fue transformado de longitud de onda en nm a ntimero de onda en cm™l. En las
deconvoluciones de la principal banda del rojo del complejo D1-D2-Cyt b559, debido a la minima
contribucién de dicha banda a la transicién vibronica a 622 nm, esta banda de mayor energia fue
ajustada de forma scparada a una unica gaussiana y sc sustrajo del espectro. La curva
experimental resultante se ajusto a 3 6 4 gaussianas segin el tipo de centro de reaccion empleado.

La bondad del ajuste se evalué mediante la funcion x2:

% 2= E p=p [Vi-F(x)P2

Donde Y; es la lectura de absorbancia a la longitud de onda x; en nm y F(x;) es la

funcion modelada a x; nm y n es el numero de lecturas efectuadas. Todo el ajuste se realizd

mediante el programa de ordenador Kaleidagraph para ordenadores Apple Mclntosh.

2.5.4.- Espectroscopia de fluorescencia

Para realizar los espectros de emision en el rojo de fas diferentcs cromoproteinas
aisladas se utilizd un espectrofluorimetro Perkim-Elmer LS-50 o un Kontron SFM-25
termostatizados a 4 9C en cubetas de 1 cm de paso de luz, la longitud de onda de excitacion fue
a 430 nm en la banda Soret de la clorofila a y la deteccion se hizo con una rendija de salida de 1

nm. El calculo del rendimiento cuantico (¢) de fluorescencia s¢ realizd mediante la integracion



del drea bajo la banda de fluorescencia gracias al programa dec ordenador del aparato. La
fluorescencia de triptéfano del esqueleto proteico del complejo D1-D2-Cyt b559 se midid con un
espectrofluorimetro Hitachi F4500, excitando a 296 nm con una rendija de excitacion de 1 nm.
La deteccion se llevo a cabo en el rango de 310 a 380 nm con una rendija de emision de 2,5 am.
Todas las medidas se realizaron a 4 °C previa normalizacién de las concentraciones del complejo

D1-D2-Cyt b559.

2.5.5.- Dicroismo circular (CD)

Se define una molécula dpticamente activa cuando interacciona de forma diferente
con la luz polarizada a la izquierda que con la luz polarizada a la derecha. FEsta interaccion
diferencial da lugar al fenémeno conocido como dicroismo. Pocos cromoforos son opticamente
activos y en la mayoria de los casos esta actividad es producida por la interaccion con otras

moléculas o grupos quimicos localizados asimétricamente.

La actividad optica de las muestras se midio en el Laboratorio de la Dra. Rosalia
Rodriguez en el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de [a Universidad

Complutense de Madrid.

2.5.5.1.- CD en el rango del visible

Mediante esta técnica espectroscopica se han determinado tanto las interacciones
exciténicas entre los pigmentos dentro de los complejos proteicos. Las medidas se realizaron en
un dicrografo Jovin-Ybon 4000 en cubetas circulares de 1 cm de paso de luz en ¢l rango del
visible. Se midié antes de lHevar a cabo ¢l espectro una linea de base con los mismos reactivos
quimicos excepto la proteina, que fue sustraida del espectro final. La concentracién de muestra
usada para los espectros en el rango del visible se determing usando un coeficiente de extincion
=74 mM-!. ecm~! ¢n la banda del rojo a 675 nm (Dekker et al, 1989). Las medidas se realizaron

a4 CC,
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2.5.5.2.- CD en el rango del ultravioleta

Los cambios en la estructura secundaria de la proteina sometida a diferentes
tratamientos se realizaron mediante esta técnica. Los espectros se llevaron a cabo en ¢l rango de
200 a 250 nm, la concentracion de proteina se calculé mediante el andlisis de aminoacidos de la
muestra. Todas las medidas se llevaron a cabo a 4 ©C ¢n cubetas de 2 mm de paso de luz, antes
de medir el espectro se calculé la linea de base con todos los reactivos quimicos excepto la

proteina para sustraerla del espectro experimental.

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

El efecto SERS ("surface-enhanced Raman scattering”) se produce cuando
complejos ionicos, mo!écul_as o croméforos son absorbidos en una superficic rugosa de Au, Ag,
o Cu la cual es excitada por un laser. Este cfecto habia sido ya comunicado por otros autores
para moléculas de piridina en electrodos de plata anodizados (Albrecht et al., 1977) consiguiendo
una mejora de 106 veces en la intensidad sobre una scfial de dispersion Raman normal.
Interacciones ta.nfo quimicas como electromagnéticas entre el material absorbido y el metal
contribuyen al fendmeno de aumento de la intensidad de la sefial. El efecto SERRS se da
cuando la longitud de onda del haz de excitacion del laser esta en resonancia con una transicion
electronica del material absorbido generando un aumento adicional de dicha sefal.

Las principales ventajas de ambos efectos SERS/SERRS incluyen: una alta
sensibilidad, minimizacion de la fluorescencia que es uno de los principales problemas en la
espectroscopia Raman normal, selectividad molecular y la variacion de la intensidad de las
sefiales con la distancia entre la molécula que origina la sefial y el electrodo. La concentracion
de muestra que se usa para este tipo de medidas se encuentra en el rango que se usa en
espectroscopia de fluorescencia. Ademas, los cromoforos pueden ser scleccionados segin la
longitud de onda del haz laser empleado para la excitacion. Generalmente la dispersion Rayleigh

no es un problema debido a que la dispersion Raman es inelastica (la dispersion es desplazada



por frecuencias vibracionales). Ambos efectos se producen en la region del espectro que va desde

el UV cercano al infrarrojo cercano (NIR).

Tanto SERS como SERRS han sido utilizados en el estudio de pequeiias moléculas,
sin embargo el estudio de biomoléculas complejas habia estado limitado por varios problemas
entre los que sobresale la posible desnaturalizacion de ciertas macromoléculas producida por su
absorcién a la superficie metalica del electrodo. La valiosa informacion que se puede obtener
sobre: interacciones de proteinas, efcctos redox, excitacion selectiva de cromoforos, tipos de
estructuras quimicas responsables de una mejora en la transferencia de electrones, efectos
producidos por la distancia, estados de spin, hacen que esta técnica espectroscopica sea muy
apropiada para ¢l estudio de membranas fotosintéticas (Scibert et al., 1992) y complejos

proteicos aislados de ellas (Picorel et al., 1991).

2.5.6.1.- Instrumentacién

Como en la espectroscopia Raman convencional y en resonancia Raman, un haz
laser es usado para excitar los complejos. En la mayorfa de los casos se emplean laseres
continuos de gas bien de Art o Krt, aunque también se pueden emplear faseres pulsados con la
ventaja en este iiltimo caso de la obtencion de espectros resueltos en el tiempo. Los métodos mas
comunes para la iluminacion de la muestra son dos: la luz dispersada por la muestra es recogida
con un angulo de 900 respecto al haz de luz incidente, o bien la luz dispersada es recogida con
angulo de 180° respecto al haz del taser incidente ("backscattering").

La eleccion del espectrometro y del detector es fundamental cuando se utiliza esta
técnica espectroscopica a biomoléculas. La irradiacidén de Ia muestra puede conducir a una
rapida degradacion de la misma, este efecto puede ser minimizado imprimiendo un movimiento

de rotacion  del electrodo en el haz liser aunque el uso de sistemas de deteccion



Figura 2.4.- Esquema del espectrometro SERS/SERRS. A) Ar™ laser, B) Kr™ laser, C) espejos,
D) monocromador regulable, E) deposito de la muestra, F) lentes de recogida de la luz
dispersada, G) lentes para enfocar, H) monocromador del espectrometro, 1) espectrografo, I)

detector de fotodiodos, K) controlador del detector, L) sistema operativo y ordenador.

multicanal es la mejora mas importantc. El aparato usado para las medidas fué un triple
espectrometro Spex1877 de fotodiodos (modelo 1460, Princeton Applied Research). La luz fué

recogida con una lente de camara /1.2 con una geometria de 180° ("backscattering™). La fuente

de excitacién fue un laser de Kr™ (Coherent 100K).

2.5.6.2.- Preparacion de la muestra

Los electrodos de Ag son preparados sellando un cable o famina en un tubo de
cristal, para ello se uso una resina inerte (Torr scal, Varian). A continuacion la superficie del
electrodo es pulida con una suspension de alimina en agua, comenzando por el grano mas grueso
(5 pm) y finalizando por el mas fino (0.05 pm). La superficic del electrodo tras el pulido
presenta una apariencia como la de un espejo. Entonces ¢l 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 dec diametro. Laminas  con



particulas de Ag se pueden preparar también al vacio por deposicion de Ag en una superficie de
cuarzo. El grado de recubrimicnto de la lamina, temperatura del sustrato cristalino y el grosor de
la lamina son pardmetros importantes en la actividad SERS de dichas superficies. Tras el
proceso de anodizacion del electrodo, éste fu¢ sumergido en una suspension del complejo D1-D2-
Cyt b359 y el exceso de material fue eliminado. El tiempo de inmersién y la concentracion de la
suspension determinan el grado de recubrimiento de la superficie. Los espectros de SERRS se
realizaron a 77 K en un vaso Dewar transparente. Con ¢l objeto de conseguir una mayor

resolucion espectral el electrodo es entonces sumergido en un vaso Dewar con N, liquido para

llevar a cabo el analisis espectral.

2.5.7.- Espectroscopia de resonancia paramagnética del electrén (EPR)

La técnica espectroscopica denominada resonancia paramagnética del electrén (EPR)
se basa en la deteccion de electrones desaparcados en una muestra por su absorcion de la energia
de una fuente de radiacidén de microondas {aproximadamente 1010 Hz) cuando la muestra esta
situada en un fuerte campo magnético {(aproximadamente 0,3 T).

La gran mayoria de las biomoléculas contienen electrones apareados, pero hay dos
clases de moléculas que contiencn clectrones desapareados y que juegan un papel relevante en los
sistemas biologicos, son los radicales libres y los iones de los metales de transicién, El electrén
posee un momento magnético en virtud de su spin (S=1/2). En la presencia de un campo
magnético ¢l momento magnético tiene dos posibles orientaciones en diferentes niveles de energia.
Estas orientaciones corresponden a las dos posibilidades de spin que tiene el electron (S +1/2).
Las transiciones entre los dos estados de spin pueden ser inducidos si una radiacion
clectromagnética de una frecuencia apropiada es aplicada en sentido perpendicular al campo

magnético aplicado Bo. De esta forma la condicién basica de resonancia en EPR se define como:

h.v=g B . Bo



donde B es el magneton de Bohr (0.92 x 10-23 1. T) y g es el factor g del electron

que para un electron hbre es de 2,0023.

2.5.7.1.- Instrumentacion

Para campos magnéticos ¢n ¢f rango de 0,3 a 1,2 T la condicion de resonancia del
spin del electron se da en el rango de frecuencias de las microondas (0,9 x 109-3,6 x 10° Hz,
longitudes de onda de 3-0,8 cm). Las microondas son conducidas a través de tubos cuyas
dimensiones estan en consonancia con las longitudes de onda de las microondas. El tamafio de
conducto mas usado suele tener una dimension de unos 3 cm, lo que corresponde a una frecuencia
de unos 9000 kHz. Un sistema de este tipo se denomina espectrometro ¢n la banda X. La
cavidad es la parte del aparato en la que la muestra es localizada en medio del campo magnético
y en la cual desemboca ¢l tubo desde la fuente de microondas. El campo magnético es barrido
para encontrar la condicion de resonancia y posteriormente la deteccion es mejorada modulando
¢l campo magnético. La sensibilidad del método es alta y se pueden emplear muestras solidas o

liquidas en volumenes que van desde 10 a 500 pl.

Figura 2.5.- Esquema de un espectrometro dc EPR: A) cavidad, B) fuente de microondas, C)
detector, D) amplificador, E) carga, F) cables de modulacion y G) ordenador para la recogida de

datos.



2.5.7.2.- Preparacion de la muestra

Las medidas se realizaron en el Instituto de Ciencia de Materiales de Aragén
(Universidad de Zaragoza-C.S.I1.C) en el Laboratorio del Dr. Pablo J. Alonso en un
espectrometro Varian (Modelo E112) operando en la banda X. La muestra se deposité en tubos
de cuarzo de 0,3 x 25 cm. La temperatura se controlé mediante un criostato de flujo continuo de
He (Oxford ESR-900) a 5 K con especial cuidado de mantenerla constante durante la toma de

los espectros. Para las medidas de EPR las membranas del PSII se resnspendicron en 0,4 M de

sacarosa, 15 mM de NaCl, 5 mM de MgCl, y 50 mM de HEPES-NaOH, pH 7,2, a una

concentracion de 10-12 mg Chl / ml,
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2.6..- Espectroscopia en tiempo resuelto

La capacidad de producir pulsos de luz de corta duracion mediante ¢l uso de laseres
ha proporcionado a los investigadores una herramienta muy atil en el estudio de la dinamica de
procesos ultrarrapidos a nivel molécular tanto fisicos como quimicos en escalas de tiempo cada
vez menores. Las primeras aplicaciones de estos sistemas de cinética rapida fueron en las areas
de fotoquimica y fotofisica donde fué posible por vez primera estudiar procesos de relajacién
vibracional o clectrénica en rangos de tiempo menores que nanosegundos (ns). Rapidamente ¢l
uso de la espectroscopia resuelta en el tiempo se aplico a diferentes sistemas biologicos
contribuyendo de forma espectacular al aumento de nuestro conocimicnto a nivel molecular de
un amplio rango de procesos biologicos. Asi esta técnica se ha usado para el estudio de la
dinamica interna de proteinas, de Acidos nucleicos, interacciones proteina-acidos nucleicos, etc.
El uso de la espectroscopia de tiempo resuelto en fotosintesis es fundamental para comprender los
procesos de transferencia electrénica y de cnergia. Este hecho es debido a que los rangos de
tiempo en los que estos procesos se efectian en los centros de reaccion y en las antenas son de
femto (fs) y picosegundos (ps). Los experimentos realizados con csta técnica s llevaron a cabo
en colaboracidn con los laboratorios de los doctores G. Porter y J. Barber en los departamentos
de Fotoquimica y Bioquimica, respectivamente, del Imperial College of Science, Technology and

Medicine de Londres, Reino Unido.

2.6.1.- Espectroscopia de emision en tiempo resuelto

2.6.1.1.- Instrumentacion

Las cinéticas de fluorescencia resuelta en el tiempo se midieron mediante un aparato de
"single-photon-counting” (Booth et al., 1991). El sistema consiste en un laser mode-locked
Coherent Antares YAG acoplado de forma sincronizada para amplificar los pulsos a un dye laser
con rhodamine 6G en su cavidad. Este sistema produjo un tren de pulsos de 8 ps con una
frencuencia de 3,7 MHz. La funcion de respuesta del instrumento tuvo un FWHM de

aproximadamente 100 ps, dando una resolucion de tiempo tras la deconvolucién de 20 a 30 ps.

A5



Se usé un filtro de corte a 630 nm para climinar cualquier dispersion del laser. Para las medidas
de respuesta del aparato s utitizd un filtro de paso de banda a 615 nm (40 nim FWHM). La
longitud de onda de emision se selecciond medianie un monocromador Hilger-Watts 0.3 mm via
deteccion se realizo con un fotomultiplicador Hamamatsu R1S64 U01 Las muestras fucron
Hupnnadas a 630 nm con una potencia media de 20-30 mW. Se fluming un volumen de 0.1 em?3
de la muestra v menos de 1 en 107 centros de reaceion presentes en el volumen tluminado fueron
excitados por cada pulso del laser. Los experimentos se levaron a cabo a 277 K v la muestra se
agitd en cada una de las medidas. Fn cada una de fas cinéticas se recogicron por encima de

40.000 cuentas cn ¢l canal del pico. Las enéticas s detectaron con una rendija de 6 nm a 682

1.

Figura 2.6.- Dctalle del sistema de laser usado para realizar las medidas de cmision en tiempo
resuelto mostrando el mode locked YAG laser v la organizacién del sistema de compresion de

pulsos.



2.6.1.2.- Preparacién de la muestra

Para llevar a cabo las medidas, muestras de centro de rcaccion se resuspendicron en
tampon 60 mM Tris-HCI, pH 8.0, mas 1 mM de DM a una concentracién de 10 ug Chl/ml para
RClIa y 2 pg Chl/ml para RCIlb. Es importante minimizar el grado de agregacién del complejo
D1-D2-Cyt b559 para garantizar un buen comportamiento de la muestra. Un grado alto de
agregacion de la muestra es rapidamente observado por un acortamiento de los tiempos de vida
de los componentes de la cinética asi como por un desplazamiento hacia el azul tanto de la
banda de absorcién de menor energia como de la banda de fluorescencia del complejo D1-D2-Cyt
bssg. Este tipo de agregacion ocurre por un descenso de la concentracion de detergente a 0,2
mM (cerca de la CMC), sin embargo a la concentracion de detergente utilizada no se observo
agregacion de la muestra.  Los centros de reaccion RClIla y RClIb mostraron maximos de
absorcion en la banda del rojo de 675.5 y 674.5 nm, respectivamente, antes y después de las
medidas. Una vez que las muestras fucron descongeladas y resuspendidas en tampén a la
concentracion adecuada las cinéticas sc realizaron inmediatamente. Todos los experimentos se
llevaron a cabo en condiciones anaerobias mediante la mezcla con la suspension de medida de la
muestra de 5 mM de glucosa, 0,1 mg/ml de glucosa oxidasa y 0,05 mg/ml de catalasa para
posteriormente scllar la cubeta. A continuacion la cubeta se incub6 durante 10 minutos antes de
realizar las medidas para ascgurar un consumo maximo del oxigeno del medio. Las medidas se

realizarona 277 K.
2.6.1.3.- Analisis de los datos

Los tiempos de vida fueron calculados basandose en el algoritmo de ajuste de
Mardquardt (Mardquardt, D.W., 1963) por reconvolucion interactiva, asumiendo una cinética
multiexponencial. La calidad de los ajustes fué evaluada usando ¢l criterio reducido de la X2 y
graficas de los datos residuales promediados. Las cinéticas de fluorescencia se representaron por
una suma de tres o cuatro exponenciales segin el ajuste de los datos. Como ya ha sido

establecido el 85 % de la fluorescencia a 277 K del complejo D1-D2-Cyt b559 es producida por



la suma de los componentes de la recombinacion de cargas, ademas de un componente de 5 ns
asignado a la clorofila desacoplada de la separacion de cargas (Crystall et al, 1989). Las
cincticas se calcularon en una escala de ticmpo de 560 ps por canal, resultando en una escala
total de 280 ns. Estas condiciones ayudan a establecer ¢l tiempo de vida mas largo de una forma
mas precisa que usando una escala mas corta. Todas las cinéticas fueron primero analizadas sin
restricciones en los pardmetros para a continuacion analizarlas fijando el valor para el tiempo de
vida asignado a la clorofila desacoplada. Los conjuntos de datos obtenidos para cada cinética y
tipo de muestra fueron analizados individualmente y posteriormente se analizaron globalmente.
En ambos casos los datos ajustaron a tres o cuatro exponenciales segun ¢l tipo de muestra. Ef
analisis global de los datos (Knutson et al., 1983) reduce los efectos de la correlacion exponencial
y mejora la precision de los parametros deducidos de los datos experimentales. Los rendimientos
cuanticos de fluorescencia de cada uno de los componentes se calcularon a partir de la integral

de tiempo del componente apropiado en la cinética de fluorescencia.

P680* Pheo
3 x 10" g
! - 3
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/
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Figura 2.7.- Esquema de la cinética de separacion de cargas en el centro de reaccion del PSIL

Los valores entre paréntesis sefialan ¢l rendimiento en porcentaje de cada ruta particular. ic

E]

conversion interna; kg, grado de recombinacion de cargas directamente desde ¢l estado basal; F |

fluorescencia (Booth et al., 1990).




Es posible determinar la constante dc equilibrio para la reaccién primarnia de

separacion de cargas !

P680 === P680"Pheco" (1

A partir de las medidas de fluorescencia resuelta en el tiempo usando el siguiente

tratamiento matematico :

K=[P680" Pheo™] / [PGSO*] = A(P*}/ A(P*e) (2)

donde A(P*i) y A(P*e) son las amplitudes iniciales de las cinéticas de
fluorescencia de P680* antes y en el equilibrio respectivamente.  Si el equilibrio en la ecuacion
(1) decae siguiendo la cinética dc una unica exponencial con un tiempo de vida, entonces Ia

constante de equilibrio K de la reaccion primaria de separacion dc cargas se¢ puede definir como:

o w
K=chp(-l/'[1)f ¢1 j CXp(-f/To):T]/(i)l.To {3)

©

donde 1, es ¢l ticmpo de vida de la fluorescencia producida por la recombinacion

de cargas, ¢ es ¢l rendimiento cuantico de la fluorcscencia de la recombinacion de cargas y Tp

es el tiempo de vida natural de P680* ¢l cual ha sido calculado como 19 ns (Booth et al., 1990).
La energia libre de la reaccion primaria de separacion de cargas AG(P680*-P680TPheo”) se

determiné a partir de K mediante la ecuacion de Boltzmann:
AG=-kp, TlnK 4)

donde AG e¢s la encrgia libre cstandard por moléeula y ky, es la constante de

Boltzmann .

ki |




2.6.2.- Espectroscopia de absorcion en tiempo resuelto

2.6.2.1.- Instrumentacion

Los datos de absorcion se determinaron en un sistema de "flash photolysis"
compuesto por un laser de Ny PRA LN1000 para la excitacién de la muestra, y un haz de prueba
producido por un diodo laser de 35 mW (Mitsibushi ML5415N) a una longitud de onda de 820
nm y se¢ detecto con un fotodiodo (EG&G FN100) concctado a un amplificador casero que
portaba un filtro de 4,7 ps y un osciloscopio digital Gould 4071. La longitud de onda de
excitacion fue de 337 nm, los flashes fueron producidos por ¢l laser de N5 con una frecuencia de
3 Hz. La duracion de los pulsos fue de 800 ps con una energia de 0,45 mI por pulso. El tiempo
de resoluciédn del aparato es limitado por el amplificador. Un filtro de interferencia a 820 nm fue
colocado en frente del detector para impedir cualquier interferencia de fluorescencia en la medida.
Ademas para impedir la contribucion de fluorescencia a los datos la deteccion se realizé con un
pequefio angulo rigido. El paso de luz fue de 1 em y las medidas fueron tomadas como la media
de 64 flashes. La preparacion de las muestras sc llevd a cabo como en 2.6.1.2., y las medidas se

realizaron a 277 K.

2.6.2.2.- Analisis de los datos

Las cinéticas de absorcion en tiempo resuelto se analizaron basicamente como en el
apartado 2.8.1.3. con las modificaciones descritas a continuacion. Un tiempo de vida se fijé a 4,7
Ms para representar la cinética de P680 en estado triplete mientras los otros parametros se
dejaron correr libres. El tiempo de vida de P680 cn estado triplete en la ausencia de 07 es
alrededor de 1 ms (Booth et al., 1991) pero se obse_rva como un componente de 4,7 ps debido al
uso del filtro de 4,7 us en el amplificador. La deconvolucion de los datos de absorcién fué

realizada usando la funcion de respuesta del aparato dando una resolucion de tiempo de | ns.



2.7.- Tratamiento del complejo D1-D2-Cyt b559 con detergentes

La purificacion de proteinas de membrana requiere gencralmente el uso de
detergentes para poder extraer estas macromoléculas de su entorno lipidico. Normalmente se
solubiliza la membrana con un determinado detergente y posteriormente se purifica la proteina
descada por uno de los métodos habituales (cromatografia, gradientes de sacarosa,
cromatoenfoque, etc.). El hecho de que un detergente sca el apropiado para la solubilizacion de
una determinada proteina de membrana no quiere decir que la proteina una vez purificada sca
mas estable en este detergente (ver seccién 1.4). En ciertos casos sucle suceder Jo contrario, de

manera que s¢ necesita realizar un intercambio de detergente en la proteina ya purificada.
2.7.1.- Desnaturalizacién y renaturalizacion del complejo D1-D2-Cyt b5359

Una vez purificado el centro de reaccion del PSIH (ver 2.2.4) ¢ste fue
desnaturalizado mediante incubacién en tampon 50 mM Tris-HCL, pH 7,2, mas 0,05 % de TX-
100. La suspension se mantuvo a 4 °C en la oscuridad. Se realizaron espectros de absorcion de
la muestra a diferentes tiempos de incubacion para seguir el proceso de desnaturalizacion de la
cromoproteina. Cuando la banda de menor energia del complejo D1-D2-Cyt b559 mostro un
maximo a 6715 nm el TX-100 se retird del tampon de incubacion intercambiandolo por DM en
una pequefia columna (1,5 x 3 cm) de intercambio ionico DEAE-Fractogel TSK 6508 (Merck)
equilibrada con 50 mM Tris-HCI, pH 7,2, Unos 30 pg de Chl total, fueron cargados en la
columna, cuya concentracion se midié usando un coeficiente de extincion g = 74 mM-} . em Ll en
la banda de menor energia (Dekker et al., 1989). Una vez que la muestra se fijo en la columna,
ésta se lavé con 100 ml del tampén de equilibrado mas 2 mM de DM para a continuacion eluir el
complejo proteico con 150 mM de NaCl en el tampdn de trabajo. La muestra fue desalada por
dialisis frente a tampon de equilibrado durante 1 h. En caso necesario la muestra s¢ concentro
usando una célula de ultrafiltracion Amicon equipada con membranas PM 30.

El intercambio de detergente se realizd también mediante ultracentrifugacion del

complejo proteico a 309.000 x g durante 3 h previa dilucién de la mucstra 1:7 en tampon 50 mM



Tns-HCI, pH 7,2 (McTavish et al., 1989). El sedimento resultante se resuspendié en el mismo
tampon mas 2 mM de DM,
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3.-RESULTADOS






3.1.- Aislamiento de tilacoides y membranas del PSU

El proceso de purificacion conjunta de ambas fracciones subcelulares esta basado
en el método de Bertold et al. (1989) pero han sido necesarias tanto su adaptacion a la especie en
la cual se ha realizado este trabajo como su modificacion para poder aumentar el rendimiento del

aistamiento.

En la tabla 3.1 se recogen los resultados de una purificacion de ambas fracciones a
partir de 1,5 Kg de tejido foliar. La actividad de evolucién de oxigeno en ambas particulas se
determind mediante la técnica del electrodo de oxigeno usando DCBQ como aceptor de
electrones. Los niveles de clorofila total, a y b, se midieron espectrofotométricamente usando las

- formulas de Amon (Arnon, D., 1949).

Tabla 3.1. Tabla de purificacion de PSIIm y OECC de Beta vulgaris.

g Actividad
Fraccion  Chla/Chlb Chlt  (pmolOy/mg
(mg) Chi. h)
Titacoides 3.56 394 253
PSIIm 22 127.77 670
OECC 17.56 2.09 1050

La fraccion de tilacoides se obtuvo tras homogeneizar el tejido foliar y obtencr cloroplastos, los
cuales fueron lisados mediante choque osmético en tampén B2 (ver apartado 2.2.1). A
continuacion la fraccion tilacoidal se sedimentd por centrifugacion a baja velocidad. En este paso
eliminamos va la fraccion de proteinas solubles del estroma del cloroplasto quedandonos
uinicamente con las proteinas intrinsecas de la membrana tilacoidal y las ligadas a ella como por

ejemplo la subunidad F1 de la ATPasa, o las mismas proteinas extrinsecas relacionadas con el

PSIL



3.1.1- Propiedades espectroscépicas y moleculares de tilacoides y PSIIm

3.1.1.1- Espectros de absorcion electrénica

El paso fundamental para la obtencion de PSIim pasa por el uso de detergentes

para poder climinar gran parte de proteinas que se encuentran en las membranas al solubilizar las

1.5
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Figura 3.1.- Espectro de absorcion electronica de tilacoides de Beta vulgaris en tampén 50 mM

MES pH 6,0, 15 mM NaCly 5 mM MgCly.

membranas tilacoidales no apiladas y que interfieren en este estudio como por ejemplo el PSI, el
citocromo bef, etc. Mediante el uso del detergente no ionico TX-100 se consigue la
solubilizacion parcial de Ia membrana tilacoidal consiguiendo el aislamiento de la particula
denominada PSHm que sirve como punto de pz:mida para posteriores purificaciones. En la figura
3.1 se puede observar ¢l cspectro de absorcion de tilacoides de Beta vulgaris tras lisar los

cloroplastos. En dicha figura sc puede observar la gran dispersion producida por el gran tamaiio



de cstos fragmentos de membrana. La preparacién mucstra varias bandas en el rango del visible
con maximos de absorbancia a 678.5 nm debida a Chl a, con un hombro en esta banda hacia 650
nm debido a Chl b, y a 435 nm debida a la Chl a y Chl b localizada en las proteinas que integran
tanto el PSII como ¢l PSI. El hombro a 650 nm sc debe unicamente a la Chl b que esta presente
en cromoproteinas de la antena, por ejemplo la LHCH. Ademas de estas bandas se puede
observar en la figura una amplia banda hacia 485 nm producida por los diferentes carotenoides

asociados a los complejos pigmento-proteina.
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Figura 3.2.- Espectro de absorcion electronica de PSIIm de Beta vidgaris en tampén 50 mM

MES, pH 6,0, 0,4 M sacarosa, 15 mM de NaCl y 5 mM de MnCly.

El espectro de absorcion de PS1lm de Beta vilgaris se puede observar en la figura
3.2, y sc caracteriza por la escasa dispersion cn el espectro asi como por una mayor definicion
de las bandas que forman el espectro. La banda del rojo muestra un maximo a 680 nm

indicativo de la pureza y estado de la preparacion y exhibe de nuevo un hombro hacia 650 nm



originado por la Ch™. El maximo a 430 nm es producido por la banda Soret de ambas
clorofilas, mientras que la banda a 500 nm es debida a los carotenoides asociados a las
cromoproteinas de la preparacion.

La comparacion de ambos espectros de absorcion junto a la relacion de Chl a / Chl
b de la tabla 3.1 revelan una disminucién del nivel de Chl a respecto a Chl b que indica un
enriquecimiento de esta fraccion en Chl b la cual pertenece ¢n su mayor parte a la cromoproteina

LHCII de la antena del PS 11

3.1.1.2.- Identificacién y cuantificacién de pigmentos de tilacoides y PSIIm

Mediante analisis de pigmentos por HPLC se identificaron los principales tipos de
pigmentos asociados a las cromoproteinas de cada fraccion, la diferencia entre los niveles de
pigmentos entre ambas preparaciones  queda de manifiesto en la tabla 32 y en los

cromatogramas de la figura 3.3.

Tabla 3.2.- Relacion de pigmentos en las fracciones de tilacoides y PS{lm de Beta vulgaris.

Pigmento Tilacoides PSHm
Neoxantina - 0.062 0.125
Violaxantina 0.125 0.132
Anteraxantina 0.069 0.044
Luteina 0.281 0.367
Zeaxantina 0.275 0.169
Clorofila b 1 1
Clorofila a 34 2.0
B-caroteno 0.38 0.148
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Figura 3.3.- Identificacién y scparacion de pigmentos de tilacoides (a) y PSIIm (b) de Beta

vulgaris por HPLC.

Las variaciones mas importantes quc se aprecian de una preparacion de membranas a
otra se dan en los nivecles de B-carotcno y de Chl a, asi se puede apreciar un aumento de los

niveles dc Chl b respecto a B-caroteno en ¢l paso de tilacoides a PSHm, lo cual se puede

TR



explicar por la pérdida de proteinas (por ejemplo del PSI) que no estan relacionadas con el PSII
en ia solubilizacién. Por otro lado el descenso del nivel de Chl a con respecto a Chl b se explica
por un aumento relativo de la proteina de la antena LHCII rica en Chl b y principalmente

asociada con el PSIL

3.1.1.3.- Contenido proteico. SDS-PAGE

La tabla 3.3 recoge los Rf v pesos moleculares de las proteinas patron utilizadas

como marcadores moleculares en electroforesis en gel de poliacrilamida al 12.5 %,

Tabla 3.3.- Movilidad relativa (Rf), PM y log PM de las proteinas patron obtenidos en gel de
poliacrilamida al 12.5 %. Los pesos moleculares de las proteinas componentes tanto de

tilacoides como de PSIIm de Beta vulgaris se encuentran indicados en la figura 3.5.

Proteina PM log PM Rf
Fosforilasa b 97.400 4,985 0,095
Seroalbiimina bovina 66.200 4,820 0,171
Ovoalbimina 45.000 4,653 0,304
Anhidrasa carbonica 31.000 4,491 0,519
Inhibidor de tripsina 21.500 4,332 0,742
Lisozima 14.400 4,158 0,914

La figura 3.4 muestra el ajuste por minimos cuadrados de los diferentes valores de
Rf-logPM de las proteinas patrén. A partir de la recta de los marcadores moleculares se
determinaron los pesos moleculares de las diferentes bandas de proteina en las dos fracciones de

membrana.
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Figura 3.4.- Recta de calibrado del peso molecular de Jas proteinas componentes de tilacoides y

PSIim de Beta vulgaris.

La clectroforesis de tilacoides y membranas de PSiIm de la figura 3.5 muestra la
diferencia en el contenido proteico de ambas preparaciones. El aislamiento de membranas de
PSII nos facilita la posibilidad de trabajar con un material de partida desprovisto de PS1 y un
gran numero de proteinas contaminantes, como se puede observar en los electroforetogramas
correspondientes.  Asi, las proteinas integrantes de las PSIIm son identificadas (en ord?n
decreciente de peso molecular) como las proteinas CP47 y CP43 que forman la antena intrinseca
del PSII, D2 que forma parte del centro de reaccion, 33 kDa que estabiliza el dominio del Mn

responsable de la evolucion de 09, D1 que forma parte del centro de reaccion, antena extrinseca

del PSII (mayoritariamente LHCII), y las proteinas de 23 kDa y 17 kDa que parecen estabilizar



cl aporte de Ca(ll) y CI(I) para llevar a cabo la fotdlisis del agua en el proceso de

desprendimiento de oxigeno.
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Figura 3.5.- Electroforesis ¢n gel de poliacrilamida con SDS de las fracciones de tilacoides y

PSHm de Beta vulgaris.

3.2.- Purificacién del "oxygen evolving core complex"

3.2.1.- Propiedades espectroscopicas y moleculares del OECC de Beta vulgaris,

La purificacién del OECC  de Beta vulgaris se llevé a cabo a partir de PSIIm
siguiendo ¢l método de Ghanotakis et al 1986. El OECC ¢s el complejo proteico minimo del PSII
que conserva la capacidad de desprender oxigeno. -Como puede observarsce en la Tabla 3.1, el

OECC es una particula altamente purificada en PSII.



3.2.1.1.- Identificacion de las proteinas del OECC.

La electroforesis de una preparacion tipica de OECC de Befa vulgaris se puede
observar en la figura 3.6. El electroforetograma presenta seis bandas mayoritarias de proteina
identificadas (por orden de peso molecular decreciente) como CP47, CP43, D2, 33 kDa, D1 y
26,1 kDa. La preparacion esta casi totalmente desprovista de la antena externa LHCII, aunque
aun puede distinguirse una pequefia banda de proteina contaminante a 26.1 kDa. Ademas en este

paso de purificacion las proteinas de 23 y 17 kDa son también eliminadas respecto a las PSIIm

por lo que es necesario la aportacion de ciertas cantidades de CaCly en el medio para favorecer la

evolucion de O3 de la particula.

OECC

CP47 __
CP 43 —

D2
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Figura 3.6.- Electroforesis SDS-PAGE al 12.5 % de OECC de Beta vulgaris.



3.2.1.2.- Espectro de absorcién electronica y segunda derivada de OECC

El espectro de absorcion en el rango del visible muestra diferentes bandas como
puede observarse en la figura 3.6, con maximos a 674, 627, 543, 485, 436.5 y 420 nm. Como se
puede observar el hombro de Chl b a 650 nm caracteristico de PSIm ha desaparecido en esta
particula indicando una separacion de la antena externa LHCIL. Los méximos a 674 y 436.5 nm
son consecuencia principalmente de las transiciones electronicas de la Chi a asociada tanto a las
proteinas antena CP47 'y CP43 como a la Chl a y Pheo a del centro de reaccion del PSII

mientras que la banda a 627 nm es producida por transiciones vibrénicas de los pigmentos de la
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Figura 3.7.- Espectro de absorcion electronica de OECC de Beta vulgaris en tampén 50 mM
MES, pH6.0, 0.4 M sacarosa y 10 mM de CaCl;.



banda de menor energia. La presencia en el espectro de absorcion de una pequefia banda a 543
nm y una mayor deﬁniciSn de la banda a 420 nm revela la presencia de dos de los componentes
caracteristicos del centro de reaccion del PSII: el pigmento Pheo a dnicamente asociado a este
complejo cromoproteico y el citocromo b559, intimamente relacionado con el centro de reaccion.
La banda de carotenoides (PB-caroteno) es la responsable del maximo a 486 nm. Se puede
observar una fuerte disminucion de la amplitud de esta banda tras el paso de PSlim a OECC
debida a la pérdida en el proceso de purificacion de la mayoria de las proteinas de la antena
externa ricas en xantofilas. La scgunda derivada del espectro anterior (figura 3.8) mostré la
existencia de dos componentes mayoritarias en la banda de menor encrgia a 681 y 671 nm. El
componente a 681 nm se debe probablemente como el donador primano (P680) vy a algunos
grupos de clorinas de la antena intrinseca, mientras que el componente a 671 nm comprenderia a

la clorinas asociada tanto a las proteinas CP47 y CP43 como al centro de reaccion.
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Figura 3.8.- Scgunda derivada del espectro de absorcion del OECC (figura 3.7)



También se observaron minimos a 543 nm, correspondiente a la banda de Pheo a, a 465 y 494
producidos por dos de las tres transiciones de los carotenoides en esta region espectral y a 438
producido per Chl a y a 415.5 nm producido por Chl a, Pheo a y por la banda Soret det grupo

hemo del citocromo b559 respectivamente. :

3.2.1.3.- Identificacién y cuantificacién de pigmentos del OECC

El analisis de los pigmentos de! complejo proteico por HPLC revel$ la existencia de
trazas de Chl b y diferentes carotenoides como puede apreciarse en la tabla 3.5 Estos pigmentos
contaminantes estan probablemente asociados con la proteina de 26.1 kDa que aparece en el

clectroforetograma de la figura 3.6. Los pigmentos mayoritariamente asociados al OECC son

Chl a'y B-caroteno con notable diferencia sobre el resto.

Tabla 3.4.- Identificacion y relacién de pigmentos de OECC de Beta vulgaris.

Pigmento QECC
Neoxantina 0,818
Violaxantina 0,234
Anteraxantina 0,148
Luteina 0,46
Zeaxantina 0,706
Clorofila b 1
Clorofila a 20
B-caroteno 4,422

En la figura 3.9 se observa un cromatograma de una de las muestras de OECC.
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Figura 3.9.- Cromatograma dc pigmentos de OECC de Befa vulgaris. Noétese el cambio de

escala en el minuto 7 para poder mostrar todos los picos del cromatograma.



3.3.- Purificacién del complejo D1-D2-Cyt b559

El centro de reaccion del PSII, complejo DI-D2-Cyt b3559, se aislé a partir de
membranas del PSII siguiendo el método de Nanba & Satoh, 1987, con ciertas modificaciones.
Este complejo ha sido aislado en plantas a partir de diferentes materiales biolégicos (Spinacea
oleracea, Pisum sativum, Spirodella olighorhiza) por métodos generalmente similares al
anteriormente mencionado (Barber et al., 1987, Braun et al., 1990; Dekker et al., 1990), aunque
en algunos el método de purificacion ha sido modificado sustancialmente sin producirse ningdn

cambio en el contenido proteico del complejo (van Leeuwen et al., 1992),

El paso clave en la purificacion del centro de reaccion del PSII estd en la
solubilizacion del material de partida, membranas del PSIT con TX-100, asi como en el cuidadoso
favado de la columna para eliminar todas las antenas del PSII tanto extrinsecas como intrinsecas.
Esta parte final es también clave debido a la intima relacion de la antena intriseca con el centro de
reaccion, sobre todo de la proteina CP47 que en los casos de contaminacién de la preparacién

sucle estar presente.

Las modificaciones introducidas en el método nos condujo en nuestro caso a
purificar dos tipos de centro de reaccion que difieren en el nimero de pigmentos asociados al
mismo. De esta forma obtuvimos dos tipos de complejos D1-D2-Cyt b559 (ver seccion 3.4
Estequiometria), denominados RClla y RCIIb. Mientras el complejo RClla contiene 6 Chl a y 2
B-carotenos por 2 Pheo, el complejo RCIlb solamente une 4 Chl a 'y | B-caroteno por 2 Pheo.
Esta ultima estequiometria es similar a la del centro de reaccién bacteriano (Michel et al., 1985;

Allen et al., 1987b).

En la figura 3.10 se muestra un cromatograma tipico de la purificacion del centro
de reaccion del PSII de Beta vulgaris. El centro de reaccion eluye a una concentracion de NaCl

de 110 mM aproximadamente, como un tnico pico a partir de la fraccién 22 a la 33.
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Figura 3.10.- Cromatografia ecn DEAE-Fractogel TSK-6508 para la purificacion del complejo

D1-D2-Cyt b559. Perfil de elucion con gradiente ineal de 30 a 200 mM de NaCl.
3.3.1.- Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS

En la figura 3.11 se muestra el perfil electroforético del complejo RClla y RCIIb,
en donde se distinguen tres bandas principales de pesos moleculares 34.6, 32 y 9 kDa
correspondientes a las proteinas D1, D2 y la subunidad o del citocromo 5599, respectivamente.
Ademas se distingue una cuarta banda mas tenue hacia 66 kDa producida por ¢l heterodimero
D1/D2. Ambos complgjos mucstraﬁ una composicion polipeptidica similar al aislado de otros
organismos (Nanba & Satoh, 1987, Barber et al., 1987; Braun et al., 1990; van Leeuwen et al.,

1992).
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Figura 3.11.- Electroforesis SDS-PAGE al 15 % con 6 M de urea de los complejos RCIfa y
RCIIb de Beta vulgaris. Ambos complejos se desnaturalizaron durante 1 h en un tampon 50 mM

Tris-HCIpH 7,2, 2 % SDS, 2 M de urca, 40 mM de DTT y 20 % de sacarosa.

El contenido proteico de ambos complejos es idéntico como puede apreciarse en Ia
figura 3.11 eliminando la posibilidad de que Ia diferencia en el contenido de cromoforos sea

producido por la existencia de distintos polipéptidos.
3.3.1.1.- Determinacién del pI de los polipéptidos del complejo D1-D2-Cyt b559
El pl del polipéptido D1 se dedujo a partir de la secuencia de aminoacidos del

polipéptido (ver seccion 2.2.5.2) obteniéndose un pl de 5,05 a partir de la figura 3.12. Dicho

valor es similar a los de otras especies (EMBL, libreria de secuencias).
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Figura 3.12.- Caculo del pI del polipéptido D1 de! centro de reaccion del PSII de Beta vulgaris.

En la figura 3.13 se puede obscrvar el caculo del pl del polipéptido D2 dando un
valor de 5.61, muy parecido al de D1 y al de los valores de pl para .este polipéptido de otras
especies (EMBL, libreria de secuencias). Los valores de pl casi equivalentes para ambos
polipéptidos estan de acuerdo con el alto grado de homologia de sus secuencias aminoacidicas

que esta entre ¢l 85 y ¢l 90 % segin las especies (Michel et al., 1988; Youvan et al., 1984;

Ruffle et al., 1992).
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Figura 3.13.- Calculo del pI para el polipéptido D2 del complejo del centro de reaccion del PSII

de Beta vulgaris.

La determinacion del pl también se realizé para los polipéptidos a y P que
intregran el citocromo b559. En la figura 3.14 y 3,15 se muestran los perfiles del electroenfoque

para ambos péptidos presentando unos valores de plde 4,68y 1145 respectivamente,
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Figura 3.14.- Calculo del pl para el péptido a del citocromo b559 del centro de reaccion del

PSII de Beta vulgaris.
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Figura 3.15.- Calculo de pl del péptido B del citocromo b559 del centro de reaccion del PSII de

Beta vuigaris.
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3.3.2.- Espectros de absorcion de los complejos RCI1ay RCIIb

Los espectros de absorcion en ¢l visible de cada uno de los complejos se exponen en
la figura 3.16. Ambos complejos mostraron maximos a 676 y 623 nm, producidos por la
transicion Qy de Chl a y Pheo a y sub-bandas vibracionales dc ambas porfirinas,
respectivamente; a 542.5 nm debido a la transicion Qx de la Pheo a; a 483 nm originado por el B-

caroteno; y a 416 nm debido a Chl a, Pheo a, y la banda Soret del citocromo b559.
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Figura 3.16.- Espectros de absorcion electronica a 4 ©C de los complejos RClIla (a) y RCIIb
(b) de Beta vulgaris y la diferencia (c) entre ambos espectros normalizados en la banda Qx de
Pheo a 542.5 nm. En ambos casos ¢l espectro se realizo en tampon 50 mM Tris-HCIL, pH 7.2, y

2 mM de DM.



El hombro alrededor de 435 nm ¢s principalmente debido a Chl a, la intensidad de
cstc hombro es una buena indicacion de la pureza de la preparacion. En algunos casos el maximo
de la banda en ¢l rojo puede desplazarse 0.5 nm hacia el azul. La relacion de absorbancias entre
Ja banda a 416 nm y la transicién Qy de las porfirinas de cada uno de los complejos fué distinta,

Mientras el complejo RClla presentd una relacion A416/A676 = 1,3, el complejo RCIIb mostré

una relacion de 1,48,
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Figura 3.17.- Segunda derivada de los espectros de absorcién de las preparaciones RCIla (linea

continua) y RCIIb (linca discontinua) del complejo D1-D2-Cyt b359 de Beta vulgaris.



El espectro diferencial entre ambas preparaciones como s mucstra en la figura
3.16 esta compuesto claramente por Chl a'y PB-caroteno, indicando un menor contenido en estos
croméforos en RCIIb respecto a RClla (Montoya ct al, 1991). La intensidad relativa de la
banda de Chl a a 430 nm fué menor que la producida por la banda Soret del Cyt b559, Chlay
la Pheo a a 415 nm en RCIIb respecto a RClla.

La segunda derivada (figura 3.17) de la preparacion RCIIb presenta en la zona de
las transiciones del B-caroteno un descenso respecto a la preparacion RClla. Ademas en Ia
segunda derivada de ambas preparaciones del complejo D1-D2-Cyt b359 de Beta vulgaris s¢
aprecio la existencia de al menos dos componentes bajo la banda de menor energia Un estudio
detallado de! espectro de absorcion de ambos complejos de realizara més adelante (ver seccion

35).




3.4.- Estequiometria de los cofactores del complejo D1-D2-Cyt b559

3.4.1.- Relacién Chl af Pheo 2

El analisis de los cofactores de los dos tipos de complejos D1-D2-Cyt b559 se

realiz mediante diferentes técnicas analiticas (ver seccion 2.3). En la figura 3.18 sc puede
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Figura 3.18.- Espectro de absorcién electronica de un extracto acetonico de pigmentos de centro
de reaccion RClla (a). Espectro de absorcion clectrénica del mismo extracto de pigmentos tras la
adicion de 1,5 mM de HCI (b). La figura interior representa una magnificacion de la region de la

banda Qx de la Pheo a. Este espectro fué utilizado para cuantificar el contenido de Pheo a de los

extractos no feofitinizados.




observar el espectro de un extracto acetonico de pigmentos (a) y el mismo extracto despugs de su
feofitinizacion afiadiendo 1,5 mM de HCI. La Chi a fue totalmente convertida en Pheo a en estas
condiciones acidicas. A partir de estos espectros podemos calcular el contenido en Chl a y Pheo

a en nuestras preparaciones de centro de reaccion.
3.4.2.- Relaciéon Chl a/ B-caroteno

El contenido de Chl a y B-caroteno fue determinado a partir de los cromatogramas
de HPLC de los extractos acetdnicos de pigmentos del complejo D1-D2-Cyt b559. En la figura
3.19 podemos observar un cromatograma tipico detectado a 450 nm. Los picos 1 y 3 eluyena un
tiempo de retencion de 8.2 y 9.9 minutos, respectivamente. El pico nimero 3 es producido por

Pheo a y eluye a un tiempo de retencion de 6.2 minutos.
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Figura 3.19.- Cromatograma de HPLC de un extracto de pigmentos del complejo D1-D2-Cyt

b559 de Beta vulgaris. Los picos fueron detectados como Chl a (1), Pheo a (2) y B-caroteno (3).

En la figura 3.20 se muestra un detalle de la diferente cantidad de f-caroteno entre
ambas muestras. El espectro de absorcion de un extracto acetonico de pigmentos en la region de

440 a 630 nm revela con claridad la diferencia de absorbancias en la zona de 490 nm. La
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preparacion lavada durante un mayor tiempo, RCIIb (ver seccion 2.2.4), presentd un menor nivel

de [-caroteno comparada con RClla.
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Figura 3.20.- Espectro de absorcion clectronica de un extracto de pigmentos de las

preparaciones RClIa (- - - -} y RCIlb (——) ¢n el rango espectral de 440 a 630 nm. Los

espectros fueron normalizados en la banda Qx de la Pheo aa 335 nm,




3.4.3.- Relacion citocromo b559 / centro de reaccidon

La cantidad de citocromo b359 en ambas preparaciones se determind tanto a partir
del espectro diferencial reducido menos oxidado como del derivado alcalino piridin-hemocromo.
El espectro ditionito-reducido menos ferricianuro-oxidado presentd un maximo a 560 nm como
puede observarse en la figura 3.21 (a), mientras que el espectro del derivado alcalino piridin

hemocromo mostré un maximo a 556 nm, figura 3.21 (b).
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Figura 3.21.- (a) Espectro diferencial ditionito-reducido menos ferricianuro-oxidado y (b)

Espectro diferencial del derivado alcalino del piridin hemocromo del complejo D1-D2-Cyt b559

de Beta vulgaris en el rango espectral de 500 a 600 nm.



La concentracion de Cyt b559 fué similar en ambas particulas ¢ independicnte de la
fraccion de elucion obtenida del gradiente lineal de purificacion del complejo. La relacion fué de

un Cyt b559 por RC.
3.4.4.- Relacion Pheo a / proteina

La relacion Pheo a / proteina se realizé a partir de las concentraciones de este
pigmento en las extracciones con acetona y el calculo de la concentracion de proteina en las
mismas muestras mediante el método de Markwell et al., 1981, (ver seccion 2.3.5). El resultado

fué de 2 Pheo a por 80 kDa de peso molecular del complejo (ver tabla 3.5).

Tabla 3.5.- Contenido de pigmentos por 2 Pheo a de las preparaciones RCIfa y RCIIb de Beta

vulgaris.

RClHa RCIHb
Clorofila a 6,01 +0.16 411 +0,08
Feofitina a 2,00 2,00
B-caroteno 1,63+ 0,09 0,84 + 0,01
Citocromo b559 1,14 + 0,03 1,23 40,12
Feofitina a / 80 kDa proteina 2,03 + 0,005 2,00 + 0,005

Los valores representan las medias + SE, (n=6)

En la tabla 3.5 se resumen los calculos realizados en estos apartados. La tabla presenta fa
estequiometria de cromoforos y proteina por 2 Pheo a tanto para RCIla como para RCLIb.
Notables diferencias sc pueden observar en el contenido de Chl a y B-caroteno entre ambas

preparaciones. Un tercio de la Chl a y la mitad de B-caroteno se han perdido como resultado del



prolongado lavado de la columna con TX-100. En contrastc ¢l nivel de citocromo b559 fu¢
independiente del tipo de preparacion.  Ademas, la determinacién de proteina demostro la
presencia de 2 Pheo a por 80 kDa, lo cual encaja con la suma de las masas moleculares aparentes
determinadas por electroforesis de D1, D2 y las subunidades del Cyt b559 de las preparaciones
RCHa y RCIIb, lo cual prucba la existencia de 1 mol de complejo D1-D2-Cyt b559 por 2 moles

de Pheo a.

3.4.5.- Anilisis de amino4cidos del complejo D1-D2-Cyt b559

El analisis de la composicion de aminodcidos del complejo D1-D2-Cyt b559

presenté el resultado que se puede observar en la tabla 3.6.

Tabla 3.6.- Relacién del contenido en  aminoacidos del complejo D1-D2-Cyt b559 de Beta

vulgaris.

Aminoacido nmol aa/nmol prot. Aminoacido nmol aa/ nmol prot.
Alanina 66,6 Fenilalanina 44,2
Valina 399 Isoleucina 36,4
Leucina 64,2 Metionina 173
Prolina N.D. Arginina N.D.
Lisma ' 18.5 Treonina 373
Serina 60,0 Tirosina 12,2
Cisteina N.D, Glutamina 57,8
Asparagina 58,4 Histidina N.D.
Triptofano N.D. Glicina 125,2




3.5.- Caracterizacion espectroscipica de los dos tipos de complejos D1-D2-

Cyt b559, RCIlIa y RCIIb, del centro de reaccion de Beta vulgaris.

Los espectros de ambos tipos de particulas a 277 K asi como su espectro
diferencial pueden observarse en la figura 3.16 (ver seccién 3.3.2). Un estudio detallado de
ambas particulas se ha realizado utilizando espectroscopia de absorcion y fluorescencia en estado

estacionario a bajas temperaturas asi como de resonancia Raman.

3.5.1.- Resonancia Raman de los complejos RCila y RCIIb

La diferente composicion de pigmentos de ambos complejos D1-D2-Cyt b559 de
Beta vulgaris fué evidente en los espectros SERRS (en la Tabla 3.7 se muestra la asignacién de
las principales bandas SERRS,; Picorel et al., 1991; Ghanotakis et al., 1989). La frecuencia de
las bandas fu¢ muy similar en ambos espectros (ver figuras 3.22 y 3.23) pero la intensidad

relativa de las mismas varié de una preparacion a otra.

En el caso de la preparacién RCIIb (figura 3.23) las bandas correspondientes a
Pheo a, con maximos a 1582, 1228 y 678 eml, y a Cyt b559, con maximos a 1582, 1495, 1363,
y 678 cm’l, fueron mas intensas comparadas con las de los otros croméforos en ¢l mismo
espectro.  Sin embargo la intensidad relativa de estas bandas en el complejo RCIla (figura 3.22)
disminuy6 en gran medida.

La comparacion de ambos espectros de resonancia Raman indica claramente la
pérdida de Chl a y B-caroteno en la preparacion RCIIb respecto a la RClla, debido a esta
pérdida de croméforos en la particula RCIIb las bandas asignadas a las transiciones de Pheo a y
el Cyt b559 son apreciablemente mayores en este tipo de preparacién del complejo D1-D2-Cyt

b559.



Tabla 3.7.- Asignacién de las principales bandas SERRS observadas para ¢l complejo D1-D2-

Cyt b559 excitado con laser a 406.7 nm a 77 K (Picorel et al., 1991).

Desplazamiento Raman om-l Cromoforo
1685 Chiay Pheo a
1611 Chl a
1584 Pheo a y Cyt. 559
1554 Chl a, Pheo a y Cyt. b559
1529 B-caroteno
1495 Chl a, Pheo a y Cyt. b559
1436 Chl a y B-caroteno
1387 ' Chlay Cyt. b359
1360 - _ Cyt. b559 (forma reducida)
1349 Chl a
1331 ChlayPheo a
- 1224 Chl a, Pheo a y Cyt. b559
1159 B-caroteno
1001 p-caroteno
984 ChlayPheoa
967 Chl a
911 Chla
792 Chl ay Pheo a
744 Chi a y Cyt. b559
672 Chl a, Pheo ay Cyt. b559
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Figura 3.22.-  Espectro SERRS de la preparacion RCIa del complejo D1-D2-Cyt b559 de Beta

vulgaris. La frecuencia de los picos sc da en cm!. Las mucstras fueron excitadas a 406.7 nm a

temperatura de N, liquido con una potencia de 5 mW.
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Figura 3.23.- Espectro SERRS de la preparacion RCIIb del complejo D1-D2-Cyt b559 de Beta
vulgaris. La frecuencia de los picos se da cn cm!. Las condiciones experimentales fueron las

mismas que en la figura 3.22.



3.5.2.- Analisis de la banda de absorcién en el rojo de las preparaciones RCIIa y RClIb

El estudio de la banda de menor energia de ambas particulas se ha realizado a una
temperatura de N, liquido (77 K) fundamentalmente porque la definicion de la banda era
suficiente para poder asignar diferentes componentes dentro de ¢lla, trabajar a temperaturas de
He liquido (4.2 K) no ofrecio ninguna resolucién adicional de la banda y ¢s ademas bastante mas
dificil. El andlisis de la banda de menor energia del complejo DI-D2-Cyt b559 se llevé a cabo

mediante ajuste de los distintos componentes a funciones gaussianas (ver seccion 2.5.3).

La figura 3.24 muestra un espectro de la banda de absorcion en el rojo de la
preparacion RCIla a 277 K del complejo D1-D2-Cyt b559, la segunda derivada de dicho
espectro se puede observar en la figura 3.25. La segunda derivada mostrd la existencia de un
pico negativo agudo a 679,5 nm y una banda negativa menos acusada a 672,5 nm. Este andlisis
revelo por tanto la existencia de al menos dos componentes espectrales bajo la banda de menor
energia  de ambos complejos RCIla y RCHb (ver seccién 3.3.2). Para poder realizar una mejor
identificacion de los componentes, se realizo la deconvolucién en gaussianas del espectro de

absorcion.

En la figura 3.24 se presenta cl ajuste del espectro por cuatro gaussianas con
maximos a 680, 671, 670 y 622 nm, esta Gltima banda como se¢ explico en la seccién 2.5.5 se
debe a transiciones vibronicas de todas las porfirinas presentes en el complejo D1-D2-Cyt b559.
La anchura total de la banda a la mitad de la altura en el maximo (FWHM) de cada una de las
gaussianas fue de 247, 266, y 594 cm-! para cada una de las componentes en orden creciente de
encrgia. La segunda derivada del espectro ajustado fué comparable a los datos experimentales
indicando la bondad del ajuste de la deconvolucién. Una relacidn de areas de 1.31 entre los
componentes de 680/671 fue la tinica condi:(ﬁién impuesta en esta deconvolucion. Esta razén

refleja Ia relacion de los osciladores de la Chl a y Pheo a (Braun et al., 1990).
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Figura 3.24.- Deconvolucion en gaussianas de la banda del rojo de la preparacion RClla del
complejo D1-D2-Cyt b559 de Beta vulgaris a 277 K. La linea continua corresponde al espectro
de absorcion experimental, las lincas punteadas a las componentes resultantes de la
deconvolucion y la linca discontinua al ajuste de la suma de las gaussianas a los datos

experimentales.
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Figura 3.25.- Segunda derivada del espectro de la figura 3.24, la linea continua corresponde a
los datos cxperimentales y la linca discontinua a la segunda derivada calculada a partir de las

componentes gaussianas resultantes de la deconvolucion de la banda.,
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Para obtener una mcjor resolucion espectral y asi poder diferenciar mejor las
caracteristicas de ambos tipos de preparaciones del complejo D1-D2-Cyt b559 de Beta vulgaris,
el resto de este trabajo se realizo prestando mas atencion a los datos obtenidos a bajas

temperaturas.

3.5.2.1.- Espectro de absorcién a 77K de la preparacién RClIa del complejo D1-D2-Cyt

b559

Como se puede observar en el espectro de la preparacion RCIla a 77 K de la figura
3.26, la banda del rojo mostro claramente la aparicion de dos picos scparados emergiendo de la
transicion Qy de las porfirinas. En la misma figura se presenta [a deconvolucion del espectro en
gaussianas y en la figura 3.27 la segunda derivada de dicho espectro. La banda de menor energia
de Ja preparacion RCIIa presentd dos méximos a 672 y 678.5 nm, en contraste con el espectro a
277 K ¢l cual mostré un tnico maximo a 676 nm (ver figura 3.24). La segunda derivada del

espectro a 77 K estuvo compuesta también por dos componentes con maximos a 680 y 671 nm.

Tabla 3.8.- Prbpicdades espectrales y asignacion de bandas de la preparacion RCila del

complejo D1-D2-Cyt b559 de Beta vulgaris.

Amax (am) FWHM (cm'l) Area relativa (%) Asignacion
680 166 26 P680 (2 Chl)
672 189 20 2 Pheo
669.5 452 54 4 Chl accesorias
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Figura 3.26.- Espectro de absorcién clectronica a 77 K y deconvolucion en gaussianas de la
banda ¢n ¢l rojo de Ia preparacion RClIla del complejo D1-D2-Cyt b559. Ei cspéctro a baja
temperatura se obtuvo previa dilucién de la mﬁcstra anadiendo 2/3 (v/v) de glicerol. (Linea
continua) espectro de absorcion experimental; (linca de puntos) componentes gaussianas; (linea

discontinua) ajuste de la deconvolucion cfectuada a los datos experimentales,
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Figura 3.27.- Scgunda derivada del espectro de absorcion de la preparacion RCla del complejo
D1-D2-Cyt b559. (Linca solida) scgunda derivada obtenida a partir del cspectro experimental;

(linea discontinua) segunda derivada obtenida a partir de Jas componentes gaussianas.



La deconvolucion en gaussianas del espectro de la banda en el rojo de RClla a 77
K mostré la existencia de tres componentes con maximos a 680, 672 y 669.5 nm. La FWHM de
cada uno de los componentes fué 166, 189 y 452 cm-l en orden creciente de encrgia. La
comparacion entre los valores de FWHM vy la separacion de energias a 277 y 77 K indicé que la
baja temperatura no indujo un desplazamiento de las bandas sino un estrechamiento de éstas.

La segunda derivada del espectro a baja temperatura se ajustd muy bien a la
segunda derivada obtenida a partir de las componentes gaussianas simuladas por el ordenador
(figura 3.27) lo que verifico de nuevo la bondad del ajuste. Las tnicas restricciones impuestas al
ajuste fucron de nucvo la relacion de areas de 1,31 entre los componentes de 680/672 (Braun et
al., 1990) y la presencia de una banda alrededor de 670 nm (Telfer et al., 1990; van Kan et al.,

1990; Braun et al., 1990).

3.5.2.2.- Espectro de absorcion a 77 K de la preparacion RCIIb del complejo D1-D2-Cyt

b559

El espectro a 77 K de la preparacion RCIIb se puede observar en Ia figura 328 y
mostré dos bandas con maximos a 672 y 678 nm en la transicion Qy de las porfirinas. La
scgunda derivada del espectro (figura 3.29) reveld la existencia de al menos tres componentes
bajo la banda del rojo de este tipo de preparacion con maximos a 680, 672 v 669 nm. Este
(ultimo componente no se detectd en la segunda derivada del espectro de la particula RCIIa
(figura 3.29).

La deconvolucién de este espectro de absorcion presentd la existencia de cuatro
curvas con maximos a 680, 672, 669 y 667 nm. La FWHM de cada una de cllas fué de 181,
201, 387, y 618 cm’! en orden creciente de encrgia. El ajuste entre el espectro de absorcion
simulado y su segunda derivada se ajustaron bien a los datos experimentales. De nuevo la razén
1.31 entre las gaussianas de 680/672 fué una de las restricciones impuestas cn el ajuste asi como

la existencia de una banda menor a 667 nm correspondiente a un 15 % de
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Figura 3.28.- Espectro de absorcion electronica a baja temperatura y deconvolucion en
gaussianas de la preparacion RCIIb del complcjo D1-D2-Cyt b559 de Beta vulgaris. El espectro
se obtuvo tras diluir la muestra 2/3 (v/v) con glicerol. Espectro de absorcion experimental (linea
solida); componentes gaussianas resultantes de la deconvolucion (linea de puntos); aluste de los

datos simulados con ¢l espectro experimental (linca discontinua).
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Figura 3.29.- Segunda derivada del espectro de absorcion de la preparacion RCITh (figura 3.28).
( linea sélida ) datos experimentales; (linca discontinua ) segunda derivada obtenida a partir de

las componentes gaussianas.



desnaturalizacion del centro de reaccidn determinada por medidas de fluorescencia vy absorcion

resueltas en el tiempo (ver seccion de espectroscopia resuelta en el tiempo).

Tabla 3.9.- Propicdades espectrale.s y asignacion de bandas a 77 K de la preparacion RCIIb del

complejo D1-D2-Cyt b559 de Beta vulgaris.

Amax (nm) FWHM (cm™1) Area relativa (%) Asignacion "
680 181 29 P680 (2 Chl)

672 201 22 2 Pheo

669 387 342 2 Chti accesorias
667 618 i48 inactivacion del RC

La contribucion relativa a la absorcion total de cada una de las gaussianas bajo la
banda de la transicion Qy a baja temperatura tanto para RCIla como para RCIIb se calculo a
partir de su area relativa. En la tabla 3.8 y 3.9 se pueden observar estos datos asi como algunas

caracteristicas espectroscopicas de ambas preparaciones.

3.5.2.3.- Deconvolucion en dos componentes de la banda de absorcién en el rojo del

complejo D1-D2-Cyt b559

Tanto en el caso de RCIla como en el de RCIIb se necesito realizar el ajuste con
tres gaussianas para una buena simulacion de los datos experimentales. La simulacion del
espectro experimental con dos gaussianas no fué tan buena como con tres. En la figura 3.30 se
muestra ¢l mejor ajuste con dos gaussianas para la preparacién RCIla tomando el méaximo a 680
para el componente de menor energia como el dnico pardmetro fijo en el analisis. En estas

condiciones el analisis de los datos simulados no encajo tan bien con los datos experimentales.
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Figura 3.30.- Dcconvolucion de la banda de menor energia de RClIla considerando solamente
dos componentes.  Espectro experimental (linca sohida); componentes gaussianas (linea de

puntos); ajuste de los datos simulados a los experimentales (linca discontinua).
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Figura 3.31.- Segunda derivada del espectro experimental de la figura 3.30 (linca solida) y de

los datos simulados (linea discontinua).
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Como se puede comprobar en la figura 3.30 uno de los maximos de la banda a 672
nm no puede ser simulado con este ajuste necesitando la existencia de una tercera banda entre
ambas componentes para poder marcar ¢l maximo experimental a 672 nm y asi ajustar el
espectro.  Estas diferencias se confirmaron en la segunda derivada de dicho espectro (figura
3.31). Las caracteristicas espectrales de esta simulacién se pueden observar en la tabla 3.10.
Los resultados arrojados por ¢l cilculo del area relativa no tienen ningin sentido con el oscilador

de las bandas, por esta razén el ajuste mas real es el realizado con tres componentes.

Tabla 3.10.- Caracteristicas espectrales de la simulacién con dos gaussianas de la banda en el

rojo del complejo RCIla.

" Anax (0m) FWHM (cm-1) Area relativa (%) asignacion
680 156 16 P630 (2Chl)
671 363 34 4Chl v 2Pheo

3.5.2.4.- Espectros de fluorescencia de las preparaciones RCI1a y RCIIb del complejo D1-

D2-Cyt b559 de Beta vulgaris.

En las figuras 3.32 y 3.33 se observan los espectros de emision a 77 K de ambas
preparaciones. El espectro de RCIla exhibi6 una banda principal con maximo a 683 nm mientras
que la preparacion RCHb presentd un méximo a 682 nm. La diferencia en el méaximo de
absorcion puede ser producida por la presencia de alguna clorofila desacoplada en RCIIb

originada por la degradacion de algin centro de reaccion (ver componente a 667 nm
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Figura 3.32.- Espectro de emision a 77 K de la preparacion RClla. El complejo cromoproteico
se resuspendid en 50 mM Tris-HCI, pH 7,2 mas 2 mM de DM, y se diluyo hasta un 33% (v/v)

con glicerol antes de Hevarla al criostato. La muestra se ajusto a una absorcion de 0.1 en la

banda del rojo a temperatura ambiente.
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Figura 3.33.- Espectro de emisiona 77 K de la preparacion RCllb. El espectro se obtuvo en las

mismas condiciones experimentales que en Ia figura 3.32.




en la tabla 3.9). Una pequefia banda se observo también en la region de 740 nm la cual ha  sido
atribuida por otros autores a una sub-banda vibracional de la banda principal de emision (van

Dorssen et al., 1987).

3.5.3.- Actividad de las preparaciones RCIIa y RCIIb del complejo D1-D2-Cyt b559 de

Beta vulgaris

La actividad del complejo D1-D2-Cyt b559 se puede medir en estado estacionario de
dos formas fundamentalmente, mediante la fotoacumulacion de feofitina o mediante el transporte

electronico secundario (ver seccion 2.4.2).
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Figura 3.34.- Cambios de absorcion inducidos por luz en ambos complejos RCIla y RCIIb en el

rango espectral de 500 a 725 nm. La medida se realizo en tampén 50 mM Tris-HCI, pH 7.2,



2 mM DM, 1pM de metilviologeno y 5 mg/ml de ditiomito sodico. La cubeta se ilumind

lateralmente con una fibra optica. La intensidad de l1a luz en la superficie fué de 2.000 uE.m"2 )

s“l.

En la figura 3.34 se puede observar que la iluminacién continua en presencia de
ditionito sédico y metilviologeno indujo tanto en RClla como en RCIb una decoloracion
reversible de las bandas a 6815, 5446 y 515 nm. Este cambio se ha atribuido a Pheo™ por
algunos autores (Nanba & Satoh, 1987, Barber et al., 1987) pero otros han relacionado esta
decoloracion a 681,5 nm con la decoloracion de una banda hacia 676 nm ascrita a Pheo a yaun
desplazamiento y aumento de la anchura de las banda del P680 inducida por la iluminacion (van

Kan et al., 1990; Braun et al., 1990).

La medida del transporte electronico secundario en ambas preparaciones presentod

ciertas diferencias de actividad entre cllas como se puede apreciar en la tabla 3.11.

Tabla 3.11.- Transporte electronico secundario en ambos tipos de preparaciones RCHa y RCIlb

del complejo D1-D2-Cyt b559.

Preparacion ueq e~/ umol Chl . h peqe”/ pmol RC . h  Actividad relativa (%)
RClia 2.523 15.138 100
RCIIb 3.181 12.725 84

Para la misma concentracion de Chl ¢l centro de reaccion RCIIb parece mas activo
que el RClla pero si tenemos en cuenta que el primero tienc dos Chl menos que el segundo
entonces en este tipo de medida hay més centros de reaccion por Chl en RCIIb que en RCIla. Al

realizar la medida igualando la concentracion de centros de reaccion en cada preparacion el

1A




resultado nos muestra que la preparacion RCIIb es un 16 % menos activa que la preparacion
RClla que tiene unos niveles de actividad de transporte secundario de clectrones similares a los

publicados para otras preparaciones de este complejo (Barber et al., 1987: McTavish et al.,

1989).

Figura 3.35.- Cinética de actividad de transporte secundario de electrones del complejo D1-D2-
Cyt 559, Las flechas en direccion hacia arriba y hacia abajo indican ¢l comienzo vy el final de fa

iluminacion, respectivamente. La actividad se midié a 600 nm siguiendo la reduccion de SiMo

por el aceptor primario Pheo.



3.6.- Estudio de la separacién de cargas en las preparaciones RCIla y RCIIb
del complejo D1-D2-Cyt b559.

3.6.1.- Espectroscopia de fluorescencia resuelta en el tiempo

La espectroscopia de fluorescencia resuelta en el tiempo de las preparaciones
RCIla y RCIIb se determiné en una escala de tiempo de nanosegundos (ns). Las cinéticas de
fluorescencia de ambos tipos de centros de reaccion pueden obscrvarse en las figuras 3.36 y 3.37.
El analisis de fas cinéticas se realizo individualmente para cada conjunto de datos buscando el
mejor ajuste de los datos a 3 0 4 exponenciales (Booth et al., 1991). La validez de los ajustes se
evalué mediante los valores de %2 , valores por debajo de 1.5 con los puntos residuales al azar
fueron considerados como buenos ajustes.  Ambas particulas mostraron un buen ajuste a 4
exponenciales dando tiempos de vida similares. Para ser capaces de comparar propiamente las
amplitudes de los distintos componentes de ambos centros de reaccién, todos los conjuntos de
datos se reanalizaron globalmente obteniendo un ajuste a cuatro exponenciales con tiempos de
vida de 46.1, 14.2, 5.6 y 1.3 ns (Tabla 3.12). La y2 para estos ajustes mostrd unos valores de
1.24 para la preparacion RCHa y 1.48 para la preparacion RCHb. El analisis global de los datos

(Knutson et al., 1983) reduce los efectos de la correlacion exponencial y mejora la fiabilidad de

Tabla 3.12.- Tiempos de vida, amplitudes y origen de cada componente cn ambos tipos de
complejos DI-D2-Cyt b559. Los rendimientos de fluorescencia relativos se calcularon como el

producto de las amplitudes y tiempos de vida de varios componentes.

Componente  RCIla 1 (ns) Rendimiento RClIb 1 (ns) Rendimiento Asignacion
: relativo (%) relativo (%)
Recombinacion
Fl 46.1 159 46.1 4.6 de cargas
Recombinacion
F2 142 15.0 14.2 6.2 de cargas
F3 56 655 56 84.0 Chl no funcional
Sin significado fisico en
F4 13 36 1.3 52 Ia escala de tiempo de
recogida de datos




los parametros extraidos de los datos. Finalmente con estos tiempos de vida asignados, las

cinéticas se analizaron de nuevo para calcular las amplitudes de cada componente.

Como ya ha sido discutido por algunos autores (Booth ct al,, 1991), los dos

tiempos de vida mas largos, 46.1 y 14.2 ns, son asignados al proceso de recombinacion del par de
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Figura 3.36.- Cinética de fluorescencia de la preparacion RClHa a 277 K medida con una rendija
de 6 nm a 683 nm. En la grafica inferior sc representa el valor de %2 y los puntos residuales para

el ajuste a 4 exponenciales.



Cuentas (escala logaritmica)

d.e.

radicales P680*Pheo”, mientras que el tiempo de vida de 5.6 ns es producido por Chl no
funcional es decir no acoplada al proceso de transferencia de energia. El tiempo de vida de 1.3 ns
no tiene un significado fisico demostrable en Ia escala de tiempo en la cual se realizaron los
experimentos. A partir del rendimiento de fluorescencia de los componentes con tiempos de vida
mas largos y el componente de 5.6 ns es posible estimar el nivel de Chl desacoplada del proceso
de transferencia de energia. Los calculos requieren una medida del rendimiento cuantico de cada
preparacion del complejo D1-D2-Cyt b3559 para compararlo con ¢l rendimiento cuantico de la

Chl en dietileter que es 0,32 (Booth et al.| 1990).
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Figura 3.37.- Cinética de fluorcscencia de la preparacion RCIIb a 277 K medida con una rendija
de 6 nm a 683 nm. En el grafico inferior se muestra ¢ valor de X2 ¥y los puntos residuales para el

ajuste a 4 exponenciales.
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Como se puede observar en la tabla 3.13 los anteriores calculos indican que la
preparacion RCIla y RCIIb contienen como maximo un 8 y un 12 % de Chl desacoplada,
respectivamente.  Estos célculos determinan que RCIIb es un 94.5 % activo respecto a RCHa.
Otros autores han realizado medidas de fluorescencia en ticmpo resuelto usando centros de
reaccion aislados y han detectado largos tiempos de vida producidos por la fluorescencia de la
recombinacion de cargas (Mimuro et al., 1988; Govindjee et al., 1990; Roelofs et al., 1991). Sin
embargo en estos trabajos s¢ usaron muestras con bajos rendimientos de fluorescencia de los
componentes con largos tiempos de vida (Mimuro et al., 1988) o se presto atenciéon a los
componentes mas rapidos de la cinética (Govindjee et al., 1990; Roelofs ct al., 1991), originando

ciertos desacuerdos en la interpretacién de los datos (Govindjee et al., 1988).

Tabla 3.13.- Actividad relativa de las dos preparaciones del complejo D1-D2-Cyt b559 de Bera
vulgaris, determinada por la medida del % de Chl no funcional (desacoplada de la transferencia
de energia) estimada de los datos de la tabla 3.12 y los rendimientos cudnticos de cada

preparacion.

RCIla (6Chl / 2 Pheo) RCIIb (4Chi / 2Pheo)
Ch! no funcional (%) 8 12
Actividad Chl funcional (%) 92 87
Actividad relativa (%) 100 94 5

3.6.2.- Espectroscopia de absorcion resuelta en el tiempo

En la figura 3.38 se observan las cincticas de los cambios de absorcion de las

preparaciones RCIla y RCIIb, sometidas a flashes actinicos dc 800 ps generados por el laser de

N,. La cinética de ambas preparaciones del complejo D1-D2-Cyt b559 se ajusté a una



exponencial con tres componentes con tiempos de vida de 4.7 ns, 51.5 ns y 4.7 us para RClla y
3.4 ns, 49.3 ns y 4.7 ps para RCIIb (ver tabla 3.14). Los componentes de 51.5 y 49.3 ns se
asignaron a la recombinacion del par de radicales P680*Pheo y el componente de 4.7 us al

estado triplete de P680, el cual tiene un tiempo de vida real de 1 ms pero en las condiciones en las

que se realizd
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Figura 3.38.- Cinética de los cambios de absorcion a 820 nm de las preparaciones RClla y

RClIb a 277 K. Los complejos de centro de reaccion se encuentran en tampon 50 mM Tris-

HCI, pH 7.2, mas 2 mM de DM,



Tabla 3.14.- Tiempos de vida de las cinéticas de absorcion y origen de cada componente.

Origen de “
Componente RClia RCIIb cada
componente
Al 24+04ns 32+03ns ver Booth et al. (1991)
Recombinacién del par
A2 150+ 1.8ns 192 +6.7ns P60 Pheo™
Recombinacion  del  par
A3 574+ 16ns 580+ 52ns P&R0TPheo”
A4 4.7 ps 4.7 ps Estado triplete de P680

este experimento esta limitado por el paso de banda del filtro electronico usado (ver Materiales y
Métodos) (Durrant et al;, 1990). El componente mas rapido (3.4 ns) también se ha observado en
complejos D1-D2-Cyt b559 de Pisum sativum (Booth et al., 1991) y su origen es desconocido.

En la tabla 3.15 se exponen las amplitudes de los componentes asignados al par de
radicales P6801 Pheo” indicando que RCIIb es ligeramente menos activo en realizar el proceso de
separacién de cargas. Ademas, durante ¢l curso de estos experimentos, los cuales necesitan
flashes repetitivos de luz, se observé que la preparacion RCIIb era ligeramente menos estable que

la preparacion RClla.

Tabla 3.15.- Rendimiento relative del par de radicales P6807Pheo™ de las preparaciones RClla
y RCIIb del complejo D1-D2-Cyt b559. *Se considerd un cocficiente de extincion de P680*Pheo”

a 820 nm de 12,4 mM-lem! (Booth et al., 1991),

Preparacion [Chi] [RC]  Amplitud de A2 *Radical pair Par Rendimiento
(pg/ml) (M) VA3 (A0D) [P6807Pheo]  de radicales (%)
(uM) por RC
RClla 2.67 0.498 0.022 356 +0.38 0.355 100
RCIlb 2.24 0.625 0.023 297 +0.29 0.297 84




3.6.3.- Analisis y comparacién de los rendimientos cuinticos de fluorescencia en las

preparaciones RCIIa y RCIIb.

El analisis de los rendimientos cuanticos de fluorescencia de ambos tipos de
preparaciones con complejos D1-D2-Cyt b539 de Pisum sativum se muestra en la Tabla 3.16.
Algunos de los centros de reaccion de Pisum sativum fueron dafiados por tratamiento con luz
blanca de 500 pE m2.s7! durante 15 minutos a 4 °C. Como se puede obscrvar en la Tabla 3.16,
el rendimiento cudntico absoluto de fluorescencia de la preparacién de centro de reaccion de
Pisum sativum se incrementa cuando es deteriorada mediante ¢l tratamiento con luz. Sin
embargo ¢l rendimiento cuantico absoluto de fluorescencia no varié significantemente entre las

preparaciones RClIla y RCIIb de Beta vulgaris.

Tabla 3.16.- Rendimientos cuanticos de fluorescencia de distintas preparaciones de complejos
D1-D2-Cyt b559. Los centros de reaccion aislados de Beta vulgaris son comparados con un
centro de reaccién normal y parctalmente fotodegradado de Pisum sativum. Los maximos de
fluorescencia fueron 683, 679, 682 y 681.5 nm para las preparaciones de RC de P.sativum, RC

dafiado de P.sativum, RClla y RCHIb, respectivamente.

il Preparacion

by max o R_endimiento
Rendimiento cuantico absoluto de
banda Qy cudntico absoluto de fluorescencia de la
fluorescencia de las  recombinacion de
muestras ¢¢ cargas

b S(FI+F2).4p

de Chl desacoplada

dren=(F3).¢r

Rendimiento cudntico  Actividad a partir de
Chl funcicnalmente
desacoplada (%)

RC
P.sativum 676 0.038 0.016 0.019 94
RC
P sativum 674 0.073 0.013 0.054 83
dafiado
RClIla 6756 0.040 0.01.2 0.026 92
RCIib 675 0.048 0.005 0.040 87




Cuando el rendimicento cuantico absoluto de fluorescencia de la recombinacién de.

cargas ($, ) se calculd para cada particula, se observo que la razén de ¢, para el complejo D1-

D2-Cyt b559 de F. sativum RC/RC daiiado fue 1.2 mientras que la ¢, para ambas preparaciones

de B. vulgaris RCIIa/RCIIb fué 2.4. Sin embargo, la razén de la actividad (RC/RC dafiado,
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Figura 3.39.- Espectros de fluorescencia a 277 K de las muestras RCHa (linea solida) y RCIfb
(linea discontinua). La cantidad de centro de reaccion en ambas preparaciones fué la misma.
Los rendimientos cudnticos absolutos de cada muestra se calcularon a partir de la media de las

areas de 5 espectros de cada muestra. Los espectros se midieron en tampon 50 mM Tris-HCI |

pH 7.2, mas 2 mM dc DM.
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Tabla 3.17.- Constantes de equilibrio y AG de las preparaciones RCIla y RCIlb.

RClia RCilb
F1 F2 Fl F2
Keg : 202 62.3 485 149
AG (eV) -0.126  -0.098 -0.147 -0.119

RClla /RCIIb) para cada tipo de centro de reaccion deducido de Ia cantidad de Chl desacoplada
tuvo aproximadamente ¢l mismo valor de 1.1.

Se determinaron también las constantes de equilibrio asi como las variaciones de
cnergia libre de Gibbs para los componentes responsables de la recombinacion de cargas de
ambas preparaciones RCIla y RCITh (46.1 y 14.2 ns). Los datos se resumen en la tabla 3.17 En
la figura 3.39 se presentan los espectros de fluorescencia a 277 K a partir de los cuales se calculd

el rendimiento cuantico absoluto de fluorescencia de cada preparacion.



Absorbancia

3.7.- Desnaturalizacion y renaturalizacién del complejo D1-D2-Cyt b559 de
Beta vulgaris

3.7.1.- Proceso de desnaturalizacion

El proceso de desnaturalizacion del compiejo D1-D2-Cyt b559 de Beta vulgaris se

0.16

0.10

0.05

0.60 : ! I P

625 650 675 700

Longitud de onda (nm)

Figura 3.40.- Espectros de absorcion en ¢l rojo del complejo D1-D2-Cyt b559 medidos en
tiempos sucesivos tras la incubacion del complejo en tampon 50 mM Tris-HCI, pH 7.2, y 0.05
% de TX-100. Linea continua: espectro de! complejo inmediatamente cluido de la columna
(maximo a 675.5 nm); linea discontinua: espectro tras 16 h de incubacion (maximo a 673 nm);
linca de puntos: cspectro tras 20 h de incubacion (maximo a 672 nm); linca discontinua corta.

espectro tras 23 h de incubacion (maximo a 671.5 nm).



a*(aa) / (dn)°

realizé como ha sido descrito en la seccidn 2.9.1. Para este trabajo se utilizaron centros de
reaccion del tipo RCIla. El proceso se siguié monitorizando los cambios de absorcion y el
desplazamiento hacia el azul del maximo de la banda del rojo del complejo D1-D2-Cyt 559

como consccuencia de la estrecha relacién entre el maximo de esta banda y la
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Figura 3.41.- Segundas derivadas de los espectros de absorcion electronica de la figura 3.40
exhibiendo 2 componentes principales con maximos a 679.5 y 671-670. En la figura sc¢ puede

apreciar la existencia de dos puntos isobésticos a 673.5 y 686 nm.
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(A8) / (dr) *
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actividad fotoquimica del complejo (Seibert, 1992, Booth et al., 1991; Braun et al., 1990). Enla
figura 3.40 se presentan las diferencias entre los espectros de absorcion del complejo
cromoproteico en la banda de menor energia a distintos tiempos de tratamiento de
desnaturalizacién en TX-100. Los méaximos de los espectros fucron 675.5, 673, 672y 671.5 nm,
respectivamente.

El proceso de desnaturalizacion como se¢ observa en la figura 340 se
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Figura 3.42.- Cuarta derivada de los espectros de la figura 3.40 donde se aprecian claramente
los dos componentes principales de la banda Qy y su evolucion durante el proceso de incubacion

con TX-100.
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caracterizd ademas por un ligero descenso en la absorbancia a la vez que el maximo de la banda
se desplazo hacia el azul. La segunda derivada de cada uno de los espectros se muestra en la
figura 3.41. Como sc observa en la figura, la derivada del complejo nativo (675 nm) presenta
dos componentes {ver seccion 3.3.2), el principal con maximo a 679.5 nm y un hombro alrededor
de 672-673 nmn. Durante el proceso de incubacién el componente a 679.5 nm fué decreciendo
mientras que el hombro a 672 nm aumenté su intensidad con el tiempo de incubacién
presentando un méximo a 671-670 nm. El comportamiento del complejo DI-D2-Cyt b559
durante la incubacién con TX-100 puede apreciarse también en la cuarta derivada de los
espectros anteriores (figura 3.42) donde se aprecian claramente las dos componentes con

maximos a 680 y 670 nm.

3.7.2.- Recuperacion de las propiedades espectroscépicas del complejo D1-D2-Cyt b559

3.7.2.1.- Espectros de absorcién y emisién

Una vez desnaturalizado el complejo del centro de reaccion del PSIL, éste se
renaturalizé mediante el intercambio de TX-100 por DM {ver seccion 2.2.4.1). Las propiedades
Opticas del espectro fueron recuperadas tras la sustitucion de detergente, como se puede apreciar
en las figuras 3.43, 3.44 y 3.45. En la figura 3.43 se muestra el espectro del complejo recién
eluido de la columna, antes y después del intercambio de detergente. Como se puede apreciar el
complejo recuperd su maximo original a 675 nm. Tanto la segunda como la cuarta derivada

confirmaron la recuperacion del componente de 680-679.5 nm tras el intercambio de detergente,

Las propiedades de emision del complejo también se cstudiaron durante el proceso
de desnaturalizacion y después del cambio de detergente.  Asi la emisién producida por los
cromoforos asociados a la proteina se incrementd con el tiempo de incubacion del complejo en
TX-100. En la figura 3.46 se presenta el espectro de emision del complejo D1-D2-Cyt b559,
siendo la intensidad de fluorescencia mayor cuando el maximo de la banda en ¢l rojo del espectro

de absorcién fué a 671.5 nm.
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Figura 3.43.- Espectro de absorcion electrénica del complejo DI1-D2-Cyt b559 después de
realizar el intercambio de detergente (linea de puntos). El espectro se compara con el del
complejo recién eluido de la columna (linea solida)} y antes de realizar el intercambio de
detergente (linca discontinua). Los espectros se realizaron a 4 C en 50 mM Tns-HCI, pH 7.2,
en 0.05 % de TX-100 a tiempos 0 y 23 h para los dos ultimos casos respectivamente y en 2 mM

DM para el primero.
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Figura 3.44.- Segunda derivada de los espectros de absorcion de la figura 3.43. En la figura se
puede apreciar como el componente a 679.5 nm recupera su intensidad inicial. Linea solida:
derivada del espectro original del complejo; linea de discontinua; tras 23 h de incubacion en TX-

100; linea de puntos: tras el cambio de detergente.
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Figura 3.45.- Cuarta derivada de los espectros de absorcion de la figura 3.43. Linea solida:
tras la elucion del complejo de la columna; linea discontinua: tras 23 h de incubacion del

complejo en 0.05 % TX-100; linea de puntos: tras intercambiar ¢l detergente.
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Figura 3.46.- Espectros de emision del complejo DI-D2-Cyt b559 en tampén 50 mM Tris-HCH,
pH 72, en las condiciones descritas a continuacion, Espectro de cmision del complejo
inmediatamente eluido de 1a columna (linca solida), tras 23 h de incubacion en 0.05 % TX-100
(linea discontinua) y después del cambio de detergente (linea de puntos). Los espectros se

realizaron con excitacién a 435 nm con una rendija de 1 nm. La cantidad de Chl fué de 1.5

pg/ml en todos los casos.

El aumento en la intensidad de fluorescencia fué correlativo al desplazamiento
hacia el azul de la banda Qy del centro de reaccion, ambas caracteristicas se recuperaron tras el

intercambio de detergente.
3.7.2.2.- Actividad éptica del complejo D1-D2-Cyt b559

El espectro de CD del complcjo"DLDZ-Cy[ b559 en la figura 3.47 muestra la-

existencia de un doblete no conservativo cn la banda Qy con maximo a 682 nm y minimo a 666
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nm. La evolucién de esta banda de CD producida por las clorinas del complejo en la banda Qy

se ha seguido durante ¢! proceso de desnaturalizacion del complejo.
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Figura 3.47.- Espectro de dicroismo circular a 4 °C del complejo D1-D2-Cyt b559 en tampén

50 mM Tris, pH 7.2, mas 2 mM de DM. El espectro presenté maximos a 682 y 415 nm y

minimos a 666 y 430 nm.

En la figura 3.48 se puede seguir la evolucion de la sefial de dicroismo circular de
la banda Qy sometida al tratamiento de desnaturalizacion y tras el mtercambio de detergente
comparada con el espectro original del complejo tras eluir de la columna.

Los cambios en las propiedades de absorcion y emision del complejo se reflejaron
también en una pérdida de la actividad dicroica de la banda de menor energia. Asi, la sefial de -
CD tras 23 horas de incubacion en TX-100 fué 4.5 veces menor que la del complejo nativo, lo
que demuestra que las especies responsables de la actividad Optica son afectadas por el
tratamiento con TX-100. El complejo recuperd practicamente la intensidad de CD tras el

intercambio de detergente.
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Figura 3.48.- Espectros de CD en la region de 600 a 750 nm del complejo DI1-D2-Cyt b559 en
tampon 50 mM Tris-HCI, pH 7.2, en las siguientes condiciones: tras su elucion de la columna
(linca solida), después dc 23 h de tratamiento con TX-100 (linea discontinua) y tras el

intercambio de TX-100 por DM (linea de puntos).

3.7.2.3.- Estudio de CD en el UV del complejo D1-D2-Cyt b559

En la figura 3.49 se pucde observar la variacién de la estructura 2® de este

complejo proteico de membrana durante el proceso de desnaturalizacion asi como en el complejo



renaturalizado. Los espectros se realizaron en el rango de 200 a 250 nm, zona de absorcién del

enlace peptidico.
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Figura 3.49.- Espectros de absorcion dc CD del complejo D1-D2-Cyt b559 a 4 °C. (@) Nativo,
() tratado con 0.05 % de TX-100 durante 23 h y (0) tras el intercambio de este detergente por

DM.

El proceso de desnaturalizacion distorsiona la estructura de la proteina pero no
hasta re-l grado de desnaturalizarla totalmente, sin embargo este cambio es suficiente para perder
gran parte de la actividad del complejo, medida como su capacidad de transporte electrénico
secundario del complejo D1-D2-Cyt b559 mediante SiMo y MnCl, (ver seccidon 2.4.2.2). Enla
tabla 3.18 se¢ resumen las actividades del complejo relacionadas con sus propiedades
espectroscopicas. Por otra parte en la figura 3.50 se mucstra el espectro de fluorescencia de
triptéfano del complejo cromoproteico. Como se puede observar la variacién de la fluorescencia
producida por el tratamiento fué escasa, confirmando que la pérdida de estructura por parte de la

proteina fué pequefia. La localizacion de los residuos de triptofano se da en ef RC bacteriano €n
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la zona hidrofilica de la proteina. La homologia de este complejo con las protcinas D1 y D2 del
PSIT apoya que estos residuos se encuentren situados en una zona similar, lo que indicaria que los
cambios estructurales se dan en la zona hidrofobica de Ia proteina afectando a P680 que es donde

actua el detergente.

Fluorescencia (a.u.)

i
310 345 380

Longitud de onda (nm)

Figura 3.50.- Espectro de fluorescencia de triptofano del complejo Di-D2-Cyt b559. La
muestra se excitd a una longitud de 296 nm. (Linea continua) centro de reaccion del PSII recien
cluido de la columna de purificacion; (linea discontinua) tras 23 h de incubacion en TX-100

0.05%; y (linea de puntos) después del intercambio de este detergente por 2 mM DM,

La dependencia del maximo de absorcién de la banda del rojo del complejo D1-D2-
Cyt b559 con respecto al tiempo de incubacion en TX-100 sc representa en la figura 3.50. El
desplazamiento de la banda en ¢l rojo frente al tiempo de incubacion se ajusta a una regresion

linear, mientras que ¢l transporte secundario de clectrones se ajusta a una regresion exponencial

(figura 3.51).
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Figura 3.51.- A) Dependencia del maximo de la banda en €l rojo del complejo de centro de
reaccion con el tiempo de incubacion de la muestra en tampén 50 mM Tris-HCI, pH 7.2, mas
0.05 % de TX-100. La densidad optica de la muestra fué de 0.1 en la banda del rojo en una
cuveta de 1 om de paso de luz. B) Cambio de la actividad de transporte electronico secundario de

la muestra con el tiempo de incubacidn.
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Tabla 3.18.-

Actividad fotoquimica y caracteristicas espectroscopicas de la banda Qy del

complejo DI-D2-Cyt b559. a) Recién aislado; b) tras 24 h de tratamiento con TX-100; ¢) tras la

sustitucion de este detergente por DM.

Preparacion xm (nm) Actividad Actividad Intensidad CD banda
ax peq.e-umol Chl . h (%) Qy a 682 nm (+)
banda en el rojo ’ ' ° %)
RC nativo @ 675.5 2640 100 100
RC TX-i00b 671.5 700 22 20
RC DM¢ 675 2500 95 92

Los datos de ambas graficas estan de acuerdo con los resultados obtenidos por

otros investigadores (Braun et al., 1990; Booth et al., 1991) donde la actividad se habia medido

por otros métodos como espectroscopia de fluorescencia resuclta en ¢l tiempo o fotoacumulacion

de feofitina reducida.




3.8.- Purificacion de las proteinas CP47 y CP43 de la antena intrinseca

Las proteinas de la antena intrinseca se aislaron a partir de OECC, para ello se
solubilizé este complejo para ser posteriormente sometido a cromatografia de intercambio idnico.
El paso clave de esta purificacién es la solubilizacion del complejo proteico la cual se realiza en
presencia de una alta fucrza ionica (4 M LiClO,). Tras solubilizar ¢l complejo y eliminar la
mayoria de la sal por dialisis, el dializado se carga en una columna DEAE recogiendo las
primeras fracciones del eluato pues la proteina CP43 no se fija a la columna y eluye pura dentro
del volumen de columna. Tras lavar el gel con varios volumenes de columna en los cuales se

eluye una proteina que por su espectro vy peso molecular coincidiria con la de 26.1 kDa | la

proteina CP47 es eluida con un gradiente lincal de LiClO, de 0 a 175 mM.
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Figura 3.52.- Cromatograma de la purificacion de las proteinas de la antena intrinseca de Beta

vulgaris.

Otro punto fundamental cn esta purificacion es la previa climinacion en OECC de

la protcina extrinseca de 33 kDa, al parecer esta proteina tiene una estrecha relacion con la CP47
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(Putnam-Evans & Bricker, 1992, Bumap & Sherman, 1991)  copurificindose con ella en Ia

cromatografia en caso de no haberse climinado anteriormente.

3.8.1.- Caracterizacién de las proteinas CP47 y CP43

3.8.1.1.- Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS

La electroforesis se llevd a cabo en un gel de 12,5% de acrilamida. Como puede
observarse en la figura 3.53 ambas proteinas aparecen como bandas Ginicas en el gel
correspondientes a pesos molcculares de 53.8 kDa y 47.6 kDa. Estos pesos moleculares

presentan ciertas diferencias con algunos de los valores publicados para estas proteinas obtenidas

CPA3 _ g,

Figura 3.53.- SDS-PAGE al 12,5 % de las fracciones recogidas de 1a columna de intercambio

i6nico donde se muestran las proteinas de la antena intrinseca del PSIJ ya purificadas.

a partir de Spinacea oleracea o Pisum sativum (Ghanotakis et al., 1989; Barbato et al., 1992)
pero son muy parecidos a los publicados para Chiamydomonas reindhartii o Sinechocystis (de

Vitry et al., 1991; Régner et al 1991). Es posible que csta variabilidad en los pesos moleculares




entre estas proteinas de diferentes especies pueda ser producida por diferencias en el
procesamiento, pero lo méas probable es que estas diferencias en la literatura sean originadas por

los diferentes tratamientos de desnaturalizacion a que han sido sometidas. Ademas hay que tener
en cuenta que las proteinas utilizadas como patrones son proteinas solubles y no de membrana, y
por tanto el peso molecular de estas proteinas por SDS-PAGE debe ser tomado como un valor

orientativo.
3.8.1.2.- Determinacién del pl de las antenas CP43 y CP 47

El calculo del pl para la proteina CP43 fue de 7,17 determinado a partir de la

figura 3.54.
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Figura 3.54.- Calculo del pl de la proteina CP43 de la antena intrinseca del PSH de Beta

vulgaris.
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El calculo del pl para Ja proteina CP47 se determind a partir de la figura 3.55

dando un valor de 6,7.

Carga neta

~10 — -
-20 - -

-30 — —

Figura 3.55.- Calculo del pl de la proteina CP47 de la antena intrinseca del PSII de Beta

vulgaris.



3.8.1.3.- Espectros de absorcién y segundas derivadas de las proteinas CP47 y CP43

El espectro de absorcion en la zona del visible de la proteina CP43 de Beta vulgaris
s¢ muestra en la figura 3.56. Presenta maximos .de absorcién a 671.5, 626.5, 593.5 y 436 nm.

La razon de absorbancias entre la banda Soret y Qy de Ja Chl a para la proteina pura es

A436/A671.5 =151
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Figura 3.56- Espectro de absorcion electronica de la proteina CP43 de la antena intrinseca del

PSH en tampon 20 mM Bis-Trnis, pH 6,0, y 0.5% DM.

E! espectro exhibe un amplio hombro hacia 480 nm, debido a la absorcién de los
carotenoides. Los maximos de la proteina coinciden principalmente con las transiciones de la Chl

ay ¢l B-caroteno que son los pigmentos que se asocian a csta cromoproteina.
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La segunda derivada del espectro de la figura 3.56 mostré la existencia de varios
componentes en las bandas de absorcién. La existencia de dos componentes en la banda del rojo,
uno a 6825 nm y otro a 670 nm indica la existencia de al menos dos grupos de Chl a
diferenciables espectroscopicamente dentro de la proteina. Dos de las transiciones responsables
de la absorcién del ﬁ-carot_eno son las que originan los picos a 465 y 490 nm mientras que Ja

banda Sorct de la Chl a produce los picos a 437,5 y 415 nm.
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Figura 3.57.- Segunda derivada del cspectro de absorcion electronica de la proteina CP43 de la

antena intrinseca del PSIIL

El espectro de absorcion en el visible de la protcina CP47 de Beta vuigaris se

puede observar en la figura 3.58. Dicho espeetro presenta maximos a 674.5, 627, 490 y 437.5

1573



nm. La razon de absorbancias para la proteina pura entre la banda Qx y la banda Qy de la Chl a

asociada a la proteina es A437.5/A674.5 = 127.

Absorbancia
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Figura 3.58.- Espectro de absorcion electronica de la proteina CP47 de la antena intrinseca del

PSII de Beta vulgaris en tampén 20 mM Bis-Tris, pH 6,0, y 0.5 % de DM.

Como se puede apreciar en la figura ¢l espectro de absorciéon de CP47 resulia muy
similar al de CP43 (ver figura 3.56), las maycres diferencias se centran cn un desplazamiento
hacia ¢l rojo del maximo de absorcion de fa banda de menor encrgia de la proteina CP47 respecto

a CP43, asi como una gran diferencia en ¢l contenido en B-caroteno. Asimismo la relacion entre
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la banda Qy y la absorbancia a 490 nm en la proteina CP43 es de A671.5/A490 = 2.0 mientras
que csta misma relacion en la proteina CP47 es de A674.5/A490 = 4,5.
La segunda derivada del espectro anterior se muestra en la figura 3.59 y exhibe

minimos a 680.5, 673, 490, 467, 439 y 415 nm.
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Figura 3.59.- Segunda derivada del espectro de absorcion de la protcina CP47 de la antena

intrinseca del PSII de Beta vulgaris.

Los componentes producidos por la transicion Soret de la Chl a muestran un
minimo similar al de la antena CP43 y una relacién de amplitudes muy parecida. Ademas como

se puede observar en la figura 3.59 la banda en cl rojo de la antena CP47 exhibe también al



1

menos dos componentes mayoritarios uno a 680.5 y otro a 673 nm como en la CP43, sin
cmbargo la relacion de amplitudes es completamente diferente. El componente a 680-682 nm es

netamente mayor en CP47 comparado con el de CP43.

3.8.1.4.- Anilisis espectroscopico a 4.2 K de la banda Qy de las proteinas CP43 y CP47

El espectro de absorcion a 4.2 K de la banda Qy de la proteina CP43 se muestra en
la figura 3.60 (notese que la longitud de onda se da en cm1), la banda en el rojo presentd un
maximo principal a 671 nm y un hombro hacia 682 nm. La cuarta derivada del espectro revelo
la existencia de tres grupos de pigmentos principales con méximos a 682.5, 678 y 672 nm. La
resolucién espectral conscguida al bajar la temperatura nos permite diferenciar en el espectro de
absorcion la banda a 682 nm que se apreciaba en la segunda derivada del espectro de esta

proteina a 277 K (ver seccion 3.8.1.3).
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Figura 3.60.- Espcctro de absorcion clectronica (linea solida) a 4.2 K de la proteina CP43 en

tampon 20 mM Bis-Tris, pH 6,0, mas 0.05 % dc DM. La mucstra fué previamente diluida 3



veces con glicerol.  La cuarta derivada del espectro se muestra en la misma figura (linea

discontinua).

El espectro de absorcion de la proteina CP47 (figura 3.61) en la banda Qy mostré
también la existencia de varios componentes producidos por diferentes grupos de clorinas dentro
de la cromoproteina. La proteina presentd un maximo principal a 683, 678.5, 670 y 660 nm. La

cuarta derivada de dicho espectro confirmé la existencia de estas bandas.
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Figura 3.61.- Especctro de absorcion electronica (linea solida) a 4.2 K de la proteina CP47 en
tampén 20 mM Bis-Tris, pH 6,0, mas 0.05% dec DM. La muestra se diluyd tres veces con

glicerol antes de llevarse a cabo la medida. La cuarta derivada del espectro se muestra en la

misma figura (linea discontinua).



Como se puede apreciar en ambas figuras la transicion Qy de ambas antenas es
bastante heterogénea con varios grupos de clorinas que participan en la transferencia de energia

al centro de reaccion del PSIT
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3.9.- Espectros de dicroismo circular de las proteinas CP43 y CP47

Las interacciones excitonicas entrc los diferentes grupos de clorinas de cada una de
las proteinas han sido estudiadas. En la figura 3.62 se muestra el espectro de dicroismo circular
en el rango del visible de la proteina CP43 que presentd minimos a 670, 456, v 438 nm y
maximos a 405 y 370 nm. No parecen existir fuertes interacciones excitdnicas entre los
momentos de los dipolos de transicion de los distintos grupos de clorinas de la banda Qydela
proteina CP43 como se puede apreciar por la ausencia del tipico doblete de CD en la banda

negativa a 671 nm. También sc observé actividad dicroica de los carotenoides de la proteina
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Figura 3.62.- Espectro de CD de la proteina CP43 2 4 OC ¢en tampon 20 mM Bis-Tris, pH 6,0,

mas 0.05 % dc DM.
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a juzgar por la actividad dicroica de la banda negativa con maximo en ¢l espectro a 456 nm.

En la figura 3.63 se presenta el espectro de CD de la proteina CP47, que mostrd
maximos a 664, 404 y 380 nm y minimos a 678 y 434 nm. La banda Qy mostré la existencia de

interacciones excitonicas entre los grupos de clorinas con el punto medio a 675 nm.
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Figura 3.63.- Espectro de CD de la proteina CP47 a 4 ©C en tampdn 20 mM Bis-Trnis pH6,0
mas 0.05 % de DM.
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El B-caroteno asociado a esta cromoproteina no parece mostrar ningin tipo de

actividad dicroica.
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3.10.- Estudio del dominio del lado aceptor de electrones del PSIIRC.
Inhibicién por Cu(ll)

Mediante el uso de diferentes inhibidores del transporte electronico en el dominio

reductor del centro de reaccién del PSII, se ha caracterizado la inhibicion de la actividad de

evolucién de O, por Cu(Il} y el sitio de accién de este cation metalico.

3.10.1.- Inhibicién por Cu(Il) en membranas del PSII

La actividad se expresa como tanto por ciento respecto al control (sin inhibidor)

asi ¢l Igg se define como la concentracion de inhibidor necesaria para reducir la actividad al 50%.
La adicion de CuCl, a una suspension de membranas de PSIT disminuyo la evolucion de O, en

presencia de DCBQ o ferricianuro como aceptores artificiales de electrones presentando unos Igg

de 6,6 pM y 20,7 pM respectivamente, mientras que la evolucion de oxigeno medida con SiMo
como aceptor de electrones se mantuvo constante en presencia de las concentraciones de Cu(ll)

utilizadas (ver figura 3.64 A).

Para complementar nuestro conocimiento sobre el mecanismo de inhibicion del
Cu(Il) y compararlo, sc realizaron curvas de inhibicién con otros dos inhibidores bien conocidos
de! PSII como son ¢! DCMU vy la o-fenantrolina (ver Fig 3.64 B y C, respectivamente). Como en
presencia de Cu(Il) estos inhibidores redujeron considerablemente la actividad de evolucion de

oxigeno cuando se usaron como aceptores de electrones DCBQ y ferricianuro pero €se no fué el

caso en presencia de $iMo. Con DCBQ como aceptor de electrones el DCMU mostré un Is de
0,05 uM, mucho menor que los correspondicntes valores de Iy de 6,6 uM para Cu(ll) y 1,6

UM para o-fenantrolina. Cuando se usé ferricianuro como aceptor de electrones el Isg para el

DCMU fue 0,32 uM, de nuevo muy bajo cuando se compara con 20,7 uM para Cu(ll) y 9,5 uM

para o-fenantrolina.
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Figura 3.64.- Efecto de Cu(ll) (A), DCMU (B) y o-fenantrolina (C) en la actividad de evolucién

de oxigeno de membranas de PSII de Beta vulgaris. La actividad fue medida en presencia de 0,5

mM de DCBQ (4), | mM de K4Fe(CN), (@) 6 0,2 mM de SiMo (®) como aceptores de
clectrones. Las actividades (pmol de O,/ mg Chl . h) correspondientes al 100 % de actividad

fueron aproximadamente 600, 253, y 170 para DCBQ, K;Fe(CN)g y SiMo, respectivamente.
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3.10.2.- Prevenci6n de la inhibicion por Cu(ll) en presencia de Fe(11)

La mncubacion de membranas del PSII con cantidades cada vez mayores de Fe(IIl)

previas a la adicién de 10 mM de CuCl, previno parcialmente la inhibicion de la actividad de la

evolucion de Oy, indicando la posibilidad de una competencia por un punto comiin de unién. Sin

embargo, la adicién de aniones bicarbonato, el cual se crec que ¢s un ligando del hierro no
héminico del centro de reaccion del PSH (Eaton-Rye & Govindjee., 1988; Diner & Petrouleas,
1987) y un efector positivo en la actividad del PSII, no tuvo un efecto protector frente a la

inhibicion por Cu(Il), lo cual sugiere que ¢l ion Cu(II) no se unc en ¢l sitio del bicarbonato.
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Figura 3.65.- Prevencién de la inhibicién por Cu(ll) mediante la incubacion previa de las

membranas de PSH de Beta vulgaris con FeCly en presencia de 0,5 mM de DCBQ.
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El efecto preventivo del Fe(Ill) sobre la inhibicion de Cu(Il) podria sugerir que el
Cu(ll) sutituye al 4tomo de hierro no heminico del centro de reaccién del PSIE durante el proceso

inhibitorio.

3.10.3.- Espectro de EPR del hierro no heminico del PSII

En la figura 3.66 se muestra la region de campos magnéticos bajos de un espectro
de EPR de membranas del PSII de Beta vulgaris medido a 5§ K. Las membranas del PSII fueron
preincubadas con una concentracion inhibitoria de Cu(ll) para posteriormente oxidarse con
ferricianuro a 4 ©C en la oscuridad. El espectro fue idéntico al obtenido sin Cu(ll) donde la

banda de g=8,1 ascrita al Fe no heminico (Diner & Petrouleas, 1987) se mantuvo inalterada.
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Figura 3.66.- Region de campos magnéticos bajos del espectro de EPR de membranas del PSIE
de Beta vulgaris en presencia de concentraciones inhibitorias de Cu(Il). Membranas de PSII a
10 mg Chl / ml se resuspendieron en tampén 50 mM HEPES-NaOH , pH 7.2, 15 mM NaCl, 5

mM MgCl, y 0,4 M de sacarosa. La muestra fué oxidada por la adicion de 10 mM de

ferricianuro potasico a la muestra después de la incubacion de ésta con una concentracion de 40

puM de Cu(ll).



El espectro fu¢ tomado a una frecuencia de microondas de 9.195 GHz, frecuencia
de modulacion de 100 KHz, amplitud modulada de 4,0 Gauss y una potencia de microondas de
100 mW. El espectro de EPR indicé que el atomo de Fe no heminico no es sustituido por Cu(ll),
y que ademas este i6n no produjo cambios conformacionales significativos en el dominio del Fe

no heminico.

3.10.4.- Localizacion del sitio de accién del Cu(11) en tilacoides tripsinizados

Para poder localizar con mayor precision el lugar de accion de Cu(ll), se comparé

¢l cfecto inhibitorio de este ion con los de DCMU vy o-fenantrolina en tilacoides
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Figura 3.67.- Efecto dc la proteolisis parcial por tripsina en la evolucién de oxigeno de tilacoides

de Beta vulgaris. El tratamiento con tripsina se llevé a cabo durante 3 minutos. La actividad se

midio (ver scecion 2.4.1) en presencia de 0.5 mM de DCBQ (&), | mM de K3Fe(CN)g (B) v 0,2
mM dc SiMo (®). Las actividades en pmol de O,/mg Chl . h correspondicntes al 100 % de

actividad fueron 265, 128 y 77 para DCBQ, K;Fe(CN), y SiMo, respectivamente.



control y previamente sometidos a tratamiento con tripsina usando DCBQ, ferricianuro y SiMo
como aceptores de electrones. En la figura 3.67 se puede observar el efecto del tratamiento de
tripsina durante 3 minutos a temperatura ambiente sobre la actividad de evolucién de oxigeno de
tilacoides de Befa vulgaris usando los diferentes aceptores de electrones. La actividad es dada
como tanto por ciento del control (sin adicion de tripsina). En presencia de DCBQ se observa
una marcada disminucion de la actividad de desprendimiento de oxigeno con el incremento de la
concentracion del enzima, mientras que por otra parte cuando tanto ferricianuro como SiMo
fueron utilizados como aceptores de electrones la actividad apenas se vio afectada. Los datos
indican que la proteasa ataca preferentemente la zona reductora del PSII, la cual emerge de la
bicapa lipidica de los tilacoides, produciendo una destruccion o modificacién del lugar con el cual
¢l DCBQ interacciona para tomar electrones. Aparentemente los puntos de reduccién de SiMo y
ferncianuro no se vieron afectados por el tratamiento con tripsina, lo que supondria que ambos
toman electrones de un lugar, dentro de la zona reductora del PSII, diferentc al DCBQ. En la
figura 3.68 sc¢ puede observar la comparacion entre el efecto de inhibicién del Cu(ll), DCMU y
o-fenantrolina en la actividad de desprendimiento de oxigeno de tilacoides control y tratados con
tripsina usando 1 mM de ferricianuro 6 0,2 mM de SiMo. Las cantidades de tripsina (66,6
pug/mi) usadas corresponden al maximo de inhibicion de la evolucién de oxigeno en presencia de
DCBQ (ver figura 3.67), |

Al igual que con membranas del PSII, tanto Cu(Il) como DCMU y o-fenantrolina
climinaron la actividad de desprendimiento de oxigeno en tilacoides control en presencia de
ferricianuro como aceptor de electrones. El inhibidor més potente fue el DCMU que presentd un
Isp de 0.2 pM.  Los Is5g mostrados por Cu(ll) y o-fenantrolina fueron de 13,7 y 15,3 uM
respectivamente.  Sin embargo la efectividad del DCMU disminuyé acusadamente después del
tratamiento con tripsina como ya ha sido comunicado por otros autores en otros sistemas
(Renger, 1976; Dreschler & Neumann, 1989), presentando a la vez un incremento significativo

del efecto inhibitorio del Cu(Il) y o-fenantrolina como revelan los Igy de ambos inhibidores de 5

y 8 pM, respectivamente.
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Figura 3.68.- Efecto del ion Cu(ll) (A), DCMU (B), y o-fenantrolina (C) en la actividad de

evolucion de oxigeno de tilacoides control (@) y tratados con tripsina @) (66,6 pg/ml durante 3

minutos). La actividad se midié en presencia de | mM de K;Fe(CN); ,4) y 0,2 mM de SiMo

(#). El 100 % de actividad con cada uno de los aceptores son los mismos que los de la figura

3.67. Notesc que el 100 % de la actividad fué la misma para tilacoides control y tratados con

tripsina cuando se uso ferricianuro y SiMo como aceptores de electrones.
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Los datos muestran que el tratamiento de los tilacoides con tripsina modifican o
destruyen el punto de unién de DCMU e incrementa la accesibilidad para el Cu(ll) y la o-
fenantrolina. Sin embargo ningin efecto producido por €l tratamiento con tripsina se observé en
la actividad usando SiMo como aceptor de electrones en presencia de DCMU, Cu(ll) u o-

fenantrolina como inhibidores.
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4.-DISCUSION






4.1.- Purificacion de membranas del PSII, OECC, antenas intrinsecas y centro de reaccién

Los procedimientos de purificacion que sc describen en la presente Memoria
permiten la obtencién tanto de fracciones membranosas altamente enriquecidas en PSII como
proteicas. Asi por ¢jemplo s¢ han conseguido fracciones de membraﬁas del PSII con alta
capacidad para desprender O, (en algunos casos hasta 750 pmol de Oy/mg Chl h) lo que es
indicativo tanto de su pureza como del estado nativo de la preparacion, y ha sido importante a la
hora de realizar los estudios de inhibicion por Cu(il). Las modificaciones realizadas con respecto
al método de original de obtencion de esta preparacion han servido para aumental; el rendimiento
(hasta 180-200 mg Chl total de una extraccion partiendo de 1 Kg de tejido foliar) de este paso de
purificacién sin afectar la pureza de la fraccion. Este ha sido un punto importante en el
desarrollo de este trabajo pues esta preparacion es la que habitualmente se emplea como material
de partida en el resto de purificaciones. Este método se ha desarrollado a partir del método

descrito para Spinacea oleracea (Berthold et al., 1981).

A partir de esta preparacion de membranas del PSII se realizo la purificacién del
complejo de "OECC". El complejo OECC de Beta vuigaris purificado tuvo una composicion
proteica similar al de S. oleracea {Ghanotakis et al., 1986), pero ¢l analisis de pigmentos reveld
una mayor pureza en nuestro material. Asi, mientras que la relacion de Chl a/ Chl b es de 13 en
S. oleracea en nuestras muestras de "OECC" se ha conseguido mejorar esta relacion de
pigmentos a 17, medido espectroscopicamente y a 20 por HPLC, lo cual indica una reduccion
notable de proteinas contaminantes del complejo que portan Chi b como cofactor. Esto puede ser
probablemente producido por una mejor solubilizacion de las PSIIm de B. vulgaris eliminando de
esta manera una mayor cantidad de LHCII, principal portador de Chi b. Este punto tambi¢n es
apoyado por el enriquecimiento de la preparacion en P-caroteno, pigmento selectivamente
asociado en el PSII a proteinas integrantes del OECC. El rendimicnto de la purificacion del
OECC de B. vulgaris fue dptimo pues se solubilizo casi todo este complejo presente en las PSIIm

obteniendo gran cantidad de material.
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El OECC se uso para la purificacion de las antenas intrinsecas del PSH previa
climinacién de la proteina de 33 kDa. La purificacién de las antenas CP43 y CP47 mediante este
método tiene la ventaja de poder obtener estos dos tipos de prbteinas puras en una unica
cromatografia de intercambio anidnico tras la solubilizacion del complejo, ahorrandose una
cromatografia de intercambio catidnico respecto al método de Ghanotakis et al., 1989. Por otra
parte este método se ha desarrollado mediante cromatografia en columna abierta, evitindose el
uso del FPLC y las columnas apropiadas para este sistema, que encarecerian ¢l protocolo
experimental. El método usado en esta memoria para la purificacion de estas proteinas de la
antena intrinseca es por tanto sencillo, rapido, barato y de rendimiento apropiado para realizar
distintos estudios espectroscopicos con ambas cromoproteinas. Los espectros de absorcion a
temperatura ambiente para la proteina CP47 son similares a los obtenidos de otras especies (van
Dorssen et al.,, 1987, Ghanotakis et al., 1989) purificadas mediante cromatografia, sin embargo
es muy diferente a los espectros para esta proteina obtenidos a partir de geles de electroforesis no
desnaturalizantes (Delapelaire & Chua, 1979; Camm & Green, 1980). Tanto los maximos como
el perfil de los espectros vaniaron scgin ¢l sistema de purificacion empleado. Asi un punto dispar
es el mvel de B-caroteno en el espectro de la proteina de CP47 purificada en columna, el cual es
bastante inferior que el de la misma muecstra purificada por electroforesis en geles no
desnaturalizantes. Por otra parte, las razones de absorbancia entre las bandas Soret y Qy del
complejo pigmento proteina fueron diferentes entre la CP47 purificada por Delapelaire & Chua
(1.33) y la punificada por Camm & Green (1.17), indicando diferentes niveles de pigmentos entre
ambas particulas. Nuestra preparacion de CP43 también mostrd diferencias en el nivel de
carotenos con las preparaciones de los anteriores autores, aunque menos acusadas que en el caso
de la CP47. Sin embargo las razones de absorbancia entre las bandas Soret y Qy de este
complejo también fueron diferentes de las purificadas por electroforesis (1.29 para Caam &
Green y 1.5 para Delapaire & Chua). Las razones halladas en nuestra preparacion coinciden con
los valores de Delapelaire & Chua, sin embargo no estamos de acuerdo con su estequiometria de
pigmentos. Estas diferencias segun el método émpleado demuestran la dificultad de conseguir

preparaciones homogéneas en este tipo de cromoproteinas de membranas del PSII.
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Los espectros a 4.2 K de la banda Qy y sus respectivas derivadas muestran la
existencia de diferentes grupos de Chl dentro del complejo cromoproteico involucrados en la
transferencia de la energia de excitacién al centro de reaccion del PSIL El estudio de las distintas
rutas de transferencia de energia entre los diferentes grupos de pigmentos de estas antenas estan
siendo realizadas actualmente mediante espectroscopia de "hole bumning" en colaboracion con el
grupo de G. Small, Ames Laboratory, lowa. Los espectros de CD en el visible de estas
cromoproteinas revelan la existencia de ciertas interacciones excitonicas en la banda Qy de la
proteina CP47 mientras que en la CP43 no se da este tipo de interacciones. Esto puede ser
debido a la intima relacién de la antena CP47 con el centro de reaccion, en la que la interaccion

entre los pigmentos favoreceria la eficicncia de la transferencia de energia al centro reactivo.

Los pesos moleculares de los polipéptidos obtenidos por electroforesis difieren de
los determinados para sus homélogos de S. oleracea pero resulta similar al obtenido para otros

organismos y hace mencion al comportamiento andmalo de las proteinas de membrana en SDS-

PAGE.

La purificacion del centro de reaccion del PSII se ha realizado en base al método de
Nanba & Satoh, 1987, gracias al cual se han obtenido preparaciones del complejo D1-D2-Cyt
b559 de la planta B. vulgaris. Mediante las modificaciones al método descritas en esta memoria
se han conseguido purificar dos tipos de preparaciones con el mismo contenido polipeptidico pero
con diferente contenido de pigmentos. Ambas preparaciones contienen las proteinas Di, D2y los
péptidos o y P del Cyt b559. Los espectros de absorcion de ambas preparaciones, denominadas
RCIla y RCIib, mostraron claras diferencias entre si con respecto al nivel de B-caroteno y Chl a.
Asi, RCIIb mostré menores niveles de B-caroteno y Chl a respecto a la RClla, lo cual se reflejé
en ¢l espectro diferencial entre ambas muestras nomalizando las absorciones a 535 nm. Esta
region espectral coincide con la transicion Qx de la Pheo a, Uinico pigmento que s¢ mantiene
constante en ambas preparaciones ademas de los niveles de citocromo b559. El espectro
diferencial de estas dos preparaciones demostro claramente un menor nivel de B-caroteno y Chl a

de Ia preparacion RCIlb respecto a RClla.
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4.2.- Estequiometria de los complejos RClla y RCIIb aislados de B. vulgaris

Existe una fuerte controversia sobre la estequiometria de los pigmentos que realizan
los procesos fotoquimicos primarios en el centro de reaccion del PSII. Asi, varios grupos han
publicado datos que varian entre 4-12 Chl a, 2-3 Pheo a, 1-2 B-carotenos y 1-2 Cyt b559 por
centro de reaccion. Por otra parte el centro de reaccion bacteriano esta asociado con 4 Behl, 2
Bpheo y un carotenoide. Parece ser que el método de aislamiento asi como ¢l detergente usado
(Dekker et al,, 1989) para la purificacion del complejo podria afectar el contenido final de
pigmentos del material (por ejemplo la cantidad de TX-100 usade en la purtficacion del
complejo), especialmente de Chl a y B-caroteno (Montoya et al., 1991). Los estudios mas
recientes en los que el complejo D1-D2-Cyt b559 ha sido purificado de forma mas suave indican
que ¢l material contiene 6 Chl a, 2 Pheo a, 2 fB-carotenos y 1 Cyt b559 (Kobayashi et al., 1990;
Gounaris et al,, 1990; Montoya et al, 1991) y esta desprovisto tanto del atomo de Fe no
heminico del lado reductor de electrones como de los atomos de Mn responsables de la evolucion
de oxigeno. Sin embargo estc complejo todavia conserva la capacidad para llevar a cabo la

separacion de cargas.

Los datos de esta memoria muestran que es posible obtener diferentes
estequiometrias de cofactores del complejo DI-D2-Cyt b559 partiendo del mismo material
biologico. Variando tnicamente el tiempo de Javado de la columna en la purificacion del
complejo D1-D2-Cyt b559, hemos obtenido dos tipos de centros de reaccién, denominados RCIla
y RCIIb.  Sorprendentemente la estequiomctria de pigmentos de la preparacion RCIIb es
equivalente a la obtenida para el centro de reaccion de bacterias purpuras y de Spirodella
oligorhiza (Braun et al., 1990). Por otra parte nuestros resultados contrastan con los obtenidos
por Dekker et al., 1989. Estos autores proponen una estructura dimérica del complejo D1-D2-
Cyt b559, la estequiometria de pigmentos que ellos obticnen para ¢l complejo D1-D2-Cyt 559
de S. oleracea es de 11-12 Chl a y 2 Cyt b559 par 2 0 3 Pheo. Esto induce a pensar debido a la
disparidad de estos datos con los del resto de la literatura que algunas preparaciones usadas por

otros grupos pueden estar contaminada probablemente por restos de la antena intrinseca del PSIL




Una observacién a tener en cuenta es la similitud en el contenido de Chl a entre las
primeras preparaciones obtenidas de S. oleracea (Nanba & Satoh, 1987; Shuvalov et al, 1989) y
P. sativum (Barber ¢t al,, 1987) y la preparacion RCIlb. Todas estas particulas poseen una
relacion de cofactores similar, con la diferencia de que en la particula RCIIb de B. vulgaris el
maximo de absorcion de la banda en el rojo estd a 675.5 nm, probablemente debido al
intercambio de detergente de TX-100 a DM. Parece ser que hay una relacion entre la
absorbancia del eluato antes de empezar ¢l gradiente de elucion de la muestra, la estequiometria

de pigmentos y ¢l maximo de absorcion en ¢l rojo de la preparacion obtenida.

El contenido de Cyt b559 del complejo D1-D2-Cyt b559 ha sido también uno de los
principales puntos de debate entre los investigadores del campo.  Este dato ha sido
cuidadosamente calculado para cada fraccion obtenida del gradiente de elucion en la purificacion
del complejo D1-D2-Cyt b559 de ambas preparaciones RClla y RCIIb. El contenido de Cyt
b559 permanecié constante en todas las fracciones de elucion (aproximadamente 1 Cyt b559 por
2 Pheo), lo cual esta de acuerdo con los datos aportados por otros autores (Miyazaki et al., 1989;
Nanba & Satoh, 1987; Barber et al., 1987; Braun ct al., 1990) pero no coincide con los datos
aportados por Dekker et al., 1989 y Shuvalov et al., 1989. Por otra parte nuestros resultados no
implican que en fracciones menos purificadas del PSII pucdan existir dos Cyt b559, aunque los
ltimos datos sobre el contenido de este polipéptido en tilacoides revelan la presencia de solo una
copia de esta proteina por centro de reaccion (Buser et al., 1992a). Consccuentemente, el proceso
de purificacion del complejo D1-D2-Cyt b559 debe de ser controlado rigurosamente para poder
obtener una buena homogeneidad de la muestra. La comparacion de los dos tipos de
preparaciones del complejo D1-D2-Cyt b559 descritos en esta memoria y los resultados de otros
autores (ver secciones 4.5 y 4.6) nos conduce a pensar que la forma modificada RCIla
corresponde a la forma nativa del complejo y que la foﬁna RCIIb es la andloga al centro de
reaccion bacteriano.  El reducido nimero de pigmentos de RClIb puede facilitar la

caracterizacion estructural y funcional del complejo D1-D2-Cyt b559.
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4.3.- Caracterizacién espectroscépica de los dos tipos de preparaciones D1-D2-Cyt b559

aisladas de Beta vulgaris

En base a las propiedades de los espectros de absorcidn en la region del visible, de
la electroforesis de ambas muestras y del perfil del espectro de absorcion diferencial inducido
por tluminacién, se concluye que la particula RClla de B. vulgaris es similar al complejo D1-D2-
Cyt b559 aislado de otras plantas (Nanba & Satoh, 1987; Barber et al., 1987, Braun et al., 1990;
van Leeuwen et al., 1992). Sin embargo importantes diferencias se han observado en el espectro
de absorcion del complejo RCIIb comparado con RCIla a temperatura ambiente. Estas
diferencias incluyen una marcada reduccion de la absorcion producida por el B-caroteno y la
clorofila. Estas caracteristicas corresponden con el menor contenido de Chl a y B-caroteno en
RCIIb comparado con RClia (Montoya et al., 1991). Aunque algunos autores han propuesto
interacciones entre todos los pigmentos del complejo D1-D2-Cyt b559 (Tetenkin et al., 1989), el
hecho de que las bandas no se desplacen en los espectros a baja temperatura comparadas con los
espectros a temperatura ambiente sugiere que no existen fuertes intcracciones entre los
cromoforos dentro del centro de reaccion del PSII (Montoya et al., 1993). Este punto contrasta
con lo que sucede en el centro de reaccion bacteriano donde tienen lugar fuertes interacciones

excitonicas entre las dos Behl que forman el par especial.

Considerando los datos de la deconvolucion espectral resumidos en las tablas de las
seccion 3.5 junto con la estequiometria de pigmentos de ambas preparaciones (Montoya et al.,
1991), se puede sugenir que la banda a 680 nm esta compuesta por 2 Chl a, la banda con maximo
a 672-673 nm es debida a 2 Pheo y la banda alrededor de 669-670 nm es originada por las
restantes 4 Chl que actan como Chl accesoria (Montoya et al., 1993). La asignacion de 2 Chl a
a P680 no significa necesariamente que P680 séa funcionalmente un dimero, podria ser que P680
se comportase como un monomero durante el proceso fotoquimico (van Mieghem et al., 1991;
van der Voos et al., 1992). La asignacion de pigmentos mencionada en la seccion de resultados
implica la pérdida de 2 Chl accesorias en la preparacion RCIIb, 1o cual se confirmé al llevar a

cabo la diferencia de los espectros a temperatura ambiente de las dos preparaciones. Por otra




parte la comparacion de los espectros de SERRS de ambas preparaciones mostré claramente que
la composicion de pigmentos de RClla es diferente a RCIIb. La relacion de los picos asignados a
los diferentes cromoforos cambia de una preparacion a otra. Las sefiales asignadas a Pheo y al
Cyt b559 (Ghanotakis et al., 1989; Picorel et al., 1991) comparadas con las producidas por ¢l
resto de los croméforos fueron mayores en los espectros de SERRS obtenidos en el caso de la
particula RCHIb que en la RCHa (Montoya et al., 1993). Esto encaja con un descenso del

contenido de Chl y B-caroteno del complejo D1-D2-Cyt b559 de la preparacion RClib.

Seria Jogico pensar que las 2 clorofilas y el B-caroteno que son liberados de la
matriz proteica en la columna podrian estar localizados en la parte peniférica del complejo
proteico. Rectentemente, Ruffle et al, 1992, han publicado un modelo de la estructura
tridimensional del centro de reaccion del PSII basandose en la estructura del centro de reaccion
bacteriano, e indican el detalle de que dos residuos de His situadas en la superficie de la proteina
se encuentran orientados hacia la bicapa lipidica, lo cual es muy extrafio cn residuos cargados.
Esto indujo a los autores a proponer a estas dos His como posibles ligandos de las dos Chi
adicionales del PSII respecto al centro de reaccion bacteriano. Estas dos Chl podrian facilitar la
transferencia de la energia de excitacion entre la antena interna, CP47 y CP43, y el complejo Di-

D2-Cyt b559.

Algunas diferencias se pueden observar entre la deconvolucion presentada en esta
Memoria y los datos comunicados por otros autores (Braun et al., 1990; van Kan et al,, 1990).
Mientras que Braun et al., 1990, sélo resuelven dos componentes mayoritarios bajo la transicion
de la banda Qy, con maximos a 679 y 672 nm, junto con un componenie menor a 669 nm, van
Kan et al., 1990, resuelve ocho bandas dentro de la transicion Qy asignando las distintas
gaussianas a los diferentes pigmentos dentro de la banda. En contraste a lo publicado por los
ultimos autores, en nuestro caso no se encontro una pequefio componente en el rojo Iejano a 683-
685 nm atribuida a la banda exciténica de menor energia del supuesto dimero P680. Algunos
componentes alrededor de esa longitud de onda han sido también resueltos usando espectroscopia

de "hole burning” por Jankowiak, Small, Picorel, y Seibert (datos no publicados) pero podrian



estar originados en una pequefia contaminacion producida por la antena interna CP47. Este
punto de vista se apoya por el hecho de que la intensidad de esta banda varia de unas

preparaciones a otras (van Kan et al., 1990}.

La asignacion de una gaussiana central a Pheo no estd de acuerdo con la
interpretacion de los datos de "hole buming" (Tang et al., 1990) y los espectros diferenciales de
luz menos oscuridad realizados en el complejo D1-D2-Cyt b559 por algunos autores (Nanba &
Satoh, 1987; Barber et al., 1987) o recientes experimentos de ODMR (van der Voos et al., 1992)
que sugieren la presencia de la banda de absorcion de 1a Pheo fotoquimicamente activa a 681-682
nm. Sin embargo estas discrepancias pueden ser explicadas por una decoloracion de una banda
de Pheo a hacia 676 nm junto con un desplazamiento electrocromico y un ensanchamiento de la
banda alrededor de 680. Recientemente, experimentos realizados mediante espectroscopia de
absorcién en tiempo resuelto (femtosegundos) no han podido resolver los cambios espectrales que
se dan cn dicha region espectral (Hastings et al., 1992). Sin embargo, s6lamente con nuestros
datos no podemos descartar completamente la presencia de una banda producida por Pheo bajo la
banda de P680, aunque en caso de existir dicha banda deberia tener un coeficiente de extincién

mucho menor que éste.




4.4.- Comparacion del proceso de separacion de cargas en ambas formas del complejo D1-

D2-Cyt b559 de B .vulgaris

La actividad fotoquimica de los dos tipos de complejos D1-D2-Cyt b559, RCIla y
RCIIb, ha sido estudiada usando espectroscopia de absorcion y fluorescencia resueltas en el
tiempo, y transporte electronico seccundario. Ambas preparaciones mostraron los mismos
componentes tanto en fluorescencia como en absorcion en tiempo resuelto y mantuvieron
actividades comparables a pesar de su diferente contenido de cofactores . Los rendimientos de la
recombinacién del par de radicales P680*Pheo” fué muy parecida en ambas preparaciones en
todos los experimentos. En consecuencia se puede concluir que las dos Chl accesorias y el B-
caroteno hberados de la matriz proteica en el proceso de purificacidon de RCIIb no son
fundamentales para el proceso de separacion de cargas. El hecho de que el complejo RCIIb
contenga 4 Chi y 1 B-caroteno por 2 Pheo nos da una correspondencia directa con el centro de

rcaccion bacteriano (Straley et al., 1973; van der Rest et al., 1974; Dceiscnhofer et al., 1985).

Sin embargo una diferencia clara entre RCIIa y RClIb ha sido detectada cuando el
rendimiento cuantico absoluto de la recombinacion de cargas fu¢ medido mediante espectroscopia
de fluorescencia en tiempo resuclto (tabla 3.17). El nivel de recombinacion de cargas medido por
fluorescencia e¢s demasiado bajo para ser simplemente debido a una pérdida de actividad (tabla

3.17). Esta observacion indica un desplazamiento cn ¢l equilibrio de la reaccién:

P680" Pheo c=———om==== P680"Pheo"

hacia la formacion del par de radicales en RCIIb. Este hecho es corroborado por el calculo de las
constantes de equilibrio y la AG de dicha reaccion en ambos tipos de centros de reaccion a 277 K
(seccion de resultados ) v es consistente con una reduccion en el némero de moléculas de Chl
asociadas al centro de reaccion (en RCIIb hay solamente dos Chl accesorias funcionales para la
absorcion de energia y su transferencia a P680). Mediante mutagénesis dirigida en el centro de

reaccion bacteriano se ha obtenido un par especial compuesto por un heterodimero de Behl y



Bpheo (Kirmaier et al., 1991). Asi mismo, se han intentado igualar las regiones de las proteinas
L y M en las que descansa el dimero (Taguchi et al, 1992; Stocker et al., 1992) y se han
realizado mutaciones en los aminoacidos cercanos al dimero y a las Bchl monoméricas (Williams
et al., 1992). Ademas se han llevado a cabo modificaciones quimicas de las Behls monoméricas
(Finkele et al, 1992). Todas estas modificaciones se han realizado en su mayoria en
Rhodobacter capsulatus aunque también se estd empezando a trabajar en Rb. sphaeroides pues
no se conoce la estructura tridimensional del centro de reaccion de Rb. capsulatus. Ninguna de
estas modificaciones ha conseguido vanar la constante de equilibrio de la reaccion de separacion
de cargas (Montoya et al., enviado a Biochem. Biophys. Acta).

A través de estos estudios se ha notado que la forma RCIIb fue mas susceptible a la
inactivacion por luz qﬁe ta forma RClia del complejo D1-D2-Cyt b559. Esta mayor sensibilidad
a la fotodesactivacién de RCIIb comparado con RClla es consistente con los recientes resultados
obtenidos por Telfer et al., 1991, en los que una de las moléculas de B-caroteno y alguna Chl
accesoria (en particulas D1-d2-Cyt b559 con ¢l mismo contenido en pigmentos que la forma
RClia) pueden ser facilmente oxidados por P680+ y ser irreversiblemente decoloradas. La
ausencia de alguno o ambos pigmentos provocarian una inactivacién por falta de proteccion

frente a altas intensidades de luz.

La actividad de transporte electronico secundario del complejo RCIIb desde un
donador a un aceptor artificial fu¢ alrededor de un 84 % respecto a RCIla. Estc dato es
razonable si1 tenemos en cuenta que la preparacion ha sido tratada durante un largo tiempo con
TX-100 para Qu obtencién. Ademas la pérdida de pigmentos también podria afectar la

estabilidad de RCIIb.

Considerando los resultados de esta parte de la memoria junto con los del punto
4.3, parece que algunos de los cromoforos asociados con el centro de reaccion del PSII no son
esenclales para la actividad fotoquimica de esta iparticula. Estos cromoforos (2 Chl y | B-
caroteno) corresponden a los que son liberados de la matriz proteica durante la purificacion del

complejo RCIIb y podrian corresponder a los que no tienen homologos en el centro de reaccion




bacteriano. En cualquier caso se ha demostrado que se puede aislar un centro de reaccion del
PSII fotoquimicamente activo con un contenido de pigmentos similar al del centro de reaccion
bacteriano (Straley et al., 1973; Deiscnhofer et al., 1985). Consecuentemente, la presencia de 4
Chi, 1 B-caroteno y 2 Pheo es suficiente para soportar un proceso fotoquimico completo en el
centro de reaccion del PSII, como en el caso de bacterias. La funcion exacta de los pigmentos
perdidos de la matriz proteica queda como una cuestion a resolver. Si su funcion es proteger
frente a la inactivacion y/o facilitar la transferencia de energia entre las antenas intrinsecas y ¢l

centro de reaccion esta aun sin determinar.



4.5.- Desnaturalizacién y renaturalizacién del complejo D1-D2-Cyt b559 inducida por

detergentes

Debido a las propiedades inherentes de las proteinas de membrana existe un
importante vacio en el conocimicnto de los procesos de desnaturalizacion y renaturalizacion de
este tipo de proteinas (Popot et al, 1987, Huang et al., 1981). Un agente comun para
desestabilizar este tipo de proteinas es la accién del detergente necesario para su solubilizacion y
purificacion. Es bien conocida la capacidad de los detergentes para dispersar lipidos y para la
solubilizacion de membranas y proteinas. Normalmente se opta por ¢l uso de detergentes con una
CMC relativamente alta en la solubilizacién de la membrana (Helenius & Simons, 1985) para
una vez aislada la proteina pasarla a un detergente con una CMC menor para mantenerla en su
estado nativo. Este principio parece seguirse en el caso de los dos detergentes usados en este
trabajo. La CMC del TX-100, un detergente ideal para la solubilizacion de membranas, es 2
veces superior a la del DM, un detergente mas "suave". El efecto del detergente parcce ser el
resultado de la interaccion directa de la parte hidréfoba de éste con la zona de la protecina banada

por la membrana.

El efecto negativo del TX-100 sobre el complejo D1-D2-Cyt b559 descrito en esta
memoria esta de acuerdo con los datos de otros autores (Seibert et al., 1988; Tetenkin et al.,
1989; Tang et al., 1991). Sin embargo nuestros resultados muestran que la desnaturalizacion del
complejo por el detergente puede ser reversible bajo ciertas condiciones. Esta reversibilidad se ha
compraobado tanto por las caracteristicas espectroscopicas del complejo ascritas a los pigmentos
como por la estructura secundaria de la proteina y a la capacidad para catalizar el transporte

electronico.

Tres grupos principales de pigmentos han sido postulados bajo la banda de menor
encrgia del complejo D1-D2-Cyt b559 (van Kan et al,, 1990; Braun et al., 1990; Montoya et al.,
1993).  El primer grupo con un méximo a 679-680 nm corresponderian al P680 o donador

primario; el grupo II con maximo alrededor de 670 nm formado por las Chl monoméricas; y el



grupo I a 672-676 nm seria producido por las dos Pheo. La incubacién con TX-100 condujo a
una progresiva degradacion del componente a P680 micntras que el componente a 670 nm
incremento su proporcién en el espectro.  Este fenomeno indujo un desplazamiento hacia el azul
de la banda de absorcién en el rojo, conjuntamente con un incremento del rendimiento de
fluorescencia y un desplazamiento hacia el azul del maximo, una disminucion de la actividad
dicroica de la banda de absorcion en el rojo y una reduccion de la actividad de transporte
electronico del complejo D1-D2-Cyt b559. Se puede pensar por tanto que la pérdida de P630 da
lugar a todos estos fendmenos. La sustitucion de TX-100 por DM en el complejo D1-D2-Cyt
b559 deteriorado (maximo en la banda del rojo a 671.5 nm) produjo una recuperacion de las
propiedades  espectroscopicas  originales asi como de la  actividad fotoquimica.
Consecuentemente, una reorganizacion del complejo pigmento-proteina ha tenido lugar tras la

sustitucion del anfifilo.

La reorganizacion del complejo pigmento-proteina puede explicar los datos de
fluorescencia. En el complejo D1-D2-Cyt b559 nativo en el que se da una eficientc transmision
de encrgia entre la Chl accesoria y P680, el maximo de fluorescencia se da a 683-685 nm.
Cuando P680 va siendo gradualmente destruido por la presencia de TX-100 la transferencia de
energia no puede darse entre la Chl accesoria y P680, apareciendo un aumento en ¢l rendimiento
cuantico de fluorescencia. La desorganizacion del complejo también puede explicar el descenso
de la actividad optica tras la incubacion con TX-100. El doblete de CD de la banda de menor
energia s¢ debe principalmente a P680 (Newell et al., 1991), lo que significa que los cromdforos
responsables de la sefial de CD de la banda en el rojo del complejo D1-D2-Cyt b559 estan
perdiendo su orientacion especifica durante la incubacion con TX-100. Esta oricntacion parece
recuperarse en un grado tal que permite que ¢l complejo vuelva a ser activo en presencia de DM
(ver Tabla 3.18). En esta tabla 3.18 se puede apreciar como el descenso en la sefial de CD se ve
acompariada por un descenso similar en la actividad de transporte electronico secundario, lo que
demuestra que la mayoria de la sefial de CD de dicha banda es producida por P680 y no por
interacciones exciténicas entre todos los cromoforos dentro del centro de reaccion {(Montoya et

al, enviado a J Biol. Chem).
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Los resultados obtenidos mediante espectroscopia de CD en la region  del
ultravioleta lejano indican que se da una variacién en la estructura de la matriz proteica del
complejo durante la incubacion con TX-100, indicando una modificaciéon de la estructura
secundaria en estas condiciones (Fig 3.49). A juzgar por los datos dicha modificacion no debe de
ser muy amplia, lo que es consistente con el espectro de fluorescencia de Trp del complejo
proteico el cual no varia significativamente en presencia de TX-100 con respecto al complejo
nativo. El hecho de que el espectro de fluorescencia de Trp en las dos muestras (nativa y
desnaturalizada) sea similar podria indicar que ¢l proceso dc degradacién del complejo inducido
por TX-100 no fué muy extensivo y/o que los residuos de Trp no se encuentran presentes en la
zona de la proteina donde se produce el cambio. Por otra parte €l espectro de fluorescencia de
Trp en presencia de DM mostro ciertas diferencias con respecto al del complejo solubilizado en el
anterior detergente, las cuales pueden ser ascritas a las distintas propiedades fisico~quimicas de
ambos detergentes,  El hecho de qué P680 sea fuertemente degradado sin que se produzca una
variacion en la fluorescencia de Trp sugiere la ausencia de dicho residuo en ¢l dominio de la
proteina que rodea a P680. Modelos de estructura sccundaria (Svensson et al., 1990) v terciaria

(Ruffle et al,, 1992) de la organizacién de las proteinas D1 y D2 indican que este es el caso.

¢Como pequefios cambios en la estructura de la proteina pueden inducir un efecto
tan marcado en el componente de 680 nm sin afectar al resto de los croméforos del complejo D1-
D2-Cyt 559 7. Ello puede explicarse considerando una estructura dimérica para P680 en su
estado basal con un cierto grado de interacciones excitonicas. Este dimero podria interaccionar
también con algunos aminoicidos del dominio proteico en ¢l cual se asienta. Pequeiias
modificaciones en este dominio conducirian a una pérdida de la orientacion 'y de la distancia entre
los dos croméforos, lo que desembocaria en una destruccion de la estructura dimérica y por tanto
la scfial de CD en el rojo. La destruccion de la estructura dimérica daria lugar a Chl
monoméricas y por consiguiente al incremento del:componente de 670 nm en ¢l espectro. Por

otra parte, las propiedades de Ja Chl monomérica (componente a 670 nm) y de la Pheo no parecen




verse muy afectadas por el TX-100 a juzgar por la ausencia de alteraciones en sus propiedades

espectroscopicas, debido probablemente a su caracter monomérico.



4.6.- Estudio del dominio aceptor de electrones del PSII mediante el uso de distintos

inhibidores del transporte electrénico y la caracterizacion de la inhibicién por Cu(ll)

El estudio realizado sobre el efecto del Cu(ll) en la evolucion de oxigeno en
membranas de B. vulgaris indica que este cation a concentraciones del orden de uM inhibid
fuertemente la capacidad de desprendimiento de oxigeno tanto en presencia de DCBQ como de
Fe3K(CN)g como aceptores de electrones. Contrariamente no se observd ninguna inhibicion en
presencia de SiMo como aceptor de ¢lectrones (Yruela et al., 1991). Estos datos descartan que la
inhibicién por Cu(ll) tenga lugar en el sistema de fotolisis del agua (Samson et al., 1988) o en el
dominio de la separacion de cargas (Hsu & Lee, 1988). Nuestros resultados sitian al lado

reductor del PSII como sitio de la inhibicion del transporte electrénico por este i6n metalico.

El aceptor de electrones artificial DCBQ toma electrones del "nicho” de Qy, pero la
localizacion precisa del sitio del cual toma electrones el Fe;K(CN)g no estd todavia claro, sin

embargo se piensa que este sitio debe de estar entre la zona de Q, y Q (Diner & Petrouleas,

1987; Drechler & Newmann, 1989). Por otra parte diferentes dominios han sido asignados como
donadores de electrones del SiMo, por e¢jemplo la Pheo a fotoquimicamente activa (Telfer et al.,
1990; McTavish et al., 1989), Q, (Takahashi et al., 1989) o Q; (Graan, 1986). Debido a la
incertidumbre sobre el lugar en ¢l cual el SiMo toma clectrones no es posible localizar el sitio de
inhibicion del Cu(ll) usando solamente estos aceptores de electrones y viendo el efecto de este
cation sobre la evolucion de oxigeno. Aunque la presencia de Fe(lll) previno parcialmente el
efecto de la inhibicién por Cu(Il), los espectros de EPR realizados cn este tipo de muestras han
demostrado que el efecto inhibitorio del Cu(Il) no es producido por una sustitucién del hierro no
heminico del centro de reaccion del PSII por este ion metalico, pues la sefial de g=8.1 asignada a

este hierro se mantiene en muestras inhibidas por Cu(ll).

Estos resultados demuestran que la inhibicion por Cu(ll) se da a nivel del lado
reductor del PSIL, pero su localizacion precisa no se puede asegurar, debido a la ambigiiedad

existente sobre los sitios de accion de los aceptores de electrones. Para resolver este problema se




realizo la comparacion de las inhibiciones de DCMU y o-fenantrolina (inhibidores conocidos que

actilan sobre Qy y €l hierro no heminico, respectivamente) con la producida por Cu(ll) en

tilacoides control y en tilacoides tripsinizados, usando DCBQ, Fe;K(CN)g o SiMo como

aceptores artificiales de electrones. La razon de usar tilacoides en vez de membranas para esta
parte del trabajo es debido a las diferentes caracteristicas topologicas de estas dos preparaciones.
Las membranas del PSH son regiones de doble membrana que proviencn de las regiones apiladas
de los grana (Dunahay et al., 1984) tras la solubilizacion de las zonas no apiladas por TX-100.
Este tipo de estructuras mantienen las proteinas extrinsecas responsables de la proteccion del
complejo tetramérico del Mn, pero se encuentran expuestas al medio, mientras que la zona
reductora del PSII se encuentra entre ¢l espacio de las dos membranas apiladas. En contraste los
tilacoides son vesiculas cerradas donde ¢l sistema responsable de la fotolisis del agua se
encuentra en el interior de Ja vesicula, fuera por lo tanto del alcance de la proteasa, y €l dominio
reductor del PSII se encuentra en contacto con cl medio. Consccucntemente cualquier
modificacién en la actividad de evolucion de oxigeno viene dado por la digestion proteica

realizada por la tripsina en ¢l lado reductor del PSIL, el cual estd expuesto a la superficie.

La tripsinizacién de los tilacoides redujo su capacidad de desprendimiento de
oxigeno cuando se us6 DCBQ como aceptor de electrones, pero permanecid practicamente
constante en presencia de Fe;K(CN)g o SiMo.  La proteolisis de los tilacoides también redujo
drasticamente la eficacia inhibitoria del DCMU, mientras que en estas mismas vesiculas
tripsinizadas la o-fenantrolina y Cu(ll) fueron incluso més potentes mhibidores que en las no
digeridas. De estos datos se deduce que ¢l tratamiento de estas vesiculas con tripsina destruye o
modifica significantemente et "nicho” de Qy y la zona de unién del DCBQ pero sin distorsionar el
lugar de union de! Cu(il) o de la o-fenantrolina. Ello prueba que los sitios de union de estos dos
inhibidores son diferentes al del DCMU vy por tanto no estan en Q. Notese que el DCMU inhibe
en gran medida el flujo de electrones hacia FesK(CN)g en tilacoides no tripsinizados, en contraste

con los tilacoides tripsinizados donde la reduccion de Fe;K(CN)g apenas se afectd por DCMU.

Dc esta manera en el modelo que nosotros proponemos para la inhibicién por

Cu(ll) del transporte clectronico del PSIl y para los sitios de accion de los aceptores de
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electrones, el DCBQ captaria electrones del "nicho” de Qb, el FesK(CN)g en algan lugar entre la
Pheo a fotoquimicamente activa y Q) y ¢l SiMo de la Pheo a reducida. Consecuentemente la
inhibicion por Cu(ll) debe tener lugar en algiin lugar entre Pheo a y @y, es decir al nivel del

dominio Pheo-Q,-Fe del centro de reaccion del PSIL. Esta hipotesis también esta apoyada por el

hecho de que los iones metélicos y especialmente el Cu(ll) se encuentran ligados en proteinas por

grupos atomicos hidrofilicos (O, N), muy abundantes en ese dominio de la proteina.




5.- CONCLUSIONES






E! aislamiento de membranas del PSII con alto rendimiento y pureza nos ha
permitido usarlas como material de partida para casi todas las purificaciones descritas en esta
memoria. Gracias a esta fraccion de membrana conseguimos partir de un material altamente
enriquecido en PSII. La purificacién de OECC nos ha facilitado el aislamiento de las proteinas
de la antena intrinseca, aparte de ofrecernos la posibilidad de realizar estudios con la particula
minima de que conserva todas las funciones mas caracteristicas del PSIL: scparacion de cargas,
reduccion de los aceptores de electrones y fotdlisis del agua. El método de purificacion de las
proteinas CP43 y CP47 de la antena intrinseca posee la ventaja de purificar ambos polipéptidos
en un tnico paso cromatografico con rendimientos suficientes para posteriores caracterizaciones
bioguimicas y espectroscopicas. El método de aislamiento del complejo D1-D2-Cyt b559 de B.
vulgaris seguido durante el trabajo de esta memoria nos ha facilitado la obtencion de dos tipos
de particulas de centro de reaccién del PSII, pero para cierto tipo de estudios en los que se

necesita gran cantidad de material su rendimiento debe de ser aumentado.

Se han obtenido dos complejos D1-D2-Cyt b559, RCHa y RClIb, con diferente
contenido en pigmentos. Nuestros datos muestran que se debe de llevar a cabo un Triguroso
control en la purificacién de esta cromoproteina para conseguir preparaciones homogeneas dela
misma. Pensamos que la estequiometria de RClIa corresponde al complejo nativo PSII RC. Sin
embargo, el reducido nimero de pigmentos de RCIIb es muy favorable para realizar estudios
espectroscopicos sobre los procesos de transferencia de cnergia, separacion de cargas y

caracterizacion de los croméforos esenciales en el funcionamiento del complejo D1-D2-Cyt b359.

La caracterizacion espectroscopica de ambos complejos ha revelado la existencia de
tres bandas principales en la transicion Qy, con maximos a 680, _672 y 669-670 asignadas a
P680, Pheo a y Chl a accesoria, respectivamente, La cuantificacién relativa de la superficie bajo
las bandas teniendo en cuenta los momentos dipolares de los cromoforos nos ha permitido asignar

2 Chl a al P680, 2 Pheo a a la banda de 672 nm y 4 Chl a accesorias.
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El estudio de la separacién de cargas en RCIla y RCIIb ha puesto de manifiesto la
diferencia de sus Keq y AG de este proceso entre ambas preparaciones. Ademas se ha
comprobado que RCIIb es capaz de realizar el proceso fotoquimico con uné eficiencia muy
parecida a RCIla aunque se mostro mas inestable a la exposicién al laser de excitacion,

probablemente por su menor contenido en B-caroteno y Chi a.

Se ha demostrado que en ciertas condiciones experimentales cs posible
desnaturalizar y renaturalizar el complejo D1-D2-Cyt b559. La desnaturalizacion indujo una
serie de modificaciones espectroscopicas y la inactivacién del complejo como consecuencia de la
destruccion de P680, debido probablemente a un ligero pero significativo cambio conformacional
de la cromoproteina. El intercambio del detergente TX-100 por DM revirtié todas las
caracteristicas espectroscopicas y la actividad paralelamente a la reaparicién de P680. Estos
datos han sido explicados asumicndo una estructura dimérica para el P680, de acuerdo con las
conclusiones derivadas de la caracterizacion espectroscépica del complejo. La metodologia
desarrollada en estc apartado del trabajo puede extrapolarse al estudio de los procesos de

desnaturalizacién y renaturalizacion en otras cromoproteinas de membrana.

La inhibicion por Cu(ll) se da en el lado aceptor de electrones en ¢l dominic Pheo
a- Qa-Fe del PSIL. El hallazgo de un inhibidor de este dominio del PSI RC abre las puertas a
una mejor caracterizacién de los procesos de oxido-reduccion que tienen lugar en esta zona

esencial del PSII RC.
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