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INTRODUCOION

“
La vida en la Tierra depende de Un gran nimeroc de factoras.

pero especialmente de la pr.a.ﬁei. de 1la luz solar. Sin lea pre-

_sencia de la luz solar ;o se llevaria a eibo. entre otros muchos,
el procesdo da la fotosintesis. Este proceso biolégico es funda-
mental para el mnni.nimtento de la vidas, ya Que al .roetu.r-g
~produce la biomasa Que mantiene una gran pnrt& del ciclo biolbgi-
co. Adom@c de que hace algunos millones de afios fue el r.-pcn-.—‘
-ble de que apareciera el oxigenoc en la atmésfers terrestra y por

ande el procaso de la raspirscisn y lol.opcnniouo- aerobios.

.De tal manera Qua as evidente la importaneia Qque tiane el
estudico del proceso de la fotosintesis ¥y la funcién regulatoria
Que en &1 tiene la lus. !.p.éinlmnnto porque ha diferencia de lo
QuUe se pensaba hsce algunos afios, le luz ho -oi§ interviene an la
fotSlisis del agua, sino Que también ﬁnrtigap. de la §.¢u1-c16n
de las actividades enzimAaticas que intervienen en la asimilacién
dal CO:, asi como .ninueno- orros procesos tales como la asimila-

¢16n del amonio y la reduccisn de loa sulfatos.
EZ1 presente trabajo tiene como objeto hacer una revisién de
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la literaturs més reciente en lo gQue respecta a la funcidn regu-
iatoris que tiene 1a luz en 1los procescos enzimAticos gque se

lievan a cabo en la célula vegetal, y analizar tanto las diferen-

tes hipétasis de como se lleva a cabo este Drocaso coms ia meto-

dologia .ﬁplc.qa en este tipo de eatudios.




CAPITULO z

LOS CLOROPLAERTOS ¥ LA FOTOSINTESIS

La impertancia de las plantes radica en su capacidsd de

creacer usando como fusnte de anergia la lur sclar y al CO: del
aire como fuente de carbono. Junto con el agus ¥y OTtros elementos
del suelo. Este Droceso sSe lleva & cabo en los cloroplastos,

organelos prasentes en las células de los tejidos fo:o-int&cico..

¥ se le denomina fotosintesis.

1. MORFOLOGIA DK LOS CLOROPLASTOS EN LAS PLANTAS SUPERIORES

L.Oo8 cloroplastos estén formados por treas componentas princi-

palas: una doble membrana .*t‘?ﬂ.. el astroma o parte soluble que

contiens & la maguineria enzimbtica responsable del procesco de

asimilacién del CO- ¥ las mamdranas
a 108 pigmentos fotosint&ticos Que estén involucrados
de energia.

laminares internas Que con-

tienan

las reaccioneaa bdiofisicas de ceptura y conversidn

Estas membranas internas forman uhos sacos,  1oa tilecoides. que
28 encuaniran apilados fOrmando Uunas estructuras

seneralmente
La membrana externa es selactivamen-

llamadas granas, (Fig. 21.1).
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te permeable y con ello réguls el movimiento de lofg metabolitoe.

E1l ettromna ¢ &n Su mayor parte proteina. de la cual arrorimadis-

mente el 50%» corresponde a la engima ribulosa 3, S-aifosfatro

carpoxilass-oxigenase (Audbisco).

En ol estrome de 108 cloroplastos también ese ancuentran

Erancs de almidén ¥y otras particulas, asi como otros

Que funciocnan como al-

presantes

cuerpos conocidos ccono plastoglodbulinas,

macédn e materia lipifidica ¥y estin formados princiralmente por
Flastoguincnas y» toccferldl Quinonas {(Cocnls y Greenwsod, 1676).

Lot clorcoplastos tam:iién tienen ribosomas, lo8 cusles estan pre-

sgenter en el estromb,. lo Que le. . de a 108 cloroplsrtos la capaci-
aa3l para sintetitar algunas proteinae. £l clorospilascte tanmdién
tiene ADK.  y por 1o general posee alrededeor de 20 coplar del

eronosoms.

Fagur. 1.2. EszqQuema de un cloroplesto. Redidbujedo de Stryer

(1979).

Las membranses clorcrlisticsae coneisven egencislmente de unas

iecars 4@ 1iiridzse en la cusl esvthn einbebidas Variss rroteinacs,



Las bicapas de lipidos pueden ser asencialmente fiuiaas bajo

condicionese fisioclégicasn, permitiendo un répido intercambio de

T lugares entre moléculas de lipidos ¥y sus vecinos en cualqQuiera de

lams dos mitades Ae la bicapa.

Se debe hacer nortar Que solo la mitad del peso seco de 108

tilacoides son 1lipidos, hay un contenida considerable de

proteina. Las moléculas de proteinas embebidas en la memdbrana

fraecuenteamente hacen que haya una disminuciédn en la mobilidad de
las moléculas de los lipidos adyacentas, por lo que dabe haber un

considerable grado de orden en los lipidos en algunas Areas de la

meambrana de los tilacoides que contiensn un gran namero de com-

‘plejos proté&icos (Hiller ¥ Raieon, 1980). Alrededor del 26X de

los lipidoe presentes son pigmentos fotosintéticos, los = cuales

deben mantenarse en la orientaciédn adecuada para permitir la

transferencia de energia an los complejos cosechadores de lus.

LOS8 otros lipidos presentes son los clhcqllpido- (monogalactosil

¥ digalactosil diglicéridos (Fig. 1.2), Junto con algin sulfoqQui-

‘novosil diglicérido (Quinn y Williame, 1983) (Tabla 1.1).

La mayorfa de los &clidos grasos resentes en los lipidos del
cloroplasto a&on &4cidos Cin~ ¥y contienen una c més dobles ligacdu-

ras, 1% Que provoca la fluidez en la membrana.
_Algunas de lasg proteinas del tilscoide pueden esgtar dJdébil-

mente adheridas a las membrsnas, a través de fuerzas 1dnicas, a

lo8 grupcs polares de los 1ipidos de las mambranas (proteinas

extrinsecas), otras pueden estar localizadas en el interior de la

menmbrana hidrofébica, requiriaendo detergentes para removerlas de



2ae mempranes (proteinas intrinsecas). mientras Que otras

proteinas pueden extanderse completaments sobre la membrana (rig.

1.3

Figura 2.2.Zstructurs de los
galactolipidos deld eloroplas~
to ¥y de sulfoquinovosil di-
elicériao. RedidbuJado ae
Halliwell (1984).

L
sgptactontdighiciride .

o] & -
o
..EE :".,E:Z_ o poler
OCOR,
. sbfoquinovoitdiglicirid

1.1 se puede cbservar Que 1a composicién de

En la tabla
lipidosr Ce la mambrana externa ¥y de la membrana tilacoidal es muy

diferente. Quird haya slguna interconvereidn de galactolipidos de

et al., 1581)

la menbrana dJdurante el aislamiento (Witermanz
medianta 1la aceifn de urs enzims localizada en la suprerficias

externa de la mambrana externa (Dorne et al.. 1982).

Las membranas contienen varias actividades enzimhticas,

tales como la de ATPasa. galactorilrransrersss (Douce y Joyara,

1979: wWilliams et al... 1979). adenilato clnars (Murakami ¥

Strotman, 1$78), les enzirar de 1a gzintesic ¥y degradacién del

1979) ¥ lae encinmas pars le

&cido fcrzfatidico (Joyard ¥ bLouce.
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interconversién de los pigmentos xantofilicos.

— MEMINANAS
s

Redtdujado

de Hinkle ¥ Richara (1978).

Zn 1as regicnes en donde las memdbranas eatén apiladas para

formar 108 grana, una cara de la nenbrana interior (conocida como

la cara EF,-s., por “apllada®) eaté densamente podblada con parti-

culas  grandes, de 13-17 nn de didmetro ¥ de 8-9 nmn de alturas

.(" bs ¥y Gr d., 1976). Las particulas SOon mMencs NuMerosas en

las caras EF (EP.) de los tilacoides no apilados. Cuando .las

membranas tilacoidales son .u.p.ndicl-. en un medio de baja c¢on-

centracién de sal, les regiones spiladas desaparecen ¥ las men-~
branas aparecen libdbrements extendidas sin perdsr su actividad
fotosintética. Se ha sugerido que el compledoc protéfico clorofila
/D Juega un papel importante en el apilaniento de 1los tila-
coldes. AL eonerule. de la cara EF, 1a cara PF localizada dal
ledo opuesto., contiane particulas de 8 nm de afémetro., las cuales

& ancuentran tanto en los tilacoides granales como en 102 @ETIrO-
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males.

EF probablemente contienen los centros Aqe

Lag particulas
de lucz. Exis-~

reaccidén PS 11l rodeades por sy complejo cosechador

ten algunos tipos diferentes de PF, algunos de loa—sﬂ’los contie-
et al.. 1983). Los

FS I,

nen & los8 centros de reacceidédn PS 1 (Kyle

apilados en los grane tienen poca actividad de

rilecoides
Por el contrario,

la mayoria estd en lor tilacoides esTtromalas.

hay mucho mée PSE II en los tilacoides apilados.

2. CLASIFICACION DE LAS PLANTAS SEGUN SU TIPO DE FOTOSINTESIS

A las distintas clasificaciones existentes para catalogar a

ios vegetrtales =aglin eriverios morfolidglcos ¥ flisiolégicos, se
anadid a principlo de los szesentas, un nueve tipo de diviaidn,
bassdo en el mecanismo inicial de asimilacidn del CO: durante la

fotosintesis. De eata forma, actualmente tenemos tres tipos de

plantag derendiendo del vipo de fotosintesis que lleven a
CAM (crasaulacean acida

cabo:

plantas Cx, plantag Ci ¥ plantas

metabolism) (Moyse, 1976).

En las plantas C: 2l primer producto que resulta Jde 1l1a
f13ac1én Ael CO- ez un conmpuesto de 3 &tomos da caerbono, el 3-

foafoglicarato, mientras que aen lag plantas C,. ¥ an las plantag
CAM el compuesto inicial es de 4 Atomos de carbono. En estas Ao
Ultimas plantas el periodo de fi:aciéé del CO- ea= distinto,
dAiurne para las plactas C, ¥ NOCturno para lae pPimncas CAM.

Ll‘difOrQnCiA antre las ﬁlant.- Cx ¥y las Ci no es solamanta



en 1la forma de asimilar el COx, aino también anatrédmica. En las
hojas de las vlnnfas.cg todas las células contienen cloroplactos
idénticos. mientras que en las hojas de las plantas C. existen
doa tipes de‘clor;plgsto.. 108 Que Seé encuentran presentes en las

c&klulas del mesédfilo y los Que Se encuentran en las células de la

vaina vascular (Fig. 1.4 ¥ 1.5).

Figura lL.4.Anatomia de una hoja de una planta ¢z (1), rosa ¥y de
una planta C, (2). maiz. La fotografia est4 tomada de

Fahn (1982).

_ En su gran mayoria, los Vegétales son del tipo C:x. Desade las
bacterias fotosintéticas, las cianofitas o algas verdi-azules,
hasta laz coniferaa, ia casi totalidad de las especies pertaenecen
a este tipo, dicho de otra manaera, todas las aigas, musgos,

helechos y érboles son C: asi como la mayoria de las plantas



culrivaidas como rrigo, cebada. ramolacha. papa, arroz, tabhaco,

Jitonave, etc.

Se e W A L

. . vy

Figura 1. 5 Micphfhtozbazia de cloroplactos 4e una pPplanta -,
Canavaiia enaiformis (A) ¥ de una planvta C,, 2Ze=2 nave
(B). Las rotaografias fueron tomadas por el EFBLIN A
Cdrabez del Ins. Fisioclogia Celular y forman parte de
las publicasiones de Lotina at al. (1987) vy Parva
(1984

Solamente entre lag planras con flores, lag angiospermas, se
manifiestan los= otros tipox de rotosintesis. Laz plantas CAM

forman un Lrupke aparte, entre lasg cuales se encuentran las cac-

Taceas, un Zrur > de plantas qQue se ehcuentran adaprtadas g las
ccndicion_\ee desérticas. BEn este grupo también se encuentran las
orquideas y algunas euforblas. En cuanto a las plantas ., con

axcepcidn de algunos helechos ¥ una o dos eonifersas, todas las

demés pertenecen a 18 familias de lae que e conocen actualmente

i0



cerca de un millar de especies. Laas plantas C, son numerosas

entre las canas, los papiros, los amarantos ¥y las’ compuestaa,

especialmente entre laa graminea=, de las que se cohocen cerca de

600 egbecles Cu. Las mAe conccidas entre l1os cereales originarios

de elimi- cblidos son: maiz, sorgo y mijo. La mayoria de 1las

otras especies prefieren las condiciones ecolégicas de l1as re-

giones tbopicaleg aecas: fuerte insolacidén, temperaturas elevadas

¥ baja humedad. Las plantas C, 'Que crecen en forma natural en las

zonas templadas viven sobre suelos salados, como 1a espartina, o

. B -
sobre las mirgenes de las lagunaa temporales, en condiciones que’

en ciarts forma implican un déficit de agua.

.

No s=se conocen plantazs €, entre lag familiaeas de plantae mAx

primitivas cocmo 1la: magnolias {Moore, 1982, 1983). Se piensa que

la aparicidédn de las plantaa ¢; data del periodo carbonifero (hace

unos 35 millones de affos) en una época en la Qqueae la tasa de

qxigeno en el aire ya se encontraba cercana a su nivel actual.

Una docena de plantas actuales acontieneh a la vez especies

Cz Y Ca, inclusc en el mismo género dqos enpecies vecinas buedcn
pPertenecer a uno u otro tipo. Este es @1 caso del armuelle
(Afriplex). una rplanta pequefia pariente de la espinaca ¥y 1la
remolacha. También se conocen algunos casos de plcnt.;_eon carac~

teristicaes tanto de planta Cx como de planta C,.

3. FOTOBINTESIS

La fotosinteris ce puede definir como el procesoc mediante el

cual las plantas elaboran materia orgdnica a partir de CO- atmos-

11



férico y energia luminica. Este fendémano se PDuade 4dividisr en dos

pasos: a) reacciones dependientes de la luz, las cuales involu-

eran la absorciédn de la luz, la fotédlisis del agua con gibcrneibn

de oxigeno y la donacidédn de electl'ones QuUe SOn acarreados en la

cadena transportadora de electrones para la reduceién del NADP™ a

NADPA y para la sintesis del ATP, eatas reacciones sa llevan a

cabo en las membranas de los tilacoides con la participacidédn de

los fotosimtemas I ¥y IXI (Fig. 1.6). La luz también me requiere
para la activaciSn de algunag de las enzimas de 1la asimilacién

del CO=. El segundo paso (b) es la asimiliaciédn Gel COz en la cual

se utfilizan tanto al NADPH como al ATP generados durante 1la

absorciébn de 1la luz. Sin embargo, no todo el poder reductor se

utiliza en este Process, parte de &1 se usa en otras vias metabsd-

licas, tal ¥ como se analizaré en el capitulo 5.

La energia luminica atrapada por los pigmentoa fotosgintéti-

cos es utilizada para translader electrones desde un donador

hasta un aceptor. Para las plantas superiores el donador de

electrones es e) egua, cuya hiarédlisis produce Or (Radmer &

Ollinger, 1980). Por el contraric, las bacterias fotosintéticas
utilizan otros donadores de electrones, comoc el H:5. En este caso

se libera S mlemental como subproducto.

El1l proceso fotogintético principia cuando los cuantos de luz
son ‘absorbidos por loe rigmentos toto-intétiéo.: las clororilas
(e ¥ b) (Fig. 1i.7). los carotencs ¥ las xantofilas. La clorofila
&4 absorbe luz en la parte azul del espectro (420-835 nm) ¥y en 1la
roJa (660-680 nm) (Fig. 1.8) auhqh. la forma exactea del espactro

de avsoraién depende de la polaridad del madio ambiente en el

12



cual ee encuentre la molécula de clorofila. La parte electrafrilii-

ce de 1la molécula de clorofila es la responzable de 1a absorcién

de la lus., en tanto gue la perte larga de fitol. altamente hidro-

fébica, Probablemente ayude a mantener a la moléculas de elorofila

dentro de la membrans del tilacoide.

€ ] : .
Ciclo X Y
* hoason (2 e
e— " .
oa C ATE emewn] fi - NADP' Reduclesc '
- N o BADP® cetn NADPN
(414 -
b 363 *etasisieme
L4 (Coraten:s, Ciol, Clong}
Flssistarre
L4 Lal U
(Harieii lay Cignend
Cle b Claop! N
Cit
e . . ° 5% are
ne
A .
:
s Clle B
a4t . Oz :
"
“Oon A

Figurse 1.6.Egquema 2 del traneporte de slectrones fotorintético.
Reaibtuisadto 4de Jenten (1980).

La absorcién de la anergia luminice por lae ciorofilas o por
otroe pilguerntos rezulta en le formacidn Jde estadse de mayor
cxeit'neién electrdnics. La abgorciédn de un cuantum de luz  azul
vor las clorofilag recults en la formacidn del eztado de singu-

leze, el cuel preduce un estals de naysr excitacidén Que la absor-



cidn de un cuantum de luz roJa (primer estado de esxcitacién). El
azul pierge gu exceso de

esrado de excitacidn Pormads por la lu:z

enerzsia comeo calor en una forms extrenadamente rarida, por lo que
ambos tipoe de 1luz producen flnalmente el mismo estsdo de excita-

c16n de la moléculs de clorofila.” "La energia abgorbida puede ser
perdida por emisidn de un fordn dando fluosrescencia. por calor a

es procesc= © puede zoy trancferida a

diferent otra

cravés dAae
como por ejenplo una molécula de clorofila sdyacente.

molécula,

Figura  1.7.Estructurs de laf cloro-
filae & sy b, = Redibuilado de

Helliwell (1s°4),

oadee bivel &g pivt

La rerresentacisn aceptads del transporte elecirdnico foto-
eintético ef ol modelo original de H¥ill ¥y Bancdall {(196D) (rig.

1.8). e scuerdo zon este molelo el foroszistema II oxids al szue

liverando O:. ¥ reduclendo al comporente Q. mientree aue el foto-
Q

rietena 1 reduce al componente alectrénice X ¥ axids 81 P-700.
a 550

®s  un componente Que rroduce un cambic en lg at:ortencie

vomen, o lo IUe £ le ccnaoce zome C~£30, “hn THsLTS GUue X es un



pigmento Que produce un cambio de absorcién a 430 nm por lo que

se le denomina P-430.

-
3
T
emceenc..

-
Ll L P

) B it kel bl
-
cmw
—n— .
-

Coeficiante de _eatiucwn (ll'lcn")

Longitud de onda (nm)
Figura 1.8.Ezpectro de abgarcién de las clororfilar a ¥ b en
acetona. Fedibulsdo de Halliwell (1984).

E1l P-700 eg reducido por ¢ via laz reacclones exergénicas
del transporte electrédnico Qque estan aeoﬁlnanarn la fosforilaciédn
del ADP. La oxidacié&n del agua también provee de protones ¥y  un
potencial de membrana Que dirige la fosforilacilén de una segunda
nol‘bu}. de ADP. Egtoe dog rasos de PpProducciédn de ATP ocurran
durante ei flujo de electrones no ciclico liamadc fotrofosforila-
€ién no ciclica. Loe intermedisrios del fluJo electrénico en esta
parte de la cadena z5n el citocromo t-5%9 (bato potencial), la
plastoqQuinona (PQ). el citoeremo € ¥ la plastocianina (PC), en

este orden. El £1i1tio de focforilscidn ectd rrotablenente erntre FJ
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¥ el cltocromo f.

Kl aceptor .l;ctrénico de bajo potqqci.l del fotosistema I,
el componente x. ‘puqde transferir enexrgia para formar al NADPH
via la ferredoxina y la ferradoxina-NADP* requcc.s.; Alternativa-
mnente, 1.7 ;narzin del aceptor primario, X, puede regragar al
citocromo £ & & la PC a través de la via del Eitocromo b. En eata
ﬁlgimn itnatancia. al transporte electrdnico traza un circuito
cerrado utilizando sélo al fotosistema I. Este éroo.ao recibe el

nombre de transporte electrdnico ciclico ¥ & la concomitante

formacién de ATP se le denomina fotofosforilacién ciclica.

. El grupo de reacziones que se Ilava a cabo en el astroma del
cloroplasto fueron elucidadas bor el grupo de M. Calwvin durante
;la década de lca 50g usando trazadores radiactivos. Calvin y - su
grupo demostraron que el CO:. se u;e a la ribulosa 1, 5—di!o.£-t§.
en una reaccién catalizada por la Rubisco, produciendo 2 molécu-
1.; _de Acido 3-fosroglicérico, @l cual despuée de unA serie de
interconversionee, regenara a i. ribulosa 1, S—-difoefato ¥y pro-
.duce gluéosa.‘ Eata ruta metadbSlica se concce con el nombre d‘

Ciclo de Calvin (Fig. 1.9).
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. Figura 1.9.Esqguens Que muestra el conjunte de reaceiones que
' conforman ql Cicle de Calvin. Redibujado de Jensen
(1980). Las enzimas son: (1 ¥ 2) Rubisco. (3) glicera-
te~-3-P cinasa, (8) mlliceraldenido-3-F deshidrogenasa,
(3) .triocsa-pP-isonerasa., (&) aldolass, (7)) fructosa
2.6-01fcafatasa, (8) transcetolass, (9) aldolasa, (10)
sedoheptulosa 1.7-a1P rosfatasa, {32) »rivosa-3-pP
Lsomersa., (12).ribulose-5-F epimarsa, (13) ridulosa-S- .
P einasa ¥ (18) fosfogiicolato fosfatass.

ar



Tabia 1.1. Composicioén de Ltpiéo- d._!bnécion.- subcelulares de
' hojas da ¥icia faba o S . o

e o o e S e e e e i o O e A e e e e e T S O 8 Ty e G e e ey S O A T e -

Lipidos presanteas como X aal total de lipidoa

Fraceidn

Monogalactosil bt..k.ct&cil Fosfati- PFaosfati-
dislicérico digiicérido dail coli- ail gii-
| ne’ cerol

Membrans .

eloropléstice . 29 . 2 . 29 9

Mendbrana de ’

los tilacoides 65 26 } 3 [

. T - — - - -

Datos tomados de lLeech y Murphy (19076)
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ceAPITULO zz

BIOQUINICA DEL CLOROPLASTO

1. ALMACEN DE III“SA POR ACULNULACION DE ALMIDON

La velocidad de la fotosintesis, Que se lleva a cabo en las
hoJjas, p”.e._ -~ responder proporeionl@.-.nt. a 1la velocidad a 1la
cual.los productos fotosintéticos son tror;.pox-tado. y utilizados.
La fiJacién del COa durante la fotosintesis frecusntementa se
reduce cuando ss acumsulan grandes cantidades Aae almiaén en los
.elovoplntto-. Las 'basn‘ ti-p.r.tur;. evitan al 'ro-btnionto EY
translocacidn d.ol. almiaén, de tal manera gue despuds de una noche
fria 1la fotosintesis disminuye., ya Qque el almiaén se encuentra
acumulade en 108 cloroplastos. Si 1¢‘. plantas tienen grandes
. requerimientos de almiadn, .nt;nccc el almidén no se acumula
durante el dia ¥ las velocidades de fotosintésis serén mayores,
comMparadas ¢on las de pDlantas con pocoO gasto del almiadédn proauci-
do. Esta relaciédn sugliere qua la fotosintesis podrie ser indirea-
tamente inhibide por la acumulacién de almidaén., cuando la trans-

locacidén es limitada. La sacarosa andégena de lad hojas, ctamdbién
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parece tener un pPequefic efecto adverso en la velocidad de foto-

sintesis.

Se ha propussts que la disminucién en la velocidad de foto-
sintesis en cloroplastos con alto conteanido de almiaén, se debe a

la distorsién fisica de 108 cloroplastos por los granos de almi-

aén.

La bicsintesis del almidén se lleva & cabo » través de 1a

siguiente reaccidn:

CATP ¢ (-Zlucosa~1-P —-iemamo—aa 9 ADP-glucosa <« PP1

ADP-glucosa + a~-1-4-glucane ---—--+9 ADP + -1-4-glucosil-glucano

ElL primer paso de la reaccién de sintesis del almidadén es

catalizado por la enzima: ADP-glucosa pirofosforilasa. La regula-
cién netabélica de la formacién de elmidén aparentamante se lleva
acabo en esta sncima, la cual es alostéricae. Kl segundo paso es

‘catalizado por la enzima Qa-i-4-glucano (almidsén) sintetasa.  1la

cual o-t‘ fntimamente asociada con el gridnulo de almidén.
. .
T Existe otra snzima qQue ¢s8 capaz de sintetizar almidén, lae
almiaén fosforilaaa
a-glucosa-1-P + A-1-8-gluceno -—-—3) a-1-8-glucosil-glucanc + P3

.

Sin embargo, es probadle gque esta enzima eaté nbs 1nchucqa—

da on la degradacidén que en la sintesis.

Bl almidoén slmacenado en 1loe cloropl..fo. durante el dia, es



convertide & productos salubles ¥ exportado del eloroplaste 4du-

rante la noeha. Esta observaciédn proviene de experimentos en los

qQue Cloroplastos sislados Se cargaron c¢on ‘“C-almidébn en ls luz ¥
a la osciridad sa produjeron 1“cC-
Esta

cuandc fueron transfaridos

glicarato-3—-P ¥ '*C-maltosa como los principales productos.

moviiizacién es promovida por fosfato e 1nhibid. por glicerato-3-

P.

2. ABINILACION DEL NITROGENO

A) Reduceldn ¢Gal nitrato a amoniaso. La primera anzims da la

redyceisdn del nitrato & nitrito, 1s nitrato reductesa (NR), no

aunGgue es probable que parte de la

eaté asoclada sl cloroplssto,
del

anzims se eancuentra unids 3 la partes sxterna de la membrana

e;ovopl.‘to. 5-ta~cnziu. regquiare NADH, el cual puede saxr pPropor-

clionado por el cloroplasto s través del caonmutador dainhidroxisce-

tona fosfato: gliceratoa-3-p.

La reduccisn deil NOI, llevada & cabo por la nitrito raducta-

o8, NiR, asti ascociada eon lag reacciones de transporte ae eles-

trones de la fotosintesis. Es inhibida por el 3-(3°, &'-ajicloro-

" fenil)-i, 1-dimetilurea (DCMU), @8 insensible a desacopiantes ¥
te de ls £ifaci6én del COs (ver cepituio V).

a ‘1-"

opera 1
El donador de elactronea fisolé6gico parece ser la Pdrew.

8) Asimiiacién de amsonfieco ¥ biosintesis dea aninolaidas. Muchas

de las  rescciones de le biosintesis de ica aminodcidos estén

compartamentalizedas an algin sitio del cloroplasto. La principal
via por ia cual el amoniaca es incorporado en el Scido glutémico

aa



es la de la glutamino sintetasa (GS). Esta enzima posee dos
isoenzimas, uUna e las cuales se localiza en el estroma del

cloroplasto, la GS;, ¥ la reaccidn que cateliza es la siguiente:
glutamato + NHY ¢ ATP ~=-------» glutamina = ADP + Pi

La G5 regquiere Mg®* y es reguladas por la carga energética de
la c¢célula ¥y puesto qQque estas condiciones cambian durante la
transicién luz-oscuridad, €3 probable gque esta entima sea regula-
da por la luz. Ern el capitulo V de eate trabajc se hard un

anidlisis mas detallado de este Droceso.

La segunda parte de asts r.{FC16n4.. aatalizada por 1la
glutamato sintasa (GOGAT), la cual cataliza 1l1a tranzferencia
veductiva del gruro amida de la glutamina al grupo carbonilo del
2~-axoglutarate produciendo dbl mocléculan da Scido glutamico. En

el cloroplasto esta reaccién utilizae Fa:-e.a en luger de NAD(P)H.

La. otra via de asimilacidn del nitvékcno. ia via de 1la
glutamaro deshidrogenasa (GDH), es poco significativa en olrclo-
roplasto, entre otras eo..c.pqe su baja clntiénd ¥ eu poca .rtni-
dad por NMY. kip emdbargo, si Q-tt‘prc-ontc como en los cloroplas-—
tos Ge de Catharanthua rosaut (Gamboa, Murillo y Loyola—-Vargas,
19875 datos no pﬁblle.aoi) ¥ se encuentra unida a 1a lamela

tilacoidal., por 10 cual es diffcil extraerla.

Masta ahora, 1la avidencia experimental sugiere que 108 otros
aminofcidos también eon sintetizados en 1os cloroplastos. Como la
mayor parte del carbén fl:ndorcn la fotosintesis sale del aqloro-

Slasto comc tricsa foefato ¥ es matabolizado ‘a 2-oxoglutarato,



oxeloacetato o Piruvato, estos precursores deben reingressr el
cloroplasto pare la biosintesis de 1o aminoscidos.. Algunss de
1as enzimas involucradas han sido determinadas en el clorcplestc.

'éor ajemplo, en la familia dal aspartato. ;. .lpavqntb gin.-‘. la
ina 4 hidrogenasa

pimelate dascasrboxilasa ¥ 1ls - hom

aiamine
Las rescciones de sinte-

hen sidc localizadas an el cloroplasto.

sis de la metionina tambié&n parecen astar integzramanets localiza-
das en los cloroplastos.

Los aminokcidos arométicos también aon sintetizadoa en ‘los

aloroplastos., ¥ las enzimas necesarias para su sintesis han sido

1oca11=nq-n en sl cloraplaste, "incluyendo a la QOI‘.‘.CG aintasa

(Mouadala y Cogeinse. 1986). Sin embargo, es importante hacer

también se he locslizedo un jueago cowplate de

notar aqui Que

de la via de los aninodcidos saromiéticos en: el cito—

iscenzimas
plasma, cuyc’;1‘n1t£¢¢do atn es materis ﬂnA.-poeuxncién; Puesto
Que el ditimo paso de la sintasis de los aminokcidos es cateliza-
.40 por una aminotransferass, a8 l4gico ssperar qus exista un

abundante rango de ellas an el exoropl.ltd. tal y aomo ha sido

' deverminado.

'3, REDUCCION DEL SULFATO

E1 sulfatc ossa & través de 1a membrana del cloroplsste a

través de 1a via del translocador de fosfatos, oct.'-ﬁltnep es

utilizado pera ls sintesis de cisteina, tal v;como 10 demuestran

los experimentos ocon cloroplastos aisledos ‘ueiliinndé ITZ05.

sugiriendo qua 1los cloroplastos posesn toda la majgquinaria de

sinteais paras aste aminoéicido ¥y de Altlix‘aibn del Q. La prin-




cipal enzima involucrada en aeste proceso, la tiosulfato reducta-
tiosulfato a

sa-Fd gependiente’ que cataliza le reduccién del

sulfato requiere de la transferencias de.6¢“ ¥ he sido aislada ¥
purificaca de& cloroplastos.
4. METABOLISMO DE LIPIDOS

requiere

La sintesis de los Acidos grasos es uh pProCeso que

de grandes cantidades de ATP ¥y NADPH, los cuales sS& encusntran en

forma atundante an el cloroplasto. La primera enzims de la via de

sintestis de los Aclidos grasos, .la acetil-CoA sintetasa se encyen-—

tra lozalizada en el astroma de loa clordsplastos ¥y utiliza ATP,

CO- ¥y acetil CcA para producir malonil-CoA. El procesc ei. bastan-—

te compleioc ya que el CO- e Primero unido estrechamente a la

membrana del tilacoide, enh un proceso dependiente de la luz ¥ de

ATP, aparentemente a una proteina acarreadora que se esncuentra en

la membrans. La unién ea inhibide por avidina. El complejo de la

‘fcido graso sintetasa., Qque utiliza ail maionil-CoeA producido por

la acetil-CoA sintetasa ¥ & la acetil-CoA, también se encuentra

en el estroma de los clavrcplastos. Este sistema produce &cidos
grasos de hasta 16 4tomos de cardona. Fara producir &cidos grasos

més largos, se requiere de una meguinaria enzimbtica adicional,

le cu.i también se encuentrs en el estroma del cloroplasto.

S. SINTESIS DE PROTEINAS
Los cloroplastos poseen ADN, ARN y ribosomas 7Gs. El genoma
deal cloroplasto tiane la capecidad potencial para codificar alre-

for de 123% polipiptidos de 50,000 daltonas. Cuando sa vi6 que el
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ARN ¥y ribosomas se pensd Qque los ecloro-

cloroplasto poseis ADN,
Plastoas eran autdSnomoe ¥ probablemente csapaces de coracer como
organelos aislados en cultivo., Sin embargo, aunque sl cloroplasto
posasee toaoaplaa componentes necesarios para la autonomia biolégi-

ca, ‘no aintetiza todas 3us proteinac. Muchos de 108 genes Qque

codifican proteinas para le estructura ¥ funcidédn del cloercoplasto

satdn locealizados en el nacleo ¥ hay evidencia crecientae de que
1a mavoria de las proteinas cloroplésticas son sintetizadas en

los ribosomas 80s del citoplasma.

Los cloroplastos aislados de chicharo © de espinace cuando
son incubadosa en presancis de T™S_-metionina o 4e **CO- aon ca-
paces de Lnaovpor;r la marca radiactiva a proteinas. E1 andlisis
de los pvoduptag de 1a sintesis de proteinas por claroplastos -

alsladaos madian%e electroforesis en geles de acrilamida indican

lia precahcin de 37 bandas. Dos de las bandas poseean 50X de 1s

marca total. Una de estas dos bandas ha sido identificada como 1las

subunided grande de 1la Rubisco. X1 -cgundo‘m-yov Produeto da vli

sinteais d4e protainas en el cloroplasto estd firmemente unidos

l1a membrana de los tilacoides, sugiriende qQue es parte del siste-
ma de transporte de alectrones, © posiblemante parte estpructural
de 1ls menmbrana. Entre 1los otros productos de la sintasis de

proteinas en cloroplastos aislados £e encuentran 3 de las S

subunidades de 1la ATPasa.

ribosc-

Zn loc cloroplesstes ae han encontrado dos tipos de
MAS, UNos Libresa en al estroma y otros unicos a las membranas. Se
ha sugerido gue los ridtosomas libres sgintatizan a la subunidad
tanto

grand: dAde la Rubisco ¥ a otros polipéptidos solubles, an



Qque los ribosomas unidosa a la membranz podrian sasintetizarxr los
componentez de los. tilacolides, loa cuales son polipéptidos hidro-

rébicos.

Otro procesco muy importante que llevan a cebo loe ecloroplas-—

tos es el processiniento de péptidos. Laa proteinas que son sinve- |

tizedag fuera del cloroplasto. como la subunidag grande de Ia
Rubisco, generalmente son sintucizedas de un pe’so mayor que el
al

3e encuentra en la proteina nativa, 1o gQue sugiere gue

Jue
los .clovoplaaros son capacee de Ttrans-

tgual que 1la mitoconaria,
P40 vidos desde el citoplasma hasta el eatroma me-

portar astoa
la

diante el corte de una parte del péptido el Qisnv a través de

menbrena.,
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‘eAPTTULO TS
METODOLOGIA

En  este capitulo analizaremos br-#omente la metodologia qQue
se ;mplc‘ en el aislamiento de loe cloroplastos y an la medida de
los aefectos de la luz sobre las actividades enzimhticas ¥ 8su
dependencia de la actividad fotosintética.

~

1. AISLAMIENTO DE CLOROPLASTOS

Los métodos de aislamiento que scon frecuentamente usados
para obtener eloropi-atol para el estudio del transporte de
electrones .y de la fotofosforilaciédn y en aigunaa oe.s;oncl para
el estudioc de la actividad enzimética involucra la nomoéaniz-ctén
por 10 a 15 ssgundoes del t.:iﬁo en un amortiguador, que contiene
un osmético (NaCl 6 sacarosa, o© algdn.otro compuesto inerte como
sorbitol ¢ manitol), a 4°C seguido de filtracitn a través de
sasa. El filtrado usualmante se sujeta dcs ciclos de centrifuga-
cién dAiferencial: uno a bnqa velocidad (500 x &£ por 2 min) para
remover 1los nGcledos ¥y restos celulares, seguida por unsa segunda

centrifugaciédn & 6000 x g por 15 minutos Dara empaguatar a la
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preparaciébn de cloroplastos. En la tabla 3.1 se muestran los

procedimientos més utilizados en la extraccisdSn de cloroplastos.

La membrana de los cloroplastos aislados de los tejJidos de

las hojas es muy frégil y fécilmente se rompe © se pierde cuando
1la preparacién ée loe cloroplastos se prolonga. De aqui gque el
Pagquete de clorobloatoq'ntalgdo- puede contener cloroplastos de
integridad variable: algunoe clorceoplagtos pueden permanecer com-
pletamente intactos, pero la mnyor_parCQ pﬁcdc haber perdaido gran
parte de su confenida por el dafic csusado a la membrana, nlsntr--
Que en otroa -; plerde eémpl.tamente tanto la membrana como el

contenido estromal. Sin embargo. los 6n¢aneloa dafiados atin son

capaces de liberar oxigeno, llevar a cabo 1a fotofosforilacién y
b;ducir los aceptores do4dieetrone- qQue se afiaden bdDajJo condi-
ciones apropiadas de ensayo, pero son incspaces de fijar COx~ a
velocidades significativas debido a la pérdida de la naguinaria
reaponsable de este proceso. La tadbla 3.1 muestra también algunas
.yqlocldnd.. tipicas de !ijaeién de CO='y actividades enrimiticas
en cloroplastos rotos.

- . - i - .

2. PREPARACION Y PROPIEDADES DE CLOROPLASTOS AXSLADOS

A peasar de los dcto. po-ti-do-von la tabla 3.1 ..~ posible
obtener preparaciones de cloroplastoes en las cuales el pcpc.nyade
ds cloroplastos intactos sea elevado. Los métodos de preparacién
uiu-nl-ent. emplesdos involucran una combinacién de medio de
aislamiento aspecial. breve molienda de las hojas en un homogeni -
Zador eficiente. como un politrén y una centrifugaciédn rapida

Para separar 1los organalos danados durante - la homogenizactédn.
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Para hacer mias rtpiaa ia preparacidn, la centrifugacidn pralimi-~

nar para remover 108 restos celulares se puede sustitulr por una

rfiltracidn en gasa.

La calidad de la fraccidn de cloroplastes intactos obtenida

por los diferentes procedimientos (pbor ejemplo el porciento de

organelog intactos totales capaces de fijar CO. a altase veloci-

dades) depende de muchos factores, no solo de la expeariencia de

1a persona Qque lleva a cabo el aislamiento. Entre los factores

que pueden afectar el alslamiento de los aloroplastos intactos se
-

tiene: 1la naturaleza de la planta de la cual se van aislar los

cloroplacstos, por ejemplo sdlo asé han aislado cloroplastos intac-

de plantas tales como: espinaca (Seinaces olaraces), trigo
v chicharo

603
(Irisicum aeativum). eirasol (Halianthue asnnuus)

(PAaum gativum). Otro factor Que puede afectar el alslamiento de

los cloroplastos es la presencia de almiadn, ya que durante la

centrifugacidén los grAnulos de almidén pueden atravesar la mem-
brana de loa cloroplastos dafikndolos. Este problema bu.d- ' mer

superado, cosechando las hojas al inicio del perifodo de luz en

lugar de al final de una prolongada. iluminacidn. Sin embargo,
N -

asto dependerd de ia Pfinalidad de cada experimento.

Las variaciones en las pPlantas pueden ser minimizadas por el
crecimiento de éstas bajo condiciocnes .mbi.ntjx.. controladas
(Walker, 1980). como cuando se utilizan sistemas hidropénicos. En
la tabla 3.2 ee mueatran los métodos més comGnmente emplesdos

para aislar cloroplastos capaces de fijar COx a altas veloecl-~
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Uno de los anortiguadores maés cominmente empleados en el

aiglamiente de los cloroplastos es el da fosfatos. pero dJdebe

tenerse cuidado de qQue la concentracién empleada no alcance

niveles Que puedan dafiar el proceaso fotosintético (Walker, 1980).

Cuando éaste es el caso, se pueden utilizar otros amortiguadores,

tales como MES, HEPES o TRICINA, pero no se puede &3umipr Qque

éstos sean metabdlicamente ilnertes, por ejemplo, algunos de =llos
pueden actuar como donadores de electrones al FAD (Nelson et al.,

1972 Halliwell y Butt, 1972). Sin embargo pogeen la ventaja de

no 4interferir en la fijacidn del COx ¥ por ello son  ampliamente
utilizaaos.

Para proteger &l cloroplasto de la oxidaciédn, ya sea por

compu=zstos fendlicos o por la presencia de perdSxido de hidrégeno,

ae afade ascorbaro o dehidroascorbato.

-
Con frecuencia se afiaden sales de Mg ¥ EDTA. E1 Mg=* parac;
ser esencial paras el buen resultado de 108 encayos de fotofosfo-
rilacién en cloroplagtog rotos. pero é&ate no as requerido para la
fijaciédn del TO=x por los cloroplacstos de hoja de empinaca CAvnén
Y Gibbs, 1974) ¥ cuando se presenta a concentraciones de 1 mM o

mayores inhibae severamente la fijaciédn del COz: (Huber, 1979).

ELl porcentaje de cloroplastos intactos que se puede obtener
pars ﬁn‘ preparacisdn rA&pida convencional, puede aer mejorado si
la paatilla se lava con un medlo Que no contenga cationes met&li-—
coe (sorbitol 0,33 M, Trie-HCl 0.5 mM pH 7.5) (Nakatani y Barber,
1977). La inclusiédn de EDTA en el medio de homogenizacidn, algu-

nas veces meJjora la obtencién de cloroplastos intactos, como en
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el caso de Avana gativa v girasol (Hampp ¥y Ziegler, 1980; Edwardas

at al., 1978).

La. eapinaca es la rlanta que mAs se ha utilizsado para el

sizlamiento de cloroplastoa por 1a auavidad de sue hojlas ¥ au

baJo contenido de compuestos fendlicoe.

3. CLASIFPICACION DE LOS CLOROPLASTOS

Loe cloroplastos intactos ailsladoa., capaces de fijar COzx e
altas veloclidades, hsn sido usados para deqérxbiv una variegad de
procesos mecgbélicos ¥ para ello se utlliz."un; clasificacidn
Que gfue introducida por Huil'(19zz). ‘1a cual se reproduce an 1la
tapla 3.3 con las modificacioner propuestas por Huliiw-II (1984).

El criterio utilizade para determinar la integridad de 108 cloro-

pleetos ea la axclusién de compuestos. Por ejemplo. la membrana

ea impermeavle a la ferricianida (Fe(CN)..""), por lo que no puede

ser reducids por cloroplastos Que tengan‘.u membrana intacta

(cloroplastos del tipo A). Algunas veces la membraha 2¢ encuentra
parcialmente dafiada ¥ entonces. aunque loa cloroplastos aparezcan

integros cuando ae ven al microscoplio, ia ferricianids puede

penetrar al inteprior del cloroplasto ¥y ser raducida, estos cloroe-~
Plastos. han perdidc parte de los intermediarios del <Ciclo as

calilvin, pero mantienen gran partae de las antimas responsables de

la tp.n-fnrmaeién deal CO: fijado (cloroplastoe tipd B). sil el

.

danc e 1a membrana ee mayor. causa 1a pérdides de un mayor namero

da componentes estromales (clorcplastos tipo C). Kl rompimiento

e lo8 ClLOreplastos tipe A POY choque cambrico y posterior lavado

Jde la fraccidn eatromal produce clororlastos tipo D.
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Las fracciocnes cloropl&sticas del tipo A siempre ' contienen
algin tipo de cloroplastos de los tipos ayc, debido a los dafios

Gue se producen durante el aislamiento.

4. FOLAROGRAFIA

Los procescs de regulacién por luz han eldo estudiados

‘éolnrobv‘ficamente mediante un electrodo Aaa pxifeno. en eioro-
Plastos alalados intactos. Este Dboc-sp i; basa en el hecho de
Que si se 1libera O: an respuesta a la ;dieidn de un qu‘traco
. flestolégico, esta liberacidn reflejard el consumo de equivalentes
reductores producidos a partir de sgua mediante reacciones lumi-
nicas. No obatante 1; naturaleza indirects de ante mérodo para
monitorear una reaccidn oscura, propérclonn_ un método simple vy
saensible ¥ ad’mll eastablace el origen de 1;. egquivalentes reduc-

tores. Asi mismo, el electrodo de oxfigeno pucdel usarse para
monitorear los procesos que estén unidos a reacciones acopladas a
18 luz. Por ejemplo, 1la aetivapién de 1la aspartatc alfa cetoglu-
tarato-amino transferass de los cloroplastos puede astimarge como

dependlante de la liberaciédn de O- (Anderson y Done, 1977a) de

acuerdo con la reacclisdn:

o N KG-AT - " mDH
aspartato —---- ==Y AOA mmv—w=m ===3 malato
,,/Jﬂ-Q\\‘ //,a—n\\’
- ‘ aKG clu nADPH nAop
0.5 -]

En este ejemplo, el ACA producido s partir del aspartato por
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tranasaminacién es reducido en una Segunda resacién catslizads por
la WDN-NADP dependaiente de lus. Bl metabolismo Gel aspartato a
malato 2iAnvoluera @l traneporste de 2 electrones, 4Estos 8o sumi-
nistrados por el sgua via el NADPE con la 1ibawacién de 0.5 moles

minedo.

de Oz por mol de © t




Tabla 3.1. Fijacién de 'Coa ¥ actividad especifica de algunas
enzimas en cloroplestos de eepinaca atsledos por

diferentes métodos (Halliwell, 1984).

‘Actividaa de 1as enzimas
{(pmol h~' mg clorofila“?)

Método de Velocidad . Rubisco GFDasa~NADP FDPasa
sislamieantac de rijacién . .
de’ Coz (%)
A L] 7.8 108 83
B 7 8.5 210 86
[+4 123 - 28 505 103

*(pmol n* mg clorofiis?)

Matodo A.Igual gQue pars B utilirando sacerose como osmético.

Método B.La homogenizacién se lleva cabo en NaCl ¢.35 M en un
amortiguador de Trise-HCl pH 8. Se filtra ¥y se centrifuga
por 4 min & 2000 x g£. Se resuspends en NacCl 0.35 M (2 a
A ml) ¥ se diluye haata 40 ml con NaCl 0.3% M. Se vualve
4 centrifugar a 2000 % g por &8 min. La pastillia se
rasuspende nuavaments en NaCl 0.35 M. o

Método C.M&tode de Jensen y Bassham (1966).
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para el aislamiento . da

Tabtla 3.2.Metodos comunmente  Us&aos
velocidades

cloroplastos capaces de fijar CO> a altas
(Halliwell, 1984).

______________________________________________ P G,
Las hojas  de espitaca (10 g) aon homogenizadas a alta
veleocidad por 5 s en sorbitol 0.33 M, NaNOs 2 mM, EDTA 2
mM, 2 mM age ascorbato de sodio, 20 M de NaCl, 2 mM de
MgCl=, 0.5 mM K-HPQ, en MES 50 mM ajustado & pH 6.1 con
NaOH. El homogenadce es pasado a través de 6 capas de
muselina ¥y centrifugado & 2000 % g pOor 50 s. La pastilla
es resuspendida en un medio similar excapto Qque el
amortigucdor utilizado es de HEPES en lus2: de MES.

‘nojas ‘me homogenizan brevemente en un polytrén in\
. una solucién fria de sorbitol 0.33 M, EDTA 2 mM, MgCl: 1
. mM, ascorbato de eocdio 2 mM, K-HPOa, %Ma.P2x0r. en amorti-

.guador de HEPES ajJustado a pH 7.0 con NaOH.

Lag
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Tgbia 3.3.Tipos

* .
de preparaciones clorcopiésticas (Hallivell,

Método de
prepars-
eidn

Propledaces
de permea—
bilidaad

1984).
Tipo otras des-—
eripeciones
A Cloroplae-
- tos intac-—
tos
Az Cloroplas—
tos intac-
B Cloroplas-~
tos enteros
< Cloroplas-
tos rotos
D Lamelas
| 4 Fragmentos
r Particulsas

*(pmol N"' mg clorofila~t)

Molienda

rdpliaa y

centrifu—
gacidn en
medio es-
‘pecial

como el
tipo A

Centrifu-
gacién (2
a 3 veces)

Moliencda
rigurosa

Choque
mético

oS-

Choque
mético

oS-

Sonicacién

Membrana Velocidaa
f1lacidn
CO= (%)
Intacta 50-200
Intacta .50
Dafiada’ 5
Rofu o
Eliminada [}
Eliiminada o
- - - - [
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ble al
NADP™ ¥ a
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CAPITULO TV

MODELOS DE REGULACION POR LUE

Ganersliicdades

purante la fotesinteslas, 1la 1luz no solo se raquiere pars la

sintesis de ATP y del NADFH, como generalmente se piensa, 8sino
Qque también se requiere para la activaciédn © tnectivacién de
de las anzimas Qque estin involucpradas en la fijacidén del

' algunas
COz, asi comc de Otras qQue no 1o astan, como son las da la

asimilacién de sulfatos, la reduccidn de los &cidos dicarboxili-

cas, la modificacién coavalente ds algunas enzimes ¥ la ssimila-
ciébn ael NE. A 10 largo de este cepitulo las reacciones metabd-

licam Qque consumen ATP & Fd generados por la luz se refarirén

como reacciones acopladas a la Luz. Por ld-mplb. PY-T ] cldropl.nto.

alslados catalizan le siguiente reaccién:

€lutamato
’ o~
_ NOF ~--nceeem-n) WHy —~——---—-==--) glutamine
. g: .
6 Pde.s 6 Pa,, A;;fq;bv + P

S8ta secuancia, 1la cual invelucrs & l1as snzimas NiR v'slutn—

mino eintetasa (GS) respectivemente, utiliss 8 18 Fdrea ¥ &1 ATP
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genarados por la luz,

También existe evidencia de Que 1os énlaces de fosfato.
ricoz en energia, generades porila luz ¥y lo® equivalentes reduc-
tores formadosa dentro del clor&plaaco. son utilizados en el
citoplasma. Sin embargo, en este caso el acoplamiento de la luz a
reaccioneg en el cltoplasma esa indirecto evinvolucra a la foefo-
rilacidn acorlada & 1la luz y/0 la reducciédn dé un m‘tabolito
dentro dei cloroplasto, come por ejemplo el maléto. (Heldt, 1976)
el cual es transportado a travéa de la memdrana del cloroplastio ¥V
los equivalentes de poder reductor son recuperados como ATP,ly
NADH por procesos oxidativos en otnos compartimentos éalul.ren.
Estce se debe al hecho de que la membrana del cloroplasto as
impermeable 8§ lag formas oxidadas ¥y reducidal de la Fa y del
NADFH (Anderson. 1981) ¥ al ATP y ADP (Hebar, 1974; walker,
1976). En la tabla 4.1 se muestran algunos edimplc- de reacclonas

acopladas & la luz.

En el ciclo de Calvin se han encontrado hasta ahora % enzd -~
mas r.gulablaﬁ por luz (Anderson, 1973). Para determinar el
mecaniino . Ge 1a activacién por luz de estas nnzim.‘».. han am-
pleado inhibidores del trlna?ort. de electrones no eicltco. como
el DCMU. l; uso de este inhibidor ha permitidc determinar que la
GFDasa de Lanimna (Zieglar y Ziegler, 1966), la Rubisco, la MDH-
NADP v La GFDasa (Avron y.Gibbs, 1974: Anderson y Avron, 19763
Hateh., 1977) requieren de algin componsnte formado durante el
trangporte de electrones no ciclico para ser activadas. El DCMU,
tamdbién inhibe la -&tivoqton,por luz de la GFDasa ¥ de la FDP.-.I

en cloroplastos aislados (Champigny ¥y Bismuth, 1976).
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Los experimentos realizados con este tipo de inhibidores
suglieren Qqua existe més de un reductor fotosintético responsable
de estas reaccicnes de activacién. Por ejemplo, trabajando con 1la
disalicildienopropancdiamina (DSPD), Que e& un 1inhidbidor del
transporte de electrones no ciclico a nivel de 1la ferredoxina
soluble. muestra efaectos diferenciales sobre la activaciédn por
luz de la GFDasa y Ac 1ls MDH-~-NADP. las cuales son insensibles al
DSPD en tanto que la SHDFF &1 es senasidble. Estos resultsdos
suglieren la existencia de por 10 menos dos reductores. uno de los
cusles (el Qque activa a la RPC, a 1la MDH-NADP ¥ a 1la GFDasa) se
encuentra unido a las membranas, entre.el aceptor  primario, el
PS~-I ¥ la farredoxina eﬁ la cadena de transporte de electrones no
ciclico. El segundo reductor, el qQue activa a la SHDFF (Shurmann
¥ Buchanan, 1975) y presunmiblemente a la FDPaaa, (Buchanan et cl;v
1967, 1971) probablemente es la misma ferredoxina o un - factor

dependiente de é&sta.

Otro grupoe de inhibidores qua sa ha ut;lizndé s @l de 1los
reactivos que modifican covalentemente 1los grupos sulfhidrilo.
‘zntro estos compuestos e tiene al arsenito ¥ 8l yodoacetato, los
cuales (107" M) inhiben la activaciédn por luz de 1la RPC en cloro-

Plastos intactos.

Por Gltimo, otro inhibidor., el cual solo ha sido pobramente
.hé.ndido. es @) gliceraldehfdo. Recientementwe Bahr y Jensen
(1978) determinaron que el gliceraldehido inhibe parcislmente 1la
activaciédn dependiente de luz en cloroplastos intactos y dicha
activacién  depende en gran parte de la concentracién de 1los

intermediarios del ciclo de Calvin que caen entrae la fructosa 1,
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6-difosfato v la ribulosa-5-fosfato.

Una linea diferente de 1nve-ticociéni también con cloroplas-
tos .lnladés. generd evidencia para un mecaniamo alternc qQue es
indepandiente de un reductor. Este mecanismo alternc se basa en
el hecho de qQque la luz produce alcalinizacidén del estroma (de 7 a

8). Al miamo tiempo, l1a luz provoca la salida de Mg~ desde el

intericr del tilacoide haclia el estroma.

-

1.‘H!CANISMOS POR LOS CUALES LAS ENZIMAS SON ACTIVADAS POR LUZ

A) Maecanismo madiado por un efector. El grupo de Ziegler (1965,

1968) nh sugerido que tanto el NADFH como el ATP constituyen el
mecanismo por €l cual las opzimis del cloroplasto son moduladas
por 1la luz. Por ejemplo.” en el caso de la GFDasa de hojas de
¥Yicia faba. @1 ATP viol NADPH puesden prodﬁcip dh cambio ..fruetu-
ral en la cnzx;; incrementando asi su actividad catalitica
(MGller et al., 1969, Muller, 1972 Pupillo ¥ Plccari, 1975). Este
mecaniamo requiere de Ca=~ ¥ de la presencia de P&, Sin embargo,
axperimentos llevados a cabo pér_Andernon ¥ Avron (1976) ‘u:l.rcn
- que '@l NADPH no es mediador de la actividad por lus. La Rubisoo

también es activada por diferentes efectores, incluyendo al ATP v

al NADPH.

8) Necaniamo mediado por iones. Desde hace algunos afios se sabde
Qque algunas enzimas del cloroplasto presentan rigidos requeri-
mientos de Ms™ ¥y PH. LOS astudios realizados por Rockcq' v
Sehroeder (1958) con 1la FDPasa ¥ 108 del ciupo de Horecker ¥
Racker (Hurwitz et al., 193%36: Weissbach et al.. 1956; Racker,

4
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1957) llevados a cabo con la Rubisco ¥ 1s RPC revelaron gue estas

enzimas tienen un. requerimiento de Mg~ ¥y necesitan pH alecalino,
asl mianmo, determinaron Qque cambicos muy Deguefios en estos fac~
-

torea producian cambios drésticos en la actividad de las enximas.
~’

Macanismo mediado por prateinas. Se tiene avidencia de varios

c)
que las proteinas regulatorias qucganJun

laboratorics de
'muy' importante en la activacidn de las encimas del  cloroplasto.
entre lag enzimas

papel

pichas proteinss funcionan c¢como un enlace
hecho

reguladas Yy el reductor generado fotoqQquimicamente. Este

surgibd de la ovservacién de Qque las ferradoxinag no interactian

con la FULPasa y gue hablia otro compohente., "un factor provéico",

era regueride (Buchanan et al.. i971: Snhurmann ¥ Buchanan.
1976). Se observé que «l DTT podis susti-

“factor

que
1975: Buchanan et al.,
tuir = la ferredoxina siempre y cuando estuviera dicho

protéicoe’” (Anderson 1974). El1 facror protvdico fue purificade ¥y se
datermind que consictia de dos componentes: uno llamado tiorrade-

®ina ¥ el otro fue la enzims ferredoxina-tiorredoxinae reductasa
(Shurmann et al., 1976; Buchanan y Wolosiuk, 1976: Hoimgran et

&l., 19773 Wolesiuk ¥y Buchanan. 1977). La tiorredoxins tembién ha

eide fraccionads en dos dif‘r-nteu<eompo6.nth. las tiorredoxinas
1979: Buchanan erv

f ¥y m (Jacquot &t al., 1978; Wolosiuk et al.,

al., 1979}.

Existe cvidencia da Que la tiorrsdoxina sctiva cuatro enxzi-

a8 del ciclo de Calvin: ia FDPasa, 1a SHDFPF, 18 GADP-NADP, ) a

cCOMO & Otras enzimas Qgue no forman parte de aste

Ia RPC, ass
cf2lo, como 1s MDH~NADP (Woloaiuk at al., 1977) ¥ ls fenilialenil-

‘emchtoliasa (PAL).
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Anderson ¥y Avron (1976) formularon ¥y propusieron un mecenis-
De

mo para 1a activacidn por luz dée las enzimas dal clovop;usco.

ascuerdo con ellos, deben exiastir unog grupos unidos & la membra-
Estos readquitores

na. Que son utilizedos para la modulacidn.

membranales (denominados "mediadores del efeacto luminoso'” &6 LEMs)
‘contienen ciateina, la que se& encuentra ean el estado oxidado (S-
an el readucido (~SH)

S) en la asacuridad (sensible al sulfito) ¥

en la luxz.

Hagta el momento se conocen dos LEMs. En cloropx-oEP. de
ehicharo intactos ¥y aislados., la activacidén por luz Ae algunas

enzimae (RPC, GFDasa, MDH—NADP{ &8 insenaible sl DSPD, mientras

Qque la activacidn de otra enzima, l1a SHDFF, 81 lo as. Anderson ¥

_Avron (1976) suqirleron Qque &stos reésultados indican gue e)

“‘componente Qque activa al primer grupo de enzimaa, denominado LEM

I. deberis ser reducido en algin sitio entre el aceptor primario,

el PS-X ¥y la Fa. El activedor de ls SHDFF, designado LEM IX, es

‘reducido a nivel 4de, O audbsecuente a, 1a FA. Los dos mecanismos

mon similares en 1la medida Que sus componentes tiene grupoas

suifhidrilos cuya actividad es mediada POor lue. ‘Con 1la evidencia

de Que se dispone actualmente, er probabla Que la situscisdn dal

LEM II es similar o idéntics & la de 1a tiorredoxina. (rig. 4.1

A).

Existen probablamente tantos LEME como anzimss moduladas por

iluz en el cloroplasto (Anderson ¥y Avron, 1976). Kl LEM~-I (G6PD)

tiane un PH 6ptimo dea 7.3 ¥ es sensible al NADP" v al NAD"

(Anderson y Duggan. 1976). El LEM-1I (PDPaga} rasquiara Mg=* b-rn

ay actividad. 10 mM eas la concentracisén 6ptima., aoncentracliones
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mayoras son inhidbitories (Chin ¥y Anderson. 1977).

difieren an un
21

Los mecaniamos regulatorios LEM y Fa-tio

aspecto importante, en le nacesidad de factores solubles.

sistema FAd-tio estd basado en x.,lnt.rvoneibn de protainas solu-

blas que ®e encuantran en e1 eioroblunto,' la ferredoxins-tiorre-

adoxina rrsductasa ¥ les tiorredoxinas £ y n. Que son reqQueridas.

adanés ce la Fa, para 1a activaciédn por luzr de cliertas sninas.

aceptor

lcevtok <7 :
I LEM 1 ( s-s“ . I ::‘redoxina
e” -SH - [ 3
enzima I ferredoxifia~-tiorredoxina reductasa
I Ferredoxina , o TiorPedoxina -
clorofila . . cloro a )
I vell 11 Q oo
Tuz (2 :sn- : Tuz . enzima
enZima

s'stému LEM sistems Ferre&oxina / Tiorredoxina

rigura 8.1. A) Locolizacitn ads los sistemas LEM con respecto al
transporte de slectrones fotosintético. B) Conpara-
eidn del sistema LEM ¥ del siatema ferredoxina/tio-~

‘rredoxina. Redibujado de Buchanen (1980).

Existen evidencias de que la tiorredoxina. la Fa ¥ 1a ferre-
doxina-tiorreductasa constituyen un sistems general Gs la regula-~
En ests sistema., 1a Pd..s @8 usada
a la® dos

cidn enzimbtica por la luc.

para reducir, via ferradoxina-tiorredoxina reductasa,

tiorradoxinas clorcopliésticas. Estas tiorredoxines, une vez redu-
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cides, activan selectivemente a las encimas claves en la regula-

ei16n de la via metabblica.

' Las enzimas modulables por luz s través del mecanismo de l1os
LEMS, dedan teaner tanto al grupo tiol como a los enlaces diesulfu-

»o l1ibras para poder llevar & cabo Ia modulacién catalizada DQ!‘

el LENM. E) hecho de Qque la forma activa del LEM, aparentemente

‘contenga tanto los grupos ditiol como disulfuro, suglere gque ‘1-

regulacidn mediada por luz involucra cambios en dichoas érubo- ‘en

‘las encimas moduladles por el LEM activado reductivamante

-

(Anqcr-c;n .¥ al., 1978) (rig. A.2).

i" : .SH
A s s ,\@m
: " Fe - Fa

Fotosistema 3

Fotosisternal
H

ce éf‘ — &L
&=

Zsquema ﬁspotltSQo de la modulacién de 1a letivlaadv
enzimitica ‘'‘mediada por l1los LEMa. Recibujado de
Anderson (1979). :

rigura 8.2.

Zl sistema LEM es independiente de componentes solubles.

Zeta diferancia en r.quorihzelnto- an los factores solubles ss una



irreconciliable diferencia entre los dos sistemsas. Evidencias

actualaes sugleren que esta diferencis puade sar en parte experi-

mental.
Exiete la posibilidad de que los componentes dal sistems Fa-

tia puedin estar también adheriaos a la memdbrena del cloroplasto

15 xiva. Tal unidn puede sexr la responsable ae los resultadoes
aparentemente convradictorias. rereo no se puede aliminaxr la posi-

pilidad. de que otras proteinas regulatorias contribuyan a la

activeciédn por lur de algunas de lss enzimas del cloreplants.

Se tiene la evidencia ae que los resultadoa obtenideca <¢on

DSPD pueden ser engafiosos. Recientemente Laasch et al. (1979)

1a OSPD inhice el tranaporte de electrones an

concluyeton Qque

maltiples  mitica qQue dncluyen ademés del de la ferradoxina scolu-

bla un sitio entre el PS I1I ¥ el PS I o antea del aitio de la PC.
Adenéds, determinarcn Que el DSPD actla como un aceptor de ealec-—
tranas autooxidadle ¥y como un inhibider especifieco de 1.’!6.?0»1—

‘2acisdn. Por lo que el usc deal DSPD como un inhibidor especifico

de las reaccicnes dependientes de la P4 deben tomarse con reger-~

vVa.

2. MECANISMOS DE DESACTIVACION XN LA QGCUI(DA‘

Los wmecanismos de desactivacidn en la oscurided daifieren

_;'.gnn la enzina involucreda. Las snzimas dapendisntes dal grupo
ti0l pueden ser clasificadas en tres tiros, bDasslndonos en sus
propiedadas de desactivacién: -

Primear tipo. Para su desactivacidn reguieren de un oxidante
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efemplo de una frorma oxidada del glutatidén

soluble, - como por

(GSSG) o del aacorbate (dihidroascorbato) loas cualesc pueden ser

rormadoe por el cloroplasto en la oscuridad (Groden y Beck. 1979;
la

Wolosiuk ¥ Buchanan., 1977). Algunae enzimas de este tipo &on

FDPasa (SchUrmann y Wolosiuk, 1978; Wolosiuk y Buchanan, 1977 .

l1a RPC (Wolosiuk y Bu<chanan, 1978) ¥ 1a PAL (Nishizawa et al..

1979).

Segundo tipo. La MDH-NADP es la unica representante, hasta ahora,

.de este Tipo, qQue requiere de un oxidante aun no lidentificado

pnvi gu desactivaciédn (Wologiuk et al., 1977). Hay -videﬁbin de

Que eate oxidante se eancuentra disgponible para la desactivacidn

a6lo cuando las membranas son mantenidas en la ascuridad.

Tercer tipo. El ejemplo cl&sico es la GFDasa. No se ccnoée_ el

mecanisgmo de degactivacién, mientras que se sabe gque es activada
por tiorredoxina reducida (Wolosiuk ¥ Buchahan, 1973). Los traba-

jos de Anderson (1973) ¥ Vidal et al. (1977) han revelado que la

mayor Ffunclén de la luz Aurante el enverdacimiento s ia activa-

e18n de enzimas inactivas preaxistentes (Bradbeer, 1969 ¥ 1973).

Hay evidencia de que las runeioﬁa- de 1a luz durante el onvcéd.—
cimiento son las de un activador de anzimas, asi como la de un
promotor de la sinteais de proteinas da nava. La Dpinetntl,.vi—
‘d.netc . pare esta conclusién fue la demostracién de Anderson

(1973) y bpor Vidal et al. (1977) de que las enzimas nhistéri-
camente asociadas con el snvardecimiento (GFDasa, RPC y MDH-NADP)
eataban presentes an chicharcs stiolados v'e.mxllan de haba ¥y que

pueden ser féciimente a.t.et.a.i despuén a, une activacidn por

DTT.
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Se ha observado Que la GFDasa de ratofios de cebada crecidos

an la oscuridad puede ser activada ya sea por tiorredoxina redu-

cida o por efectores positivos de la enzima (ATP, NAPDH, Pi). En

las semillas se encuentran todos 1lcs componentes <el siastema PFda-

tio. Por le tanto paraece ser Qque la luz produce la conversiédn dae

las enzimae 1inactives (oscuridad) a 1la forma cataliticamente

aetiva (1uz).

Hasta ahora, no es posible adeterminar cual es la contribu-~

c1én de la sintesis de proteina de nava en relacidn & la activa-

cién dAependiente da luz da las enzimas inactivas preexistantes,

durante el enverdecimiento.

3. LA LUZ COMO UN DESACTIVADOR DE ENZIMAS.

La 1luz induce camdbios en las concentraciones de GO6P v Jde 6-

fosfogluconato, mediante la desactivaciédn de la GEPD.

Ademés de la G6PD cloroplistica, las hojas _eontidn.n una

forma clitopléamica Qus tTAamdién es desactivade por uz vy DPTT

(Anderson y Avron, 21976 Anderson ¥y Nehriich, 1977: Anderscn et

al., 1974). En el citoplasma la fuente dal reductor responsable

de la dessctivacién probablemente es aobtenida del cloroplasto.

Hay dos posibles reductores involucrados an ia desactivecion

ds la G6PD en Las plantss. Uno de los raductores, de l1dentidasda

blogquimica no conocida. se asemeja al DTT. El otro reductor es sl
MADPH. La desactivacién de la G6PD ezto}l‘lnzc. POr la lurz puede
Ser causada por un inoremento en los nivelaes del NADFH prevale-
cientes durante el dia. De eata maners, la luz podrias servir pare
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auprimir la operacién del ciclo de la pentosas fosfato tanto en

el cloroplasto como en el citoplasma, incrementando los - nivelesa

de los reductores fotosintéticos qQue desactivan a la G6PD, 1la
primera enzima de la via.

La uz también desactiva algunas otras enzimas de 1o._to31—

dos fotosintéticos. incluyendo a la fosfofructocinasa y algunas

(Anderson et

enzimas del metabolismo del almidén en chicharos

al., 1979: Kachru y Anderson. 1975).

La foefofructocinasa es una enzima de gran interés, .va que

ain ee desconoce donde ae shcuentra localizada (Kelly ¥ Latzko,

1975. 1977a. 1977b). z-éa enzima.es desactivada por la luz en las

hojas.o por DTT en extractoa de hojJa (Kachru y Andarson, 1975).

Las evidencias actuales indican Que tres da las eancimas

involucradas en el metabolismo del almiadn (la fosfoglucomutasa,

la rosforilasa ¥ la glucosa-6-fosfato isomerasa) son desactivadas
POr la luz a través de la via de reaccién: DCMU l.ntiblc}bspp

insensible (Ancerson et ll-.-1979= Kachru ¥ Anderson., 1975) (Fig.
8.3). '

Durante el dia, la planta obtiene -u .n¢rg1A de la lus

absorbida del sol ¥ usa esta energia para reducir al COz a mate-

riales celulares ricos en energia, tales como el almiaén. burante

la noche, . la planta se convierte, en términos bloguimicos en

animal: por la noche 1a planta dedbe extrasr su 06.»31- qael rompil-
miento de compuestos altamente energéticos Qqua fueron sinte-
eizqdol dye.ntc el ai..;Pnra este fin, la planta ue;lli. las vias

glucolitica ¥ de las pentosas fosfato., caracteristicas de orga-
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nismos heterdtrofos. La planta es c-p.i de sobravivir dae esta

manera hasta QUe la luz sea huevamante suministrada. En resunen,
1a luz ee capaz de activar ¥ desactivar ciertas vias metabélicas.

an los tejidos Ge las plantas superiores (Fig. b.‘).

.enzimas
W activas
Oscuridad

tiorredoxina reducida

LEN reducido
Efectores de enzima
Incremento [rg?t)
: ) AapH7-8
Disminucién [Mg?*]
Oxidantes m

AW ) ‘ ' : Lu
N Enzimas V
inactivas

Figura 8.3. Activaecién de snzimas en clorcoplastos por ice.n:-mdi
- dependientes de lu. Redibujado de Buchanan (1980).



Ctclo de Calvin - Vfa Aéc'esoria,‘ - V¥fa qlucolf- Ciclo oxidativo de

Ca tica las pentosas fosfato
.- Tucosa co. &cidos €, almidén GA glucosa 0, + triosa P
FDPasa’ . "MDH - NADP PFC G6PD
SHDFF Pir, Pi dicinasa
GFhasa - T T
Rubisco
L ) activa desactiva ) desactiva
activa ’ :
[ S : Luz ]

Figura 2.4. Efecto de la lur en algunas encimas r.cu:.‘topinnr de
S vias del metabclismo del carbdén en el cloroplasto.
- Redibujado de Buchanan (1980). ’
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Tabla a.l.'Alsun-l‘re.ccion.l conocidas acoplades a 1a luz.

Reaccién o secuencia Factor da 1la
’ o reazcién luminica

Asimilacién de nitré-
geno inorgénico

MOz ~~=—-3 NH= 'Hin Flrax
NH= + glu ----3 gln B as ATP
€10 + aKG --—=3 2 glu ' GOGAT ’ FArea
Asimilacidn de sulfato
inorghnice
SOF ~~=-=3 APS. ATP sulforilass ATP
acarreador~S-sSo= Ticaulfonato
acarresdor-5~§ _reductasa PaF--'
SO3 ~=a=d S Sulfito reductass Farnw
Reducceidn de AOQA
AOA ----+ malato MDH-MADP ’ NADPH
Reduccién de GSSa
GSsSG@ -~--+ 2 asH GSS@ reductasa . RADFPHM
‘Biosintasis de pProline
£lu ~---3 samialdenido :

slutémico : Inclierta NADP™

e e ot e B e T L i Y s 2 e o i e - e et A . e e e o S YT T Y P Y S T W
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- . ‘eAaPITULO WV

RFG#L‘CIO@ POR LUZ DE LA ACTlVIbAD ENZIMATICA

En ei.énpxyulo 1 ee estudiaron los prccesos fotosintéticos y
se analizaron l1a8 doe vias metanhdlicas de la fi:;eién dei CO=., En
e«ste capitulo se analizan a las enzimas de esas vias gQue ‘son
reguladas por 1; lusz. De estag enzimaz ee ha excluido a 1la
Rubisco, ya que.lu mecanismo de peeu]scién por luz se encuentra
en controversia y parace ser que es a nivel ae expresion genéti-

ca, ¥V no en la enzima misma, donde se produce la regulacién por

efecto de la luz.

ENZIMAS DEL CICLO DE CALVIN
Gliceraldehido~3-fosfato deshidrogenasa

La gliceraldsehido-3-fosrato deshidrogenasa (GFDasa) citcli:.
la tercera r..eéien del ciclo de Calvin produciendo gliceraldehi-

do-3-fosfatco, COmMoO Se muestra enh la alguiente reacciédn:

1, 3-P-G + NADPH ¢ H* —wceceeoo > gliceraldehlido-3-P + NADP" + Pi

¥ fue 13 primera enzims que se Jdescubrid era regulsds por iuz
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(Zlegler ¥y Ziegler, 1966).

El grupo de Ziegler, trabajande c¢on una mutante de Pilaum

Zativin., descubrié Que en contraste con 1las plantas silvestres,
una mMuTasnte clorofila menos no era caraz de mostrar un incremento

l1a sctivicdazr de la GFlD&sa cuando 148 plantas eren expuestas &

en
la ~uz (Tarlas 5.1). Sin embergo, la cantidad de 1s en-ims era lia
migins tanto en la luZ comd> en la oscuridaa, Tl miemo fendmeno sgse

prezentsa cuando lae :-len'te.e etiocladae con pasadss & 1& luz, o
2imrlenente cusnio se lluminan clcroplarss de cnienaro .\Figuraea
5.1} (Anderson .y Avron (i975,. Tantlén degcubdriercn Qque el DCMU v
l1a eslicilaldoxima reducisn el efecto del aumento de ia asctividaa
de ee~: enzaima por la luz, rere no efecratan la cantridad de la

eansimea (Ta%la 5.2} {:‘_1e¢_1ex‘ » Ziegler, <.1965).

- 100 P el

E a ~ 0 .

% .5 et - .
- ',', . Figura 5.1. Cursc del tiem-

oo - ro pera la activazién de la

S5  sof GFhaea (O ): de 1la MDH-
-—— V RADE (&) e inactivacién
83 4 . de la GSFD (@) por lalu:
=z . .en cloroplactoss intactocs dae
:: ° cehicharo. . kedibuje&ao e
< S . N 4 Anderson 3 Avron (1975).
..f. (] [] 2 3 . .

Tiempo (min) en luz
lLa azids ce co;‘ié. un inhibidor de la recpiracién y ae. le
forcrintesis. 1nhibid el incremento de la acztividsd de la GFDasa
rexr le luz, .mxentr.t Que el 2, L-dinitrofencl., un deaaccplante de
is fcefordilacidn oxidativa, no afecté dicho aumento s baldsas
egnecentracioneg, Fero a concentreacicones mayorers (100 ,u«:', cloqued

comrletamenta la respiracién y la fotoscintesis ael como el aumen-

T en L& activided de ia GFisza pPreoeducico por la lus. Fl arctenite

(1 ]
]



(100 M) diaminuye en 55% la activaciédn por luz de esta enzima

(Anderaén ¥ Avron, 1975). Estos resultaqos permiten augerir que

el. aumento en la actividad de la GFDasa producido por la luz es8

elaec-

de la presencia de clorofila y del flujo de
1966).

dependiente

tronez no ciclico de la fotosintesils (Ziegler y Ziegler,

Fructosa 1. 6-difosfatasa

La fructosa 1, 6-difosfatasa (FDPasa), una enzima..

pléastica. cataliza la siguiente reacciédn:

FAr e

Fructosa 1, 6-~dilosfato + Hx ~—---~-— ) Fructosa-6-p + P11

- extracto
cloropldsrico

En 1967 él grupo de Buchanan demostrd gque la FDPasa deo

cloroplastos de egpinaca era activada por la luz via F4 (Buchanan
et al., 1967,). La evidencia que se aportd en ese sentonces fue la

dependencia de Fd en l1la liberacién de P1i a partir de la fructos=a

1, 6-airfosfato (Fig. 5.2). Experimentos més recientes de enverde-

cimliento de plantulas de espinacas eticladas también apoyan esta

conclusidn (Fi¢;"§.3).

Posteriores del mismo grupo

Sin embargo, exparimentos

1971) revelaron Que la Fd no activae directanen-

te a la FDPasa ¥y Jue se requiare

{Buchanan et al.,
de un factor protéico adicional.
De hecho esta enzima as sumamente compleda. Consiste da un

componente srotéico, en el cual esté presente el sitio activo de

le enzima ¥ dAe un factor protéico ¥ PFd. Estos dos Gltimos compo-
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nentes &o5n analrpenzabléa rara Que 1; encima ruedcs rer activasa.
Al ptptidoAgue porta el rFitlo &ctivo. se le conoce como el comfo-
nente alcslince de la FLFasa y ez muy aemeainte al componente
alcalino de la ’DP;:‘ de cédlulas de mamifero (Pontremolil et al..

196%) mostrando estimulaciédn por cistamina y DTNB.

l“" -

{pmoles)

pMoYes de P4 Viberado
3

"t Yiberado
3:

—Forvasostan

[ ] ) A 2 A - 4
[ 200 "o oo $ .10 % 30 8% B
Ferredoxina {(pgramos) o Minutos

Figura S.z. A) Efecto de la concentracidn de FQ en la literacidn
de Fi & partir de frucrora 1, 6-difosfato. b) Cureo
de la . liberacién de Pi en funcién del tiempo. KRedibu-
Jado de Buchanan et al. (1967)

La FOFase de las plantas requiere de  Fd.aw=. del factor
gretéiceo, de NMpF* ¥ glutttlon-., para Que ses cemplet;ment._

acsIive como lo mﬁectr.d los recultados de la tTabla 5.3 ¥y de li

figura S. L.

Frefeclemente la luz-;nduec‘unq acumulacién de Mg~ en ‘1
elorsrlasto, ~uficiente pnr; sctivar al eémponanto alcslino de la
FlFara '© posiblerente }n lus funciona pPor una Vvisa de rucluctores
fFrzz3uirieces, va aua s Fa ?ct:rbeeuela. suments LO vecesr 1la

<izeraclfn de Fl & [&rIir de 1a fructcra 1.6-@2205%4%¢. E1 LTT ¥

(13
"



el ~metil violégeno pueden remplazar a lia Fd..., en tanto Que
cisteina, glutatién e, 2-mercaptoetanocl ¥ . ditionito de #0dio no
la - pueden reemplazar {(Buchanan et al. 1971). Sin embargo. la
presencia del 2-mercaptoetancl sumenta la actividaad medidble de la

enzih.,(séhurnnnn ¥ JacqQuot, 1%79)

fna)

0
~

\

Actividad FDPasa
{unidades/mg de prote
o

Tiempo (horas)

Figura 5.3. Aumente de la actividad de PFDPass con el tiempo de
iluminacién en pléntulaes etiocladas Jde esgpinaca. Redl-.

bujado de Chueca et al. (1984,
La FDPacza, ya activada por la Fa, no es .fect.dlipov F.IN o

Por agentes quelantes del cobre, ditjiocarbamato © cupresina. perc

81 es inhibida (97X) PoOr 0.5 mM de EDTA.

Como ¥& se menciondé en el capitule 2 el factor preotéico es
la tiorredoxina, ¥ la tiorredoxina que activa a la FDPasa ez 1lsa
tiorredoxina f. La figcura 5.5. muezira la estimulacién de 1la
actividad de la FDPasa como una funcién de la concentraciédn de

ticrredoxina.



v -
U2
>

(7]
"uz”" min,m

-

Pt Ytberado, pmo\es

(ese40i) w31 *A opeziiewsoy

Figura 5.4. Efecto dJde 1la concentracién de MNgCl: er la activacion
de la FDPasa por la Fa. A) FPedibpulado de Buchanan et
«l. (1971). B) RedibuJado de Andereon et &al. (1979).
Derendencia de Mg~ del LEM:, (@ ) ¥ recduceiédn por el
OTND dependiente Ae la luz (O).

A B

Actividad FOPasa
{pmol P1/30 min)

. N r A

L] o
Iﬂ“”dl“lﬂ” [ ] 3 ] ] w v

- P9 Tiorredoxina ,)g Tiorredoxina

Figura 8.8. Egtimulacién de in actividad de FDPasza como funcién
. de 1la concentracién de tiorredoxina. A) FDPasa de
trigo ean precencis ade tiorredoxins 11 (O) o tiorre-
aoxina da E. cnll (@9 ). B) FDFasa de soys mis tiorre-
doxina I de esoya ( 0O) o riorredoxina de £, g£altl ().

. Pedibujscdo da Habterelin et al. (1985).

fecienterente el £rupo de Bucharan ra gurificado un nuevo



factor gprotéico, a partir de hojJas de espinaca ¥y de &lgae verde-

azules. QuUe activa a 1a FOUFasa en presencia de luz y en ausencia
de Fa (rig. 5.6). Esta proteina es una proteina Fe-S y se le ha

dado el nombre de ferralterina, tiene un peso molecular de 30,000

daltones (Lara et al.. 1980a, 1980b). La presencia de la ferral-

existe un mecanismo de activacién por lux

terina suciere qQue

independiente ae Fda.

DPasa

Actividad

(-3

® o Figura 5.6. Efecto de la concentra-
H cién de ferralterina en la aetiva-
o c16n de la FDPacs pPor la luz. Redi-
— o ‘buJado de Lara et al. (19800L).
-
a - -

— al)

"we

o
;E

Es X

co
-—a

o -]

fFerralterina, p9.

Da entre los mecanigmos propuestos, la FrioPaca es activads ‘7

través del LEM-II, como 1o demuestra el hecho de Que la activa-

€16n por luz sea inhibide (80¥) por DSPD (Andérscn et al.. 1979).

-

grupo de Chueca ha propuesto Qque por lo menss parte del
son

{28
aumento en 1a actividad de la FDPasa cuando las plantas

expuestas & 1la luz (Fig. 5.3) se adedbe & la sintesis dg nave de la

ercima. Dos lineas de evidencia sugieren dicha conclusién. Pvim.-

. ‘
ro la ciciohaximidca (2 pesm1), un Inhibidor de la sintesis de

troteinas en los ribosomas 80e, innhite la esintesis de la FDFPasa

Ssrante @l enverdecimiento de las pléntulas etiocladas de espina-~

Tl En megundo lugar, durante el enverdecimiento de pléantulas de



espinaca etioladas crecidas en presencia de D.Q, l1a FDPasa sinte-
tizads incorpora el Da produciendo una FDPasa "pesada™. En un
experimento similar, perc esta ver utilizando 3TS-metionina, la
FDPasa recuperada ss ancontraba marcada con 75 (Chueca et al..

1984).

La informacién analizada hasta ahora sugliere que, 1‘ regula-
ctAn por lug, de la actividad de la FDPasa .nllno Plantas, debe
estar ejercida por un dodle mecanismo: uno ré&pide, el de 2a
mctivacién-desactivacién, llevado a cabo & través de un proceso
de reduccién-oxidaciédn de la molécula de la enzinma, ¥ un segundo
mecanismo, el "lento",  ocasionado por una induccién-represibn de

le sintesis enximatica.

Sedoheptulosa 1, 7-difosfato fosfatass

La sedoheptulosa 1, 7-difosfato fosfatasa (SHDFF) cataliza

la reaccién:
Sedoheptulosa 1, 7-AiP —=——=m—en= 3 sedohaptulosa-7-P + Pi

Esta reaccién muestra un requerimiento de Pd..a ¥ un factor
protéico (SchuUrman y Buchanan, 1974; Anderson et al.. 1979), asi
como de Mg™" (PFig. 5.7) ¥y un PH éptimo de 7.8. Esta enzima
también puede geer activada por el DIT en ausencia ade Fdrew
(Anderson, 1974) vy o.linhibid. por arsenitc de sodio (100 uM, 54x%

inhibicidén) (Anderson y Avron, 1976).

El factor protéico parece ser el mismo Que Se requiere para

la activacién de la FDPasa (SchrUrmen y Buchanan, 1978), es decir
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el LEM-11 (Anderson et al., 1979).

Figura S.7. Efecto de 1a con-
centracién - s MgCls - en 1ia
SHDFF activada por Fd. Redidbu-~
Jada de Schirmann ¥ BSuchsnan

(L9778 ).
\

AN

P4 tiberado, pmot

MgCl. Nn:.

Riduloss-5-foafato einass
La ridbulosa-%-fosfato cinasa [(PPC) e¢ la Gltima enzima '‘ded
‘Cicio da Calvin 3 catalizs la lc-forllcelgn de l1a ribulosa-5-P de

acusrdo con lia ltgutcni. reaccidn:

RPC
Ribulosa~-5-P + ATP ~~emccamcew-rd RiDulosa 1., 5~A1P + ADP

Rete anzims tanbliin. s reguisds por la luz {Andarson et al.,

1979), ¥ a1l 1Agual Que l1la otras enzimes del Cicle de Calvin

regulaedes por luz as inhibide por cricntto‘(xbo P 90X de tnhi-

biecibn) (Anderson ¥ Avron, 1976).
ENZIMAR DEL CICLO DE MATCH-BLACK

Fosfosnol piruveto carboxiless

Como se menciond en el capSitulo 3. ie aenzima

ea:tconéxpxruv.to e.rboxl;.:.‘(PtPc‘-o)Acot.ixz. @l prirer paso

A
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en la asimilaciédn del CO. en las plantas Ca, como se muestra en

la siguiente reaccién:

PEPCaca
rosfoenolpliruvato + COx ~-=ew~-~=--3 oxalacetato + P1

¥ se encuentra localizada en el citoplasma de las células del

meadéfilo de estas plantas.

El1 grupo de Hatch demostré gque la actividaa de la PEFPCasa de
meiz aumentaba cuando se incrementadbs 1a& intensidad de fa 1luz
durante el crecimiento de la plante (Hatch et al., 1969) ¥ tam-

bi&n demostraron Que el incremento en la actividad se debia & una

sintesis ds aeve de la proteina (Graham et al.. 12970). Poco

despuéa Ting ¥ Osmond (1973) demostraron que la PEPCasa de maiz

cambiada durante las primeras horas de anverdeacimiento, causando

la-transformacién de la forma etiolada de la enzima a la forma de

la planta verde. Resultados similares se han obtenido en Salsala
AQAM. En el experimento mMOStredc en la rtdur. 5.5 ia anaﬁ. rug
cxtpg{d. 2 horas después de que las hojas hablan side tranaferi-
das a 18 luz. En la oueurﬁd‘d la enzima oxhlb..un claro co—pcrti-
miento 'nlo-tdrlco. el cual disminuyve en la enzima extraida de
hoJas expuestas a bajos niveles da luz y desaparecs completamente

a altas intensidades luminicas (Kerabourniotis et al.. 1983).

Como se menciond en paArrefos anteriores el aenverdecimiento
de tejidos eticlados bajo luz continus (22,000 lumens/n~) da como

resultads un pronuciads incremento en la actividad de la PEPCasa

(rig. 5.9) ~
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1/V, (pmoles NADR/min § peso fresco)

. que

GrAficas ae

rigura 5.8,
ae 1la

Lineweaver-durk A
actividaa de la PEPCasa
de hojas de plantas . cre-
cides aean la oscuridad
(®) o en dos diferantes
niveles de luz ( &4 . O ).
Reatbujado de Karabour-
niotis ev al., (1983).

1/6s) . (m)"1

-
c
-
[ 4
o
L
a
. o
w E
D
v 3
a.
w =
a.
[
o
o~
© @
-
> ©
-
~ B
@ o~ .
< Tiempo en luz (horas)
Este

erecidas con el mismo

nica 19,000 ¥ 1,600 lumena/m™ la actividad de la PEPCasa fue

veces

(Hague y Sims. 1980).

son sometidas las plantas. .
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Por ejemplo,

.'4

Increnvento de ia
enzimbétice de 1a
snverdeci-—
mafz. Redi- '’

Figura 5.9.

PEPCasa durante el
miento de hojas de

' ‘bujado Ae Hague ¥ Sims (1980).

incremento es runeién de la intensidead duminica a la

en plantas de naiz

fotoperiodo pero diferente irtensidad lumi-

aos

mayoxr en la plentas crecidss con alta intensidad 1iuminica



L mctivacidn de 1a FEFCass por la luz ve acompuisada por una

de la enzime cusndo les plentae Acon colocadas en la

insctivacidn
108 valérees en las medidas

5.10). S$in embargo.
del

oscuridad, (Fig.
en la actividad de la enzime depende muche de las condicines

ansayo.

hed - » -

. Actividad, pmotes HADH/min, 9 peso fresco

. Hora del dfa
Figuras 5.10. Activacién/desactivecién de ia actividad ae 1a
PEPCasa an hojas de Salxala s9da L. cdurante un cicio
oscuridsd/luz/oscuriscaad. La irradiacisn fue de ZOO0O

E/vF 0 x . Kedibujado de Karadourniotis et al.

(1983)
) ~ E1 DCMU abate en 100X la activacion pon lurz de la PEPCasa
cuando la anzima es ensarads & altas concentraciocnes de PEP, pero
3

so0lo 1a inhive pareia)m‘ne. cuando el ensayc ae lleva a cabe

de sustrato (Kerabourniotisz et ml., 1983).

vajas © ntracion
Estos datoe sugleren Que el incremento en l1la actividad m&xima ees
d.bldo‘ a ls Juz sbsorvida bor los ptcmenton' fotoslintéticas, an

€3



tanto Que el sbatimiento del comportamiento alostérico as mediado

por un fotorreceptor no fotoainyéctco.

Los datos mostrados tanbdbién son consistentes con la ‘hipote-

sis de Que la PEFCasa in MivOo es reversiblemente activada-desac-

ttvid. a través de un mecanismo de reduccién (lus)} oxidacién

(oscuridad) de los grupos sulrhiarilos.
£e importante hacer notar que la PEPCasa de las plantas CAM
as afectada pPor la luz en sentido opuesto, as decir la luz desac-

tiva a 1la enzima (Manetas., 1982; Vvon Willert et al., 1979:

Winter, 1980). Eata aiferencia podria deberse a cualguiera de los

sitios rigulltorio. en las dos slosnzimas © a los diatintos

efectoras genarados por la luz an cada caso.

La PEPCase puede ser activada en la oscuridad con DTT (2

vaces) y por glutatién (1.6 vecas) {(Madhusudana y Anderson, 1983)

en célules de 1a epldernis, pPero no en otras células de las
hojas. lo- Que puede sugerir gue prodbablemente Jjuegue un papel

importante en la apertura de los estomas por la lu=x.

NALATO DESHEIDROGENASA-NADP

La malato deshidrogenass catalizas la reduceidn del

oxalacetato mediante NADPH segin la siguiente reaccién:

- MDH-NADP

ORBlACAtALO ¢+ NADPH + H® —cc-ceeaoo P malato + NADP*

Esta ensima Que se encuantrs en las céiuleaa del mesdfilo,

tanto de plantas C3 caomo de plantas Ci, también es activadae por

ia lus. Por ejemplo, es activada slrsdedor de 54 veces cuando se



filuminan &l estrona ¥ lse membranas tilacoidales de cloroplastos

de chicharo (Fig. S.131-A), o maiz (Fiz. S5.11-B) en tanto gue

ningun® d4da los dos P tas = tran actividad por .separade
(BNabid ¥ Anderson, 1981; Leegocod ¥ Walker. 1983; Scheike »

Jacquot. 1983).

Actividad MDH-NADP
(pmo? h".ng"'cloroflic)

& ® » » S Tiempo (min)
Tiempo (minutos)

amoles NADPH oxfdada/min/mg protefns

Figura 5.11. A) . Activacién por luz de la MDN-NADP con mesbranas
tilacoidales ¥y estroma total dae cloroplastos de
ehficharo. Redibujado de Hadid ¥ Anderson (1981). 9) .
Activacién por lul ¢ inactivacion de ias MODN-NADP en
cloroplastos del mesédfilo de maiz en presencia de $
mM de piruvato (@) 2 mM de AOA (O) ¥ 3 aM de >3-
PGA (W ). Redibujado de Leegood ¥y Walker (1983).

. La Gependencia de 1a luz es una funcién de) sustrato prasen-

te, ¥a Qque algunos de ellos pued iunciA--- aceptores de
1oe electrones prasentes en el NADPM. Por ejemplo. podris .‘DO-
rarse gue e1 3-PGA inhibiera 1a reduccién del AOA, como cr..etxin-
ente lo daemostraron Day y Hateh (1981) ¥y Hallberg ¥ Larsson

C1981) o del NaNCOs (Scheite y Jacquot. 1983). Esta activacisn



también as funcidn de lJa presencia © ausencia aa O: (Fig. 5.12).

La .etiv;d‘d de 1a MDH-NADP también ha si1do medioa en pre-

sencis de nitpito y de DCMU. EL nitrito tiens A0S afectom &n

“® s ®W &

S Tiempo de iluminacién
{min)

o} AOA reducido. mg clo~l.n"!

Figura 5.12. Activacion por luz de 1a MDH~-NADP an cloroplastos
. intactos aislados en condicionas aarédbicas (O ) o
anaertdicas (6 ). Redidbujado de Scheibe ¥ Jescquot

(1983).

los cloroplastos fluminsdoa. El primero s al oraéto e un dctido

débil ¥  por 1o tante acidifica al estrome (Mebar ¥ Walker,

un procesc QuUe causa unae inhidbicién parcial de ls active-
actia como un

1979).
¢16n Ge algunas enzines. En &l segundo afecto,

aceptor de electrones yaA que 1a NiR, ia enzima que 10 reduce a8

Fa dependaiente (Guerrero st al.. 1981). Sin embargo. an 1la oscu~

*idsd, O en la presencia Gea un desacodlants &l NItrito no modifi-

ca &) pu'ngx seaTroma, ¥ su efecte podrias por 1o tanto eater

e=nfinedo & su acciédn como un aceptor Jde cxogcronda. Le figura

5,13 mueastra que cusndo 108 Clorcplestos ron l.lu'mlntdol en pre-
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sencia de piruvato ¥ nigericina, la actividad de la MDH-NADP
permanece sin e.mbto.' La adiciédn de nitrito ?rovoep una ligera
aisminucién en la actividad enzimética en concordancia eon su
aceién como un aceptor de ;antron-- 4ébil (lLeegood ¥ Walker,
1983).

Actividad MDH-NADP
{pmol .b'l.ng'l clorofila)

i

Tiempo (min)

rigura 5.15.'ln21u0nc1. de nigericina (3 pM) ¥y nitrito (2 mM) en
1a actividad de la MDH-NADP en cloraoplastes ilumina-
dos del messSfilo de maiz en presencia de 5 nM  de
pPiruvato en presencia (@) o ausencis (@) de 1 um
de DCMU3 ( ©O), mencs DCMU més nitrite: (0Q). més
DCMU més nitrito. RedibuJsdo Ade Leegood »y Walker

(1983). ’
Otro fenbSmansd interegante Que se¢ ha determinado para 1a MDH-
NADP es su inhidbicién por NADP, Este efecto ha sido correlaciona-
do con la fotorreduccién del NADP a NADPH. De hecho hasta que se
reduce el 75X del NADP aNadido se inicia la activacién por 1la
lpz. Les experimeantos anteriores, al igual Que los experinentos
de competencia realizados pPOr los migmos autores gugieren que el

NADP compite en el miemo eitio de la enzima 1inactiva econ 1la
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ciorredoxina (Seheibe y Jacquot, 1933).

' l.& activacién por luz éienc 3 influencias potenciales. Po-~
darie actuar ecomo un interruptor de la enzima en la liuz ¥y en 1la

oscuridad, Podria funcionar come un mecanisme reversible para

reparar el dafo generado por oxidantres geherados fotosintética-

mante, como el H:O0: (Leegocd ¥ Walker., 1980), o pusde proporeio-

nar un control f£ino de la actividad enzimética a través de cam-

bios en el pH del estroma © del ecsatado redox de la enzima.

Por lo Que reaspecta a la 1n£1u.n;1a de loas desacoplantes en
ls activided enzimétrica indican qQue el efecto solo se nnniti.sth
cuando el flujo de eleeté&nes es limitado por intensidades lumi-
nicas bajas (Leegood y Walker. 1581). Este podria ser parcialmen-
te una consecuelcia del efecto dual de los d.sacoplsntoa. la
disminucién en el~pH del estroma, el cual a su vez podria inhibir
el mecanismo de activncién (Heber et al.. 1979) © @1l 1incremento

en el f£lujo de electrones.

- La luz puede ter réemplazada por uh donador artificial de
electronea, tal como el DTT, y en eate casco el efecto inhibitorio

del NADP se manifiesta de una manera mas pndnuncinda (Scheibe V¥

Jacquot., 1983).

En resgumen, condiciones reductoras activan a la MDH-NADP,
probablemante por la converaidn de loe Lrupos Aisuifuro a sulfhi-
drilo de la proteina, mientras que la inactivacisn requicra
condiciones oxidantes (H-teh. 1973: Jacquot et al., 1981: Kagawa
¥ Hateh, 1977). La incubscidén de la foarma inactive con DTT

tiorredoxina induce su répida activecisn. in wiva. la funcidn
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apsrente de Jla 1uz ee generar reductoreg s través del flujo de

ealectrones no ciclico. el cual media la activaecién de 1la enzima,

[ truvée del eletema rerredoxina-tiorredoxina reductass y/0 el

mediador del efecto luminico unido & la membrana ¥ lia ferralte-

rrins (Anderson et al..,1981: Buchanan, 1681). En tanto Que 1la

pregencia de uns atmbefera inerte evita la pérdids de la activi-

dad en la oscuridad {(Nakeamoto y Edwaras, 1983).,

La MDH-NADP no golo forma parte del ciclo de Hatch-Slack,

‘#ino Que también tiene otras funciones, como la de sintetizar

. . -
malato para el funcionamiento de les células guardias, lss cé&lu-

las que - forman loe ectomas, la apertura por donde las nodas

intercambian gases. Esta MDH-NADP también es regulada por luz

como ee puede apreciar en 1a figura S.14.

“Actividad WOH-NADP

— scuridad
—
. "”?
= .
& o Figura 5.14.Activaciédn por luz
° e inactivaciédbn de 1la MDH-NADP
o - de células guardia de Yicis

o 2ARA. (®) 5.9 pe clo: ( O )
+ 2.1 pg clo. Redivujaa de
e o Gotow et a&l., (198s5). :
s . | :
€ . prand pardide

L ~ I

= 29 30 30 30 46 so w0

Tiempo (min)
La funcién de ls MDH-NADP en las plantas Cs ®e& encuentra

‘bxen establecida, mientras que en las plantas C= c-ti funcibn es

menos clara. La velocidad de reduccidn del ACA dependiente de la
luz medids bajo condiciones acoplantes en clorcoplastos aislados a

3 .
Partir de 1a iiberacién de O: es mavor de 65 pmoles/mg clo x h
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(Heber y Krause, 1971:; Heber y Kirk, 1975)}.

Asumiendo, para los propbdsitos de aiscusién, Que el AOA es
reducido in x;x§ en las plantas Cs a veloeidadea qQque ge .proxlman_
a .quelln‘ mostradas para la lib.r-cibn de O= 6AJoAcona;clona- ae
’eop;amldato en cloroplastos aislados, entonces el metaboliaﬁo
vd‘} idlnto deaberid estar néoplado a un sistema muy activo. AUn no
se ha descrito un mecanismo de reduccisdn del malato a las veloci-
d.de; antes mencionadas en los cloroplastos de las plantas C=

acoplado a gu oxidaciédn. -

Muchos autores han prppﬁeeto Que lof eqQuivalentes reductores
Que se encuentran en el malato geherados por la luz pueaden usarse
,cnvvnrina reacciones de reduccién en el citoplasma (Heb.r. 1974;
Krause y Heber, 1976; Walker, 1976). Por ejemplo, la reduccisdn
del nitrato, el cual se lleva & cabo en el citoplasma, es aumen-—
tndq por la luz (Beevers et al.. 1965; Nicholes et al.. '1976.:
Sawhney et al., 1978). En vieta de Que la membrana del cloroplas-
to es 1mpeﬁmeab1. a la Fa ridueida ¥ al NADPH, é4stos ne podran
servir directamente como reductores del nitrato. El hecho de que
l1a membrana es ligremente permeable al malato via el ér.nlloe.do&
de los &cidos dicarboxilicos (Helat ¥y Rapley, 1970) ¥ puesto que
al 'nulnco .xog‘no aumentas i. valocidnd‘do reduceién del nitrato
en la hola (Neyra y Hageman, 1976: Rathman. 1978) es posible que
esta sea la via por la cual 1la NF obtiene el poder reductor gque
necesita. De acuerdo con esta hipdtesis el maiato formadoe por la
MDH-NADP acoplada & la luZz es oxidados en el citoplasma via una
Hbﬂ—ﬁADP. Por lo tanto, log equivalentes reductores generadce por

la luEz son atrapados por el NAD™ y se reduce a NADH, el cual a su
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vez puede uecarse en varias reacciornesg eitopliésmicas, una de lae

cunrlas podria eer la reducci®én del nitrate (Fig. 5.15)

i,
)
L1
»

- 0,0
. HADPY  NaDP
Aspartato =+ Yo o ADA Halate

¢
ﬁ'iﬁ ,_J.L 1
H v
s E
ASpartatow em e o ADA -t Malate

NaDs  waD
iy,

ﬂ-duecioc;ns f.ihpl&smkns -

Figures 5.15. EX ccnﬁutudor de loe Acidos dicarbo:xilicos C., peva

la exportacidn de los egzuivalentecs reductores gene
rades en la luz en clorcplactes iluminados Yy L
utilizweidn en la reduccibdbn de sgustratos cltoplésmi-
coe. FRedibujado de Anderszon (i381). .
ElL AOA formado por la oxidacidén Zel malatc er el citoplasmsz
' pueda reciclarse al cloroplas”c. Este mecanismo se concce comc el

conmutador de los &cidos cicarboxilicos C. (Heber, 1974: Rrause ¥

Heber, 19?6; Walker. 1$75).

Se ha propuesto otro mecanismo, conocido como el conmurador
FGA/PHAP, el cual involuers la reau;éién dspendiente ae 1u¥ de
FGA & 'DHAP Jdentro del clorcplaeto ¥ la oxidacién dJde la DHAP
dentro del cloroplasto y ;g oxidacién de la DHAF a 'PGA en el

citopieesma (Fig. 5.i6) (Kelly y Gibtb=, 19732).

PIRUVATO DICINASA

~3
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La piryvato dicinasa, la cusl regeners &l FEP en el clclo de

HezTch-S1luck, también ee una enzima acTivada por luz (Fig.
£.17) (Naramovro y Edwards, 1953}, Fero a .diferencia. de 1a MDH-

hy hy

I

ATP  aD® Do NaDP B
oMLl gopa N2 LB Eopap

wa

PI.:A~7¥T— GPGA -7!-$ GAP «X- DHAP
AP ADP ' WADM wAD ".
—5&—‘!- —s;—¢£

Reocciones  Cloplismicas

£.16. Conmutedor del FGA THAP. Redibujado de Anderscn

Fizure
(19812,

KADF, es8ta  enzima puede ser acrivada en la ausencia de agentes
reaductorez con el DTT, sugiriendo Que no se regulere de la reduc-

cién-oxidaucid4n de la enzima durante el proéoco de activacién/in-

-activacién; & pecar de Que 1l& activacidén estéd  ectrechamente

iizada con e1 transpcrte de electronee fctoeintético (Yamamoto et
ai.. 1974). '

Loe adenin nuc:eétt?os ¥y el p1 parecen sger metabolitos

SLsves en el control de ls activaciénsinactivacidn de la enzime.

EX Pi se roquteri para la actrivecidédn, en tanto qho &) ATP, el ADP

=T, rejueridos para la inactivacién (Fig. 5.18) (Chapman ¥ Hateh,

13Tl Lakamoto ¥ Sugiyama. 1982).
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Fikuv. 5.17.

dicinasa tnactiva{g/l)

Velocidad

de

activacién ce la

piruvato dlcinaz..

Fel2ibujado de. Nakamoto 3 Edwards (1i9&3).

v v ¥

00, Nady
do

Aive Ve

°
8

1

Ny, ADF & AYP

Actividad {unidades lrb'trarlas)

oDe}
ey, ADP ¢ ATP
(124 4 b
- Y - 2
° M 30 as

Tiempo (uin)

de los adenin nucléotiuot en & inactiva-

Figura 5.18. Mediacién
RedibuJaudo de Nakamoro

c14n de la piruvato diexn--..
¥ Edwards (1983). .

El proceso de inactivacién de 1a piruvato Jdicir.azae también

O: ¥ de 2a temg era-

-«® una tudelon de l1la presencia ¢ ausencia de
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tura (Nakamoto 3 Edwards, 1982). Como ya se menciond., el mecanie~

lags enzimas aisladas es & tbgvés

mo de activacién/inactivaetidn de

un procesoc de reduccidn oxidaciédn el cual involucra la inter-

In vivo, en

de
conversién de los grupos tiolsdlsulfuro de 1la enzima.

la luz, el poder reductor del transporte de electrones fotoain-
tético es aparentemente utilizado para activar a las enzimas. En

La ozcuridad, esta fuente e poder reductor no se puede utilizar

¥ entonces l1a enzima ce oxida a través de un factor protéico,

positlemente la tiorredoxina, con O- como aceptor f£inal de los

For 10 gue en la oscuridad, bajo condiciones ashaerd-

electrones.
bicas, la enzima podria mentrenerse en un estado reducido o sea
activa,

El hecho de Que el eet;do activo de la enzima en la oscuri-

‘aad en presencia de N tiende a incrementarse arriba del eatado

de ppeiluminacién. suglere Gue hay un reductor en el cloroplaato

capaz de activar a la enzima. © Que este incremento en el nivel

de activacidn en la oscuridad eeté asociada con un 1neremenée_an

el nivel de piridin nuclétidos reducidos en el cloroplasto bajo

condiciones anaserdbicas inciertas, los cuales pueden servir como

fuente de poder reductor, como ha Bido demostrado por Leegood ¥

Walker (1981) para la FDP.

NITRATO REDUCTASA
La luz tiene un efecto estimulatorio en la actividaad de 1la
nitrato reductasa - en las plantas ¥y tanto la intensidad como la

Qurecidn de la luz afectan su actividad. Beevers y Hageman (1969)

han demostrado que hay una disminuciédn en la cantidad extraida de
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NR cuando le&s plantas fueron puestas en la oscuridad. Beeverse 4
Hageman (1972) también sugzirieron que 1la8 luz podria afectar la

rapidez y utilizaciéa del nitrato por camblios en la permeablilidad

de la membrana de las células.

Se =abe que la luz estimula la incuccidn de la NR a través
e un ineremento en la sintesis de proteinas (Beavers y Hageman,

1972; Travie er al., 1l970a, 1979b: Zielke y Fiiner, 1971).

La temperatura es otro factor que modlirica la respuesta de

ia actividad de la NR en la oscuridad, Bajdas temnperatusas dismi-

nuyean ia velocidad de pbraida de scotividad de l1sa NR cuancio las

plantas son expueatas a la oscuridad (Figura 5.19-A). Otpro factor

Que 3ge reqgquiere para la actividad maxima de ia NR in wivo es 1la

presencia del 1é6n fosfaro, como puede apreciarse en la tablae 5.4

{Nicholas et aln.~1976n).

La velocidad en el incremento de la actividad de la NR JAn

¥ivg por un periodo de 4 h d= luz fue independiente de 1la tempe-~

ratura (20, 32 y 40°C) (Figura 5.19-B) (Nicholase et ali., 1976a).

Le actividad de la NR vtambién es una funcidn de la intensi-

dad ¥y duracidn de ie luz en las plaatas pretratadas por 16:an a.
30°C en la oscuridaa (Fig. 5.20 ¥ 5.21). Bajo altas intensidade=z

dae luz (4% Kkiuw), la acvtividad de la N2 sSe incramentd 5 vecas en

‘1 h 'y 3 veces después de U4 h. Loe tratamientos con ocadasz (6 klux)

Yy medias intensidades de l1uz (16 KkKlux) tan 30io produjevsn 3 3 5

veces de lncremento en la actividad de la NR respectivamente. Las

rlantase expuesras a bajas 1inrtensicades de luz exhibileron un

ircremento en las velocidades de 1la actividad de la enzima cuando
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éztas fueron subsecuantenents eXpuestes a4 asltas inteneidades
iumintcea (Fig. S5.21). A *a inversa, plantae expuestas inicial-

a altas intensidades luminices répidamente
intensidades lumini-

mente perajeron la
actividad de NR cuando ss camdilaron & bajas

cas (Nicholas, 3976e).

Nitrato reductase (% de sctividad mizine)

Witrato reductass (3 de activided alxim)

Horas en oscuridad Horas en Yuz
Efecto de 1a temperstura Iin vivo en la actividad

! la actividad wmhixima fua de
20.2 umolas KO:/g PF m h; B) Efecto de 1la tempara-
tura ‘in wiva en la activiadad de la NR durante un
pericdo da 36 h & 30°C. La activided mixima fue de
39.1 pmoles l!ox/t PF x h. Redidujado da Nicholas at .

.al; (1976a).

_Figura $.19. AK)
de ls NR en 1a oscuridad,

La disminucién An wive de la actividad da 1s NR durante el

paricde 66 oscuridad ¥ el répico incremento gue sigue al 3inicio

ae is t!ﬁtnneldn. sugiere Que otros fectorea adanés de la sinte-

sie de Proteines podrian estar afectando parcislmenta ia medica

dov’lno velocidades in Riya de 1ia NR. Otra respuasta a 1la luz Que

poaris afectar 1a activided da 1le NR ez la generaciédn de reduc-

tores (WADN) por la vie del rroceso fotorintético o por 1a aeimi-
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de carbono en la via glucolitica & en el

lecién de productos

ciclo de Krebs (Klepper et al.. 1971).

Figura 5.20. Velocidad del in-
ceremento de 1la actividada 1in
vivg de la NR en respuesta a
variss intensidades de lusz
seguido ae un periodo de ocscu-
ridad de 16 h a 30°cC.

activided méxima fue de 25.3
Hmoles NO-/g PF 3 h. Redibuja-
" do de Nicholas et al. (1976a).

8 KLUK  Oyeerelh
sy O~~--=-0

Nftrato recuctasa (% de actividad nixima)

r's A
[ e

Horas en luz
UUna tercera respuaste a la luz la cusl podria afectar la activi-

4ad de 1la NR podria ser el incremento de la Aaisponibilicad de

&an un macronivel (incremento de la cantidad de nitrato

(movimianto Ode los

nitrato

tomado por la planta) o en un micronivel

sustratos al sitio de reduccién) (PFerrari et al., 1973).

Si el efecto de la luz fuera por una falta de poder reduc-

tor. la adicién de éste en forms exdgena podria subsanar este
dafaecto. Nicholas et al. (1976b) esdicionaron NADM al) medio de

ensayo 4in yivo, 4incremanténdose significstivamente la actividad
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Nitrato reductasd (3 de actividad minims)

se 1a NP en goys fretratasa en la ogourided por 10 f & 20 < o £Er

10 h & 30”C (vatia 3.5;. Fer cvro 1aco 1la sdicién cde pipuwvato.

igura 5.231. Respuesta de 18
actividas ce KPR in MNA¥D &
camblog en ls intensidad de
luz. Las plantar fuercn cam-
ciadas de alts a bajs inten-
gidad luminica Y A& bajs a
T alta Anvtensidesl luminice des-
fuézs de 2 h de 2luminecién.
Las plantas fueron previanen-
tTe puestss en l1la oOscuridsd
per 16 n a 30°7C. La luz fue
prendida al tiempo cero. La
aztividsd maxima fue Ge 20.9
pmcelee de NOz, g FF x h. Peadl-
Dulada ae Nichcolas et al.
(187¢a).

A3 KLU N S KLUK Srmemih
1(’/ LT SNUK D
== CRLUX 18 43 KLUR S8

i ' n A A
he ® [ 3 ) - [

Haoras en tuz

citrato. sucdinato © malate eatimulan ls actividaed de-iasa NR  21n
_x;xa de la misma manera Que la glucosa {(tadbla 5.6).. 1o iuc [ 17 B
a;cr. Jue aeastos compuestos podrian gencr;v,.el Doder r.dﬁctor
requerido pare el funcionamiento de la NR, (Kleprer et al.. 1971)
va Que como s tads la mambrana mitocondrial es imdermeabls al
NAER. ain oclvidar deszde lusgo Jue @l poder reductor Que se en-~
suentra an la mitocondria podris encontrarse disgonidle en el
citoplasma mellante el cormuteder malato-aspartate (Lahnirger.

1975). Zzte en &)l 020 de lor tejilor no fatoxinztéticoes. Zn el
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0x{geno’ producido (nmot/m)

cacos de leoe %elld0r forcrintéticcs el poder reluciar fuece ser

erzralicdo del Cloraplusto redldiante el CONNUTAICT del MAlato, CXNEeis-

to <c:cmo lo muesrtran los datcs de Houfe » Andercon (1§79) (Figura

$.22).

Figura %.22. Efecto de la MDH-
KAD. AJA ¥ Lid: en 1a  libera-
cién Qe o por clorcplastos de
chicharo ilumminalos en la pre-
cencis de KE ¥y NAD. Las rec-
clas Qe incunazisn  A-E ini-

cialrienve cenvenian elero-
rlastos (220 pg clorml. 59°%
intactea), NR (0.015% wuni-

dadez. ml), 1 ™M de NAD 3 10 mM
¢e DL-Zliceraliehidto en el
medio de incubacién de cloro-
rlastor. Ademss, todas 1las
mezclas de incutacién excepto
B contenian 1iniclialriente 1 mi
de NaN>-, LS demé&e adicicnes
fueron hechss <2SmMoO e muegtrs.
 Los wvaiores en peréntesis al
120 de la curvas derotan la
velocidad cde lideraciédn de O
en unoclegs mg 10 > h. FRedibu-
2ado de House ¥ Anderscn
11980). .

Tiempo (min)

MITRITO RBDUQTASA
La nitrito reductacze se encuentra localizada en 108 clore-~
vlastos de los tejidoe fotosintéticos ¥ en los rlbstidoe de las

células de las rafces. Tanto in NR como la NiR se encuentran
iocalizadas en las células del mesédfilo de las plantas C. (tabla

£.7), ez Jdecir en las célular en las 3us se encuenra presente lia
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fosfoenolpiruvato carboxilasa Y en las Que se& producae la mayor
parte del poder reductor en aeste tipo de plantas (Mcore ¥ Black,

1979).

Mgorc y Black (1979) han determinado que las. células del
m.-égilo de plantas C.,. reducen NO: acopladc & 1la produccidn
fotoquimica de O=. Esta liberacidn de O:r dependiente de NG:_ eg
dependiente de la iuz y es inhibida por la 3-(3, 4-diclorofenil)-
i, 1-dimetilurea y eastimulada por decacoplantes de la fotofosfo-
rilaciédn (Fig. 5.23). La temperatura Sdptima para que se ileve a
cabo este proceso con células aisladas del messéSfilo es de 4o°C,
el pH Sptimo de 7.5 ¥ la saturacid4n por luz se alcanza alrededor

de 1.5 x 10® erg/cm® x seg.

La explicacién a este fendémeno podria ger que el NO:7 actuara
como un aceprtor, Alteérns al NADPH de 108 electrones proveniantes
de la cadena fotosintética oxidando de eaeta manera a l1la ferredo-

sina.
3 HeO ~—~om—= e 6 H* + 6 e + 1.5 O
NOx + 6 8 ——om—mm— » NH: + HxO + OH™

La presencia de fosfoensclpiruvato incpementa el consumo de
oxigeno durante la reduceidn del NOZT, 1c que sugiere que 1la
c.rqaxilacién del PEP o la subsecuente reduccidn del ‘czao oxala-
cético compiten por el poder reductor producido fotosinvéticamen-

tea.
GLUTAMINO SINTETASA
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Le gluteminoc sintetusa cataliza la formacidédn de glutamina e

partir de amoniaco y &cido glutamicc en cloroplastoe de chicharo

en una reacclén gue degpende de la luz (Mitchell y Stocking, 197S5)

¥ Que es inhibida por CCCP. Sin embargo, parece ser Que depen-

diendo del origen del amonhiaco, endégeno o exdégeno la reaccidn es

o no dependiente de la luz (Ito et al., 1§77).

Liberacidn de 02 w——t  ymol

Tiempo {min)

Figura 5.23. FPatrén tipico de cambio de O, en célules deld mesdPi-
lo aisladus de hierba rastrera en rresencia de 10 mM
ae NOZ. El encendido ¥y apagado se refiere a los
valores de iluminacién en caca linea y esta referido
a pmoles Ae Oz cambiado/mg <€l0 x h: @l MA fue adi-
ecionado & uns concentracién de 15 pM y el DCMU a 10
pM. KRedibujedo de Moore ¥y Black (1979).

Mitchell Yy Stocking (1975) demostraron que cloroplastos
aicladoe de zhicharo fueron capacet de convertir Acido glutémico

en glutamins en la luc a una velocidad de 21 pmolecs glutamina/s/ mg

elo » h, (Fig. S5.24).
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Los cloroplastos aislados son capaces de producir glutamina.

si bien & muy bajas velocildades. en ausencia de 10 lo Que

indica la presencia en el cloroplasto de una poza de nitrégeno

disponible para la GS (Fig. 5.25). Cusndo se adiciona amonioc en

forma exdgena. la preoduccidén de glutamina ss ve estimulada,

alcanzandc un méximo a 1 mM de amonic (Figz. 5.25). La adicién

exbdgena ae 4cildo glutémico también estimula 1l1a rformacidn ae

glutaminae en ez=te aistema (Fig. 5.26).
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Figura 5.24. Curso del tiempo de 1la sintesis de glutamina por
clorogplactos eielados intactos de chicharo a 25°C y
2,400 ft-C. La mezcla de incubacié4n contenia 6.25
pmoles de glutamato monosédico. 0.125 uymoles de
NH.Cl, ©0.31 uc1 de *“*C-glutamato purificado, cloro-
Plastos cquivalentes a 35.5 pug Ae ¢lo ¥y solucidén C a
un  volumen firal ce 0.125 ml. El porcentaje de
pi&stidos intactos fue de 54.6M. Redibujado de
Mitchell y Stocking (1975).
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La formscidén Ae slﬁtamxns puede liecvarse a cabo en ls oscu-
1idad. 8i bien & nmuy bsiee velocidades {(tatle 5), en precencia o
€. augencls de una fuente exégena de nLitroégenc. La luz estimulas
slrededor de 8 veces la sinteeis de glutamira en 1relaciédn al
control en la oscuridad en ausencia de'-monio exétgeno, cuando se
adiciona eamonioc exédgeno (1 mM) el incremento en l& einteesls de
Siutamina llega a 22 v;ées (tavla 5.8) {(Mitchelil ¥y Stocking.

1678,

-

LLY od

nmoles de. Gin formada

Leg 4o NH, conc ()

-Figura 5.25. Efecto de la concentracién de NH, en la gintesgie de

: ’ glutamina por B min a 25°C ¥y 2.400C £t-C en cloro-
Plagtor intsctos aislados de chicharo. La mezecla de
incubacibébn contenis 6.25 pmolee de gluasmatc monoebd-
dico, 0.34 uCi ae '“C-glutamato, diferentes concen-
Traciones de NH,, cloroplacto: equivalentes a 25.2
pe clo y solueidn C a un volumen final de ©.125 ml.
El porcentaje de cloroplastore intactos en le suspen-
8i6n fue de 71iX%. Redibujedo da Mitchell ¥ Stocking
(197%5).

Que la sintesis ce glutamina ez un proceso dependiente de 1a

iz 17 demuestran los experimentos de ls tablas 5.€. La sazilaldo-

ea



un inhisilor de la fotofosforiiacisn efelica, an

auima 12 mM},
de luz blanca inhibe

grasencta dde luz roja percv no en prasencis
de giutaming en foruna significaviva. Feros datos

la =2inteals
sugiavan que 2] ATEF no ciclien ez une de los factores involuera-
£l DCMU, un inhibidor espe-

108 en la aintezls de la 2lutamina.

cifico del fotosletenas il (0.2 pM). inhibié la produccidén de
oxigeno an un 85% vy la sinte=zis de glutamnina ean un 25% en 1uz
blancsa, mientrus jue  €&) COCF (10 FM) inhibe completamente 1ia

ginteslz Jde Liutamins TaAants en 1ls luz blanca como en la luz rojJa
(MiLtchell ¥ Stocking. L974) . En €&l modela mostrade en la figura

5.27 2e sunarizan 198 recultados que muestran el conterel de la
S tuslis doe giutaming por e luz.
GLUTAMATO SINTASA

del

La glutamato sintass cataliza 1a reaceién de sintesmie

Gcido glutfimico 3 partir de giutaming ¥y dcido slpha-cetoglutArico
utilizendo un donador de elecrrones. que puede zer la ferradoxina
O @ NAD(f)H. EsTa ez una reac=21é6n que también depende de 1a& luz,
como 10 demuestra €1 hecho de que cloropleastos ilntactos aislados
4e cnicharo catalizean la transaminaciédn reductive del &cido
algha-cetogiutérico por 1a glutamins ¥ forman dos moléculas de

Acido glutémico con ls liberacidén concomitante de 0.5 moléa e Ox

(Fig. 5.253) (Dauson y Anderson, 1989,

de 2fntesisx del 4&cildo
(2

La reaccidn. depandiente de 1ls luz,

Zlutémico & partir de ls gluramina & irnhibids poar azaserina

=M) ¥ @l MSU (0.9 MM dlaminuye la velocided de literacisn del O

an 635 ¥y ocesa complertamente daspués do 16 minuton. La subsecuente

a4



noles de G\n formada

-8 X ]
Log 44 Glu conc M)

Filgurs .24 Efecto de la concantraciédn de dcido glutémico en lea

- sintesis de giutamina Aurante 8 min a 25°C y 2,800
£t=C pOr cloroplastos intactos aitcluaoz de chichare.
Le me=zclsa de incubaciébn contenia 0.125% pmoles de
NH,Cls ©0.30 pCi de *“*C-glutamsto purificedo, un
range variable de glutamato monosddico, cloroplastos
squivalentes & 25.4 pg clo ¥y solucidn € hassata un
volumen final de 0.125 ml. £l porciento de cioro-
flastos iIntactos en la suspensidn fue de 53.6%.
Reaibujado de NMitchall y Stocking (1975).

adicién de 2 mM de glutamina reinicia 1la 11bcr.e16n dJe O- (rig.
5.29) (Dauson y Anderson, 1%80).
FETABOLISMO DEL AZUFRE

Clorcoplacstos ajrlados de espinace eOon cafaces de reducir el
TLifuto a eulrrite «n ls luz cusnde se arnade [ ¥ sistema ADF.

RADFT, Fu Yy glutatidé:, en tento QUe ern la Of2uUridac los extractos

i
n
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hipatéticeo de la sintecis de glutamina en
108 cloroplastos., 1incluye la parte enervgética ¥ 1la
procedencia de 1o esgueletos carbdbonades y del ni-
trégeno. Redibujado ds Mitchall ¥ Stocking (1975).

Figura 5.27. Esquema

cloroplésticos son cepaces de llevar a cabo la misma reaccitén sit

se afade ATP y glutatiédn reducido. Ni 1a FA n1 el NADPH son

necesarios para llevar & cabo la 'x‘c‘ceién’ en la oscuridad

{Sehmiat ¥y Trebat,  1969). La reaccitn en 1la luz &8 inhidbide por

pCHU (2 pM) (Hock ¥ Anderson, 1978).
avidencia actual sugiere gue el sulifato es activado con
produciendo fot-

La
ATP, madiante la A‘d'enonxn~toseo¢\gnr.to cinasa,

fosdenosin fosformulfato, sl cual es reduclidd a evifitvo, resceiédn



02 producido {nmol/ml)

Figura $5.28. Cursoc del tiempc de
1iveraciébn del O3 por cloroplastos
1luninados en presencia de 5 mM de
glutamina, 0.5 oM de MSO y compo-
nente C. A, 6in suplementos adicio-
nales (condicién 1); B, con G.25 mM
de 2-oxoglutarato (conadicién la)d;
C. 41gual Que para A pero carece
inicialmente de piruvato (pir). Las
otras adiciones se hicieron como ae
indaica. Redibujado de Dawson ¥
Anderson (1980).

Tiempo (min)

catalizada por la sulforilasa, (Fig. 5.30) ¥y éste a su Vvaz, por
medic de una sulfito reductaca dependiente de Fa, es convertido

an sulfuro el cual es entonces incorporado en la cisteina.

En i1a luz, el factor reductor parece ger la Fd, sin embargo
&mta puede scr sustitulida por glutatiédn & NADPH, sugiriendo qQue
la Fa solo ee reqguerida para la reduccién fotosintética del

NADP*, como s¢ muestra en el disgrama de la figura 5.31.

Deede el punto de vista cuantitativo, la funcién més
importante de la reduccidédn del sulfato es producir cisteina, é&sta
es producida por sulfhiarilacién, con sulfuro, de la o-acetil-L-

serina. Esta reaccifén ez catalizada por 1la o-acetileerina

sulfhidrilasa. En las plantas supariores este anzima se encuentra
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rigura 5.29. Algunas proplie-
dades de la liberaciédn de O
por cloroplastos i1luminados en
presencia de 1 mM de NH- y
0.305 mM dAde 2-oxoglutarato ¥y
componente C (condicién 3).
Los experimentos B ¥y D 1ini-
cialmente carecian de NH: ¥y de
GDH~-NAD respectivamente. Lae
.adiciones posteriores fueron
hechas como ee nmuestra. El
porciento de cloroplastos aie-
lado= en A-D fue de 86X. PRedl-
bujado de bawson y Anderson
(19&80).

OxSgeno producido {nmol/m))

] W ® D & S & n
THermpo (min)

‘Figura 5.30.Cinética de la
reduccién del sulfato por ex-—
tractos cloroplésticos. Recgi-
cujadeo de Schmiat ¥y Trebst
(1969).

sulfito (nmoles)

Tfempo (min)

localizada aparentemente en el citoplasma, sin embarge como va se
mencioné lo0os cloroplastos aislados sSon cspaces de reducir al
sulfaro ¥y de sintetizar cisteina. Esta controversia ha sico

resuelta recientemente por Faukhaucer et al. (1976) Quienes dea-
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terminaron Que en realidad exieten dos isoenzimas. una en el

cloroplasto y otra en al citoblasma.

Sistema de transporte de electrones fotosintético en la luz

AT GSH ¢—— NADPH ¢—— ferredoxina
! | I
Sulfato ———+ PAPS —————» sulfito » sul furo

-

Figura 5.31. Diagrama Que muestra la reduccién del sesulfato a
gulfuroc. Redibujado de Schmidt ¥y Trebst (1969).

En Chlamvdomena  rednhardild 1a APS-cinasa es una enzima
.etiv-aa por la luz a través ao la tiorredoxina £ a través de un

mecanismo similar al de las plantas superiores (Schwenn y

Schriek, 1984).

Los . clorcplastos de chicharo aislados son capaces también,
an una reaceidn in‘log. & la de 1a reduccibn del sulfato, dJde
redquel» Se0:~ y de -1nt;tiz.r selenocisteina. Esta reaccidn
también es a.p-paa.ntc dae lusz ; @8 inhibdbida por DCMU (2 yﬂ) ¥ por
Naz$0: (0.5 mM) 92 ¥ 26% respectivamente (Ng ¥ Aﬁacn.on. 1679).
Sin .mgorzo ambos necanismos son a;fcronto-. ya QqQue l1a luz aeas

requerlida a diferentes niveles de ambag reacciones.

E1l grupo de Anderson también ha demcstrado de una Manera muy

elegante Que al S es incorrorado ra&pidanente en 1la cisteina

8%



(Pig. 5.32) (Ng y Anderson. 1979).

30

Concentracibn de sulfure
amol/ml de mezcla de incubacién

- N
pendde rrondide
——t———
Tiempo (min)

Efecto del OAS, DCMU ¥ de 1a luz en la produccién de
. S=T  depenaiente de SO=*" por clororlastos intactos
de chicharo. Redibujedo de Ng y Andesreson (1979).

rFigurs S5.32.

GLUCOSA-6~-FOSFATO DESHIDROGENAEA

Existen dos forsas de 1a c!ueoll-ﬁ-focb;to d.lhidroc.nnll.
(GSPD). qu; es la primera enzima de is via de las p.ntoa‘; .
fosfato, una  en el cloroplasto y otra an el citoprlasma, <v a
diferencia de las enzimas hasta AhOra analizadas, 1la luz no 1la
activa, 8ino que inactiva & ambas lecanzimas. Este efecto puede
ser innibido por DCMU, sugiriendo muy claramente que el aparato
totoqtntbttee esth lnyoluerndo en esate fendmeno (Anderson y
Rehrliich, 1977). !‘t. enzima <también puede ser inactivade iAn

yiire gpor DIT ¥ tiorredosiina y resctivada’ por HaOa, 10 que
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sugiere que la activacién en la oscurided puede involucrar 1la

oxidacidn de los grupos SH por el H-O_., 102 cualss havian sido

pravismente reducidos en la luz por alguna de lo& mediadores del

efecto luminico (Brennan y Anderson, 1980)

bien por algin tiampo la funcisdn del Ha0: fue materia de
la G6PD,

sS1
coritraveraia a cerca de su funcidn en 1as activacidn de

108 experimentos de la figura 5.33 realizadoe por el grupo de

han dejadc clsro que si puede ser al activador Jde esste

Andarson
enzima Jin ¥ivo en los cloroplaatos (Brennan y Anderaon, i1930).

estd Pastante Dien sstablecido éuc el HxOz ®a produce en

Adends
1978). Un posible mecaniamo

ti cloropl.lfa (Elstner y  fFrommeyer,

de eate efecto pudiera ser que el H:oz‘convierta al glurtatidén de

su forma reducida al estads oxidado y este glutatidn oxidado, a

su vez, oxide a la enzimsa. Eate mecaniamo implica Que los niveles

de ~ziutntién indado/r-ducido cambiaran drAsticamente en 1la
luz/ocgurzd-a. segin ;1 mecanigmo propuesro por Welosiux Yy
Buchanan (1977) (Fig. 5.346). ﬁnlliw-ll ¥ Foyer {(1978) han medido
estos nivaealaes en el cloroplasto y aus datos indican gque dichos
niveies no son funcidn de la prageancis © ausencis de luz lo que

sugiere que la accién del H-0O> puede ser una ax;d.eian directa de

1a engima. También =se ha propuesto que la anzims se ascele
disocie de 1a mambrens Adal tilacoide por .lecté de 1a lue,

r.cglnnda de eata manera au sctividad ( Ben-Bassat ¥ Anderason,

1981). En esta sscciacidn/aisociacién de la membrana podria estar

inveoluerada la tiorredoxina, siendo éste el colpuesto que oxidara

8 la enzima, ¥ no el H:0:» (Scheibe ¥y Anderson, 1$817.

En el caso Ade la enzima dal citoplasna, que también es
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inactivada por ls lus, se hs propuasto que existe una proteins

Que media ecte efecto (Anderson y Nehrlich, 1977).

% activided t
!
.\

Tiempo {sec) en oscurfdad

Figura 5.33. Curcc en el tiempo de la activaciédn en la oscurided
de 1la GSPD con (@) ¥ sin { O ) catalazas (7500
unidsdes) en cloroplastos de hoJa de chicharo.
FedibuJado de Brennan ¥ Anderaocn (198c).

o 7 7
‘ 0. Ferredoringg™\ / NADP T\I r7955¢ g //H.o.
Luy =% fercedoxina NADP  glutatidn  gluastidn, 2
: reductasa reductasa poroidasa

7 sxurs
H,0 F‘"‘*“?ﬂtgl/\“.)h‘ppﬂ‘ GsH 1;;?%??’

|

Figura 5.34. Mecanismo propuesto parsa el control de la relaciédn
de glutatién oxidado (GSSG) a glutatién reduecido
(GSH) en ios cloroplastos. Redidbujado de Wolomiuk ¥
Buchanan (1977). ' :

PROTEIN CINASA

Cloroplastos intactos aiglades incorporan "7 P-ortofosfato en

algunos polipéptidos en el rango de 7,000 a 70,000 caltones de

o2



peao molecular (Bennet, 19773, Las 3 fosfoproteinas més

abundantes estéhn unidas a la membrana del tilacoide y comprenden

un péptido de 9,000 daltonas ¥ dos mks de alrededor de 26,000

daltones. Estos 2 péptidos forman parte del complejo sZroteico-

cosechador de iluz (Benhet, 1979). El marcado de las

fosfoproteinas con T p-ortofosfato es dependiente de la 1luz en
2loroplastos intactos (Fig. 5.35) (Bennett, 1977). Las protein-

cinasas utilizan ATP como el donador del fosfato en 1o

experimantos in ¥iiro. Un paso obvio depeandiente de la luz an al

marcaje de las fosfoproteinas en ios cloroplastes a partlr de

SZp_ortofoafato es la generacién de SZP-ATP en los organelos

intactos. El heche de Que un deaacorlante, @l CCCP, 4inhiba el
marcado de las fosfoproteinas (Fig. 5.35) (Bennet, 1977) sugiere
Que  la fotofosforilaciédn tiene una funcidédn importante en - este
proceso. Sin émbnrgo. cuando la actividad de la protein cinasa es
ensayvada en cloroplastos osméticamente chocados o en  tilacoides
aislados, usando FEP-ATP axégeno como donador del crupb
foaforilo, la fosforilacidén de las proteinas es insensible al
CCCP.. pero atln es dependiente de la lus. Por otro lado el DCMU
inhibe 1la activacién de la protein cinasa. sugiriendo que ‘@l
transporte de electrones asth involucrado en la activacisdn de
esta enzima . Una avidencia -xﬁcpincntnl QuUe apoya esta hipbt.oio
@s la de que la FA ¥y el NADPH promueven la actividaa de aesta

enzims en la oscuridad (ponn‘tc. 1979a).

Todas 1l1as reacciones de fosforilacién de las proteinas de
los tilacoides son por igual dependientez de la lue. Esto indica

o Que las moléculea . ae protefn cinasa son fotoactivadas
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iana dient nte de su sustrato, © Que todos los surtratos son

sometidos & cambios conformacionales, dependientes del tranaporte

de alectrones, Que exponen loe sitios donde debden ser
fosforiledos.
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Figura 5.35. Cinética de incorporsacién de ®*p-ortofoefatoc en lar
proteinas de eloroplastos de Euclena en la lus (D),
en l1a luz eh presencia Jde CCCP (D ) © en 3 s
oscuriadaa (@& ). Redibujedo de Béiiveau ¥y Beller:zre
(1979)
. 'La presencia de inhibidores del transporte de electronec ¥
dos desacoplantes, no solo inhiben la fotofosforilacidn de lase
prorelinas, sino Que promueven su ¢c.fa:rprtl.e£6n. LO Que 1ndica

que no solo 1les provein cinacas. sino gQue Ttambién las

focforroteln rforfatacas ect&n regulacae jcr la -luz (Bennett,

(-1
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SINTESIS DE ACIDOS GRASOS
Cloroplastos ajislados son capaces de sintetizar 4Acidgos
en la oscuridad como en la luz en un

§,.36-A) ¥ da la concentracién de Mx™°

pracess qJue

grasoa tanto

dependiencte del pH (Fig.
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icetats

e
¥ =3 inhibida por la presencia de DTT (r&gr 5.36-B).
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Figura 5.36. A) Sintesis de &cidos graso
por cloroplastos de espinaca como una funcidén del pH
5) EZfecto del

en 1a 1uz (O) ¥ en la oscuridad (W )..
incremento an la concentraciédn del DTT en la veloeci-~
dad de sintesis de los Acidos grasos. Redibujado de

Sauer ¥ Hetlse (1983).

ATPasa
) La ATPasa, Qque ea la enzima Que sintetiza ATP tanto en 1la
mizocondria como en los cloroplastos. tambié&n es regulada por



luz, como lo cdemu=astran los <xperinentos de‘Huchzevmeyer b5
(1936). Estoe autores han propue=to JJue la velocidaad
transporte de ealactrones @8 quien regula la actividad
componente CF, de 1a ATFasa, a través del FS-I vy de
interacciédn entre proteinas vecinas en las membranas de

tilacoides.
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Tabla 5.1. Valores en 1la oscuridad Y en-la 1luz (30 min de
1luminacisn) de la 3FDhasga en extractos le hoja de
Elaum  sarivam slilvezrres y murantes, Comc medida e
utilizd el consumo de NADPH en Pmol/ma proteine x min,

Tigo de ‘plante .’ 7 Vacuricaa Luz Proporcién
’ . an] R lLuz/oscuridad

Plan<a verde I 0.050 0.243 a.00
1z o.072 . 0.243 ‘ .38

Irr 0.074 0.243 3.33

Planta blanca I 0.062 @.070 ‘ _1,;‘_’0_
1x ‘ 0.079 - ‘0. 064 “0.81

33 " o.079 c.071 “ouse

Datos de 2iegler y Ziegler (1956). : B T i L




Tabla 5.2. Efecto del DCMU ¥ 1la salicilaldoxima (SAD) a
difersentes concentracioneas en el asumento de | 1la
actividad de la GFDasa en Lgmina £ibha por medio de la
luz (Zieslor ¥ Z2iegler, i966).

Tratamiento Aeéivtdaa R.ﬁ-rdo del inere-
cscuridad/lus - mento en la luz (X)
Control 1/1.16 ’ o
bDCMU 10~ S 1/1.32 - .50
10—® 41/1 1;00
10~ L - an - 00
Control ’ : 11,17 o
sap 10-° T cazais2 . ss
10~% . as.z0 o TR
L oo o P

5 % 10~ : Y 71
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Tabla 5.3.Requerimiento para la activaciédn por ferredoxina del
componente alcalino de la FDPasa del cloroplasto.

Buchanan et al. (1971).

PL liberado
(pmoles)

Complero .
Gluratién reducido omitido

Ferredoxina omitidas

Componente de la FDPasgsa alcalino omitido
MgCl: omitido . .
Factor protéico omitido -
Fructuosa difosfato omitido

Completo, PFPAd no reducida (oascuridad)
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Tabla 5.4. Efecto de diferentes psrimetros durante el ensaye de
‘la setivided d& la NR Ain wiva. £En cada una de estas 3
saries de datos 108 madios de enseyo contra los cuales
se probdbaron varios componentas fue asmortiguador de
fosfato de potasic 10 mM pH 7.5, KNOx 50 mM ¥ 1X (v/v)
l-propanocl. La actividad de la NR estd expresada como
por ciento del méximo més/menos la desviacion
esthndar. £1 rango para los tratamientos individuales
con 100X de la actividad mixima estuve en el rangoe de
20 s 2% ol NO: (£ pPeso frasco, Nt ). Datos de

Nicholas et al. (1976b).

PH Actividad PL Actividad NO= Actividad
NR (%) (mM) NR (X) (mM) NR (%)

61.3 + 0.5 ] 71.7 + 0.6 ° 65.2 + 1.6

. 78.1 + 1. 1 80.8 + 1.6 10 93.2 + 2.2

6.5 82.6 + 3.4 10 88.9 + 1.8 25 100.0 + 2.8

. $9.3 + 1.4 100 100.0 + 0.5 50 98.6 + 1.9

7.5 100.0 + 2.2 250 7.5 . 1.6 100 91.1 «+ 1.3

8.0 95.2 « 2.4 500 .  83.2 « A.0 200 T 63.6 + k.2
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Tabla 5.5, BEraecrto dJde la zlucosé. NAD' v NMADH sobre 1la actividad
de 1la NFE in yvive en presencia de N2 comparada con ia

actividad de 1a NR in xitroa. Nicholas et al., (1976b).

Ensayos in wviva . Pretratamientos
. 20 h 20°C osc 210 h 30°C osc

Adlcicones
NAD NADH - . . seguido de 4 h 30°C luc

glucosa

43.15 21.83 35.07

Enasyes An vitrg
' T 1.80 z2.92 2.13

LED (0.05)
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Tabla 5.5. Efecto de aiferentes concentraciones de metabolitos
- intermediarios scbre la aczividaa de la NR en
presencia de NOs in wivo. Nicholas et al. (1S76b).

Nitrato Glucosa Piruvato Citrato Sueccinato Malato
(mMm) ) jmoles NOz (& PFr/h)
o 3.84 3118 3.52 3.04 4.53
10 Ca17.77 3.88 4.19 3.89 4.89
100 20.27 - 9.73 9.73 8.73 10.55
200 ay.3z2 10.38  10.17 . 9.66 ‘ 12.53
LSD (0.05) 1.947 0.87 a.92. - 0.47 °-9§
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Localizacién y actividad de las enzimas de asimilacidn
del nitrégeno en hojas de hierba rastrera. Moore ¥

Black (1979).

Tabla 5.7.

Enzima Hoj; Células células Células de
integrs del . de la lo8 dos
P measdbrilo vaina ‘tejidos
- Fﬁolc- produeto/mg cl6 X h
NR : : 5.1  o ‘8.3 ND* 40.3
T MNAR : 25.7 - Cag.m v ND 20.2
Gs sa.2 33.6.. . us.6 3.8
Gs : 10.1 6.5 " oa3.9 8.0
GDH-~NADH ] 16.7 i ‘4.2 28.3 ' 12.7
GDH-NADPH 6.3 T T11.1 71

!ND = No detectada

Solucidédn €. Sorbitol 0.33M, NaNO= 20 mM, Na:EDTA 20 mM, aacorbato
dé sodio 2 mM, - MnCl:: 1 mM, MgCl: 1 mM, K:HPQw, PH 7.6, HEPES 50

mM v NaxF:0,. LOH-O.
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Tebla 5.8.Efecto de la luz, la oscurtidad ¥y el aitrégeno exégeno
en 1a siteeis da glutamina por ecloroplsstos integros,
sislados de chicharo. Mitchell y Stocking (1975).

-k oy 4 e A e W e G vy I A e ot A Y W R e M e P Y Ty o o T

* Oscuridad Luz uz/ B-A para
Fuente de nitrégeno (A) (B) estimu- 100% de
laca pléstidos
intactos

Pmolcn gln formada mg clo”* h*

Nada . - c,23 1.84 1.012 2.69
Anonio 107> M -0.35 7.96 7.581 12.712
Nitrito 207" M o.27 4.27 4.00 5.67

"10a



Tabla 5.9. Acoplamiento entre la sintesis de glutamina ¥y 1la
fortofomsforilacibdn en cloroplastoa integroe alslades.
Mitchell y Stocking (1975).

Luz incandescente Luz roda 1.3nnn'
Tratamiento ) .
gin Inhibleidn gin Inhibicién
{mmcy) (%) {(mmol ) (%)
Control 3906 | mee 42.8 -——
SAD 2 x 1079 . 3803 5. 3.3 'a3.0 22.9
pCMU 2 x 1077 . l29.b - Y287, 43.8 0.0

pomMy 1 x 10~
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CAPZIZTUOULO vs:
‘REGULACION POR LA LUZ DE LA EXPRESION GENETICA

‘Lae plantees han evolucionado para responder al medio ambien-~
te de diferentes maneras ¥ han incorporado sefiales en sus viars
metabélicas qQue responden al medio_aﬁbi.nt.. Fv.c;.ntom.nte se ha
sugerido Que la falta de movilidad ha producido un conjunto unieo
de resptiestas al medio ambiente del cual las plantas no puaden
escapar. tUna sefial Ael ﬁedio ambiente muy importente, es la luz,
la cual nNo sOlo se usa para la fotosintesis. sino también como un

modulador de complajos mecanismos reguladores y de dasarrollo.

Las plantas tienen por 10 menos tres fotorreceptores que
median la respuesta a 1; luzs fotoclorofila, fitocromo ¥ uno o
mas receptopés azules los cuales no han sido completamente carac-
terizados (Brigges y Iino, 1983). Ademés. la luz ultravioleta esté
involucrada en la induccién de las enzimas de la biosintesis éo
los f.nilpéop.noia.-. Pero el fotorreceptor de esta respueasta no
ha ;1¢o determinado. Hay evidencia de que hay dos fotorreceptores

'1nvolucr.&o- en la mediacisén de una respuesta simple ¥ no se sape
que nin&uno de los fotorreceptores actGen directamente (Todbin ¥

Silverthorne, 1988%).
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Una de 1las respuestas de las pluntas & la 1luz 1involucra
cambics en la expresidn de los genes a nivel de ARN. La regula-

214n de la oMpresidn genérica cor el fitocromoe y el rfotorraceptor

censivle a 1la luz UV ha s8ido estudiada extensivamente a nivei
moliecular. Muchoa de loz genee cuya expresién cambia por efecto

dJe la luz codifican para proteinas del cloroplasto. Se sabe que

‘@l fitocromo participa en la regulacién del desarrollo del cloro=-

plasto (Mohr, 1984: Lamb y Lawton, 1983).
El descubrimiento del fitocromo fue el resulvado de su papel

en tales como

ls floracidébn y la germinacidn. Tales observaciones sugirieron que
en el

el desarrcllc de aligunos procescs de lae plantas,

la accidén el fitocromo podria ser un switch importante
control de la expresiédn genética. Los primeros reportes del
" efecto del fitocromo sobre el producto especifico de un gene

fueron pregentados por Marcus (1960)., quien demostrd que la

regulacién de la GFrrasa estaba mediada por fitocromo. ' Para 1977,
Scnopfer pudo enlistar 52 enzimas cuyva actividad se reportaba que
camblaba gor accién del fitocromo (Schopter, 19775. Mé&s reciente-

mente Lamb §» Lawton (1983) han incrementado esta 1lista a 61

enzimas regualdss por la luz.

Se ha sugerido Que el fitocromo puede actuar activando genes

1964; Holgate ¥y Goodwin, 19653 Mohr, 1966, 1972).
otrose

(Hoek y Mohr,

s bien estd claro que el .fitcerome rambién puede afectar

Ddrocescs an las células bezecqles (Quaiz, 1933). Sin embargs, de

<«&me  se encuentran relacionadas la reapuesta répida en ciertos

Frocasos celulares ¥y sus afecTtos en la expresidn ganérica rermna-

ece sin contestar.’



La accién del ritocromc incrementa tento la cantidad total

de ARN, como la fracciétn de ARNr an brotes de chicharo 28 n

deapués ae un tratamiento de luz roja (Jarre, 1965). Experimentos

m&s detallados han demostrado que el fitocromo puede incrementar

la acumulacisn (Thien ¥y Schopfer, 1975) ¥y la sintesis (Thien »

Schopfer, 1883) de ARNr en los cotiledones de pléntulas de mosta-

za. También se ha observado un incremento en la transcripcién de

ARNr en Lsmuna (Silverthorne ¥ Tobin, 1984) y en cebada (Mosinger

et al.., 198%5) dentro de las dos horas siguientes a la iluminaciédn

con liuz roje.

Existe uns eran cantidad de reportas qus muestran Jgque el

fitocromo media un incremento en los niveles de polisomas en las
hoJas (Yamamoto et al., 1975).” Presumiblemente. tales incrementos
an las relacionas AaAe polisoma/monosoma refleja un incremento en

la sintesis de ARNm, pero tambié&n puede dedberse a una

movilizacién del ARNm slmacenado (Giles et al.. 1977).

Algunos otros estudios han sugerido Que el fitocrome puede

afectar otros aspectos de la magquinaria de .lﬂt..l. de proteinae.

Por ejemplo, los ribo s aislaa de pléntulas de mair y frijol

crecidas an la oscuridad fueron considerablemente menos activos
en la incarporacis de aminodcidos que los de plantas que fueron

expuestas a la luz rojs (Graham, 1971). También se ha observado

un  incremento en la capacidad de 1os riboscomar para incorporar

fenilalanina en presencia de poli(Uu), lo Que sugliere qQque los
ritosomas pueden incrementar su actividad en lsa lus. Travis et
al. (1974) han reportado que los ribosomas 30S de maliz son mucho

més activos in vitro en un efecto mediado por fitocromo. En este
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caso parece ser gque el ritocrsamo inaremerta lox niveles de ARNT

asociados eon loa ribosomas.

unidn de los riboz=omas del clorc-—

.a luz también arfecta la

plastoe = las menmbranas de loa& tilacoides (Fien y Jagendonrf,
1982). Parece ser qQue este efeto depende Jdel flujo de electronas

no ciclico mas bien que del fitocromo o de algin otro pigmento.

Eatudio=z pioneros han sugerido que la luz afecta la expre-—
#i6n de l1os genes en las plantas superiores. Exparimentos con
inhibidores tales como 1a-aet1nom1c1n. D sugieren Qque 1la 1luz

puede actuar sfectando la transeripcién de genes especificos

{Mohr, 1972). El1 primer repcrte de que la luz afecta los niveles

ae ARNm traducinvle fue el de THbin ¥ Hieln (L975) an  Lammuns

Estos autores demd>straron Que tcantidades iguales de ARNm-

sipha.
pPol1{A)
al ser Traducido 4in vitre produjo gruposs de

Experimentos mAs recientes en la misma planta han mostrado Que la
la subunidad

aislado de plantas crecidas en la luz ¥ en la oscuridad

protaeinas diferentes,

luz afecta ARNm espezificoe, incluyenis los Ade

Pequena - de la Rubisco ¥ loa de la proteins cogechadora de 1luz

(Tobin, 1978; Broglie et al.. 19343 Zhu et al., 1985).

Apel Yy HKloppstech (1978) determinaron Que los niveles de
ARNm de la proteina cosechadors de luz en cebada se incrementan
en respuecta a la luz. si bien la subunidad pequefia de la Rubt.cb
no se vié afecteda. La luz‘también afacta 1a axpresidn de un seane
Jel c1¢voplalt§ Que eodiriey para una protei{re de la membrana de

los tilacoides de aproximadanente 32,000 daltones de peso

Wmolecular (Medbrook et al.. 1972,
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Otra enzima cuyos niveles de ARMm se ven modificados por la

luz es 1la PEPCessa de hojas de maiz (Sims ¥y Hegue, 1981). Sin

embargo D V se bre @1 mecanismo por el cual se

incrementan estos ntv.lo-; sl bien se h.‘.yc-ptdo. al igual Que
para la subunidad peguefia de la Rubisco ¥y las otr..'protolni- que

aumentan por efecto de la lus, Qque el fitocromo esth involucrado

an la mediacién de este efacto.

En resumen, easté clarc que la luz pﬁ.do afecter la exprasién
de genes, f.nto nucleares como del elévopl--to. Los efectos
pueden variar entre especies: un gene f‘culjao por la luz en una
.Ap.ci. puede verse afectado de diferente forma © .xEiniéﬁ en’
otra especie. La regulacién puede ser po-ittv; © negativa . Los
fotorreceptores involucrades en la mediacién de la respuesta no

siempre han sido 1d.ntif1e.ao-.:
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CONCLUBSIONES

La l1uz afecta el metabolismo de las plantas, tanto a nivel

del metabolismo intermediario. como en la expresién de ciertos

-geneg. A nivel del metabolismo intermediario aiGn se desconocen

. varios aspactos del meclninmb de regulacidén por la 1uz y falta

por confirmer varias de las hipStesis propuestas sobre la funcidn

de los LEMs. .

Por 1o Que recpecta a la regulacidén por 1la luz de 1la

exprasién genética, la investigacién en este campo eats llgndo’.n

9-91.: direcciones. Une de estas Lro.--o. 1a caracterizacién de

los eenés ¥ lLas secuencias gque las glanduoan las cusles poarian

ser las responsables de la accién de la luz tal ¥ como Estrella-

Herrera et al., han demostrado recientemenze (Herrera-Estrella et

ai.. 19386). El uso del sistema de Asrabactariux rumsfaciens para

transferir ADM clonado en el genoma de las células vegetsles serd

de gran utilidad en el futuro para elucidar la funcién de las

_.Qeu.nein. qu.'flnnquaqn -A 108 genes.

otra 1importante édrea de investigacién es entender los pasos
intermadiarios entre la percepcién de la luz ¥ 1la respuesta
transcripcional. Més allé de los esudios de los fororreceptorss

MLiamOSs €8 necesario delinear el procesdo gque estos fotorrecaptores
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puidcn afectar da tal manera de entender los sventos Quae modifi-
can ls tranascripeién. '

Une tercer &rea de 1nv¢¢c£¢q¢lbn tiene la meta de entender
cono esth coordinada 1ia tuncto; ¥y @l desarrollo de los cloroplas-
tos con otras funciocnes celulares ¥ cual es 1s funcidn que tiene
is luz en 2a exprasidn de los genes del claropliasto.

de eatas matas de las inveatigacionas

Los propésitos
tanto la aplicacién

dealineadas an loea plrrafos antariores son

préctice en el mejoramiento de los cultivos como el antendimiento

de como l1a luz puede regular la axpresidn de los ganes aean las

plantas.
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