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Carta del Presidente

Queridos compaiieros:

El pasado mes de Julio 1994 tuvo lugar el 9th Congress of the Federation of
European Societes of Plant Physiology en Brno, Repiiblica Checa. Asistimos alrede-
dor de 40 cientificos espafioles, una buena contribucién si comparamos con la de otras
sociedades europeas, sin contar los paises del Este de Europa, cuya participacién fue
masiva.

Asi como en el Boletin anterior os comentaba mi preocupacién por la escasa impli-
cacién espafiola a nivel de coordinadores de mesa, constatada en la informacién que
recibimos antes del Congreso, sin embargo comprobé con satisfaccién en el programa
definitivo, que habian sido seleccionadas una decena de comunicaciones, en las dis-
tintas sesiones, permaneciendo a nivel de coordinacién la sesién de Ecofisiologia por
J.A. Merino y cerrando el Congreso el Profesor F. Garcia Olmedo, con una brillante
intervencion.

Creo sinceramente que la actuacién de los fisiélogos espafioles en el Congreso de
Brno estuvo a un nivel elevado, destacando la excelente conferencia de nuestra joven
investigadora M? Angeles Pedrefio, premio FESPP 1994 a la que una vez més dirigi-
mos nuestra maés efusiva felicitacién y animamos desde aqui a cosechar futuros triun-
fos. Junto a ella es de destacar la intervencién del otro premio FESPP 1944, el Dr.
Pierdomenico Perata de la Universidad de Pisa, que mostré una gran competencia en
la exposicién de su trabajo cientifico.

Como sabéis el 10th FESPP tendr4 lugar en Florencia en 1996. Conoci al organi-
zador, Profesor Amadeo Alpi en la reunién de presidentes de 1a FESPP con el Secreta-
rio General H. Lambers. El Prof. Alpi nos invité muy cordialmente a Florencia mien-
tras nos mostraba un video con las bellas imagenes de la ciudad. Espero que ya todos
hay4ais recibido el Boletin de preinscripcién.

Antes del Congreso de Florencia asistiremos a la Reunién de la SEFV en Lisboa,
que tendra lugar en Estoril en Octubre 1995. Para la organizacién de la misma, la
Junta Directiva ha estado en contacto con el Prof. Pereira en varias ocasiones. El
profesor Pereira me transmiti6 su preocupacién por el bajo niimero de preinscripciones
espafiolas que habia recibido, por lo que se ampli6 el plazo hasta Gltimos de Noviem-
bre. Es de preveer que finalmente asistiremos a la reunién un gran ntimero de fisiélogos
vegetales en camaraderia con los fisilogos portugueses para poner en comuin nues-
tros Gltimos avances cientificos.
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En 1995 tendran lugar en Espaifia varias reuniones Internacionales organizadas
por alguno de nuestros compafieros de la SEFV, entre ellas el 1st International
Symposium on Solanacea for Fresh Market, en Mélaga; European Symposium:
Photomorphogenesis in Plants, en Barcelona; International Symposium of
Phytochemistry of Fruit and Vegetables, en Murcia y el International Symposium on
Weed and Crop Resistance to Herbicides, en Cérdoba. Mi felicitacién a los organiza-
dores desedndoles muchos éxitos y abundantes logros.

Nuevamente queremos reiterar nuestra invitacién a que nos enviéis toda clase de
sugerencias, con el fin de lograr una mayor intervencién de los socios en la aportacién
de ideas dirigidas a crear nuevas actividades de la SEFV y que hagan posible un
boletin mas dindmico y més polemista, con una visién siempre constructiva.

Recibid muy afectuosos y cordiales saludos

La Junta Directiva os desea un Feliz 1995.

Mas Cooperacion

El pasado 11 de noviembre tuvo lugar la Asamblea de Socios de la SEFV corres-
pondiente a 1994. Ante el escaso nimero de asistentes, la Junta directiva quiere
invitar, al menos a los Socios de Madrid, a hacer un esfuerzo para asistir a estas
reuniones. Con este motivo y como recordatorio se os envié una carta a cada uno de
vosotros, en la que también se incluyé el boletin de preinscripcién de la XI Reunién
Luso-Espaiiola de la SEFV, para aquellos que todavia no lo hubieran enviado a Lis-
boa. Como resultado obtuvimos una escasa respuesta de asistentes.

Una vez maés insistimos en la necesidad de una estrecha colaboracién de todos los
socios con la Junta Directiva para conocer vuestras opiniones y que éstas cristalicen
en acciones concretas a tomar por la Junta de la SEFV.

Igualmente recordamos a los socios que no han abonado la cuota de 1994, hagan
el ingreso en la ¢/c 0182 4017 52 0010161438 del BBV, C/ Diego de Leon, 16, Agencia
17, 28006 Madrid y nos envien con urgencia los datos de la domiciliacién bancaria,
con los veinte digitos en su cuenta corriente. Los recibos para 1995 se pondrén al
cobro en Enero.

La Junta Directiva
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Informes

IX FESPP CONGRESS. Brno, Czech Republic

El pasado mes de Julio tuvo lugar el 9th FESPP Congress en Brno, Reptblica
Checa. El balance ha sido muy positivo, tanto en el aspecto cientifico como en el
social, y es justo por ello felicitar una vez més al Chairman Prof. Prochazka asi como
también al Comité Organizador. Lo que no pudieron evitar los organizadores fueron
las altas temperaturas que sufrimos durante esos dias, jpara las que no ibamos pre-
parados!.

El Congreso tuvo lugar en el Hotel Boby Centrum, donde se alojaron también
gran parte de los participantes. Se trata del hotel mas moderno de Brno, situado
frente al Parque principal con amplios salones dotados con modernas facilidades. En
uno de ellos, el Show Hall, el principal del hotel, se impartieron las conferencias ple-
narias de apertura y clausura, las sesiones correspondientes y también se expusieron
los posters lo que suponia una gran comodidad para visitarlos durante el tiempo del
“coffee break". Aunque la mayoria de las Sesiones tuvieron lugar en el Boby Centrum,
algunas se llevaron a cabo en el Salén de Actos de la Universidad de Agricultura,
situada en un bonito paraje en las colinas de Brno, de la que el Chairman del Congre-
so0, Dr. Prochazka es profesor. La Universidad de Agricultura goza de un gran renom-
bre en la Republica checa, al pasar por ella muchas generaciones de estudiantes.
Brno es una ciudad monumental con amplias calles y edificios de gran porte que
evocan épocas de esplendor y sobre todo es la cuna de Mendel, cuyo Museo visitamos.

Es de destacar la organizacién social del Congreso que estuvo magnificamente
cubierta por la Agencia de Viajes CEBUS de la ciudad de Brno que dispuso de un
plantel de jévenes estudiantes checos que nos atendieron muy amablemente en un
perfecto inglés (aspecto no muy comun entre los checos), y que fueron de gran ayuda
en las excursiones culturales por tierras de Bohemia y Moravia.

El programa cientifico estuvo dividido en 21 Sesiones coordinadas cada una por
dos Chairman, uno de ellos siempre perteneciente a los paises del Este de Europa. De
las cuatro conferencias plenarias a cargo de los Prof. H. Saedler, Y.Y. Leshem, W.P.
Jacobs y K. Raschke me gustaria destacar la conferencia de apertura del Dr. Leshem
de Israel, que nos expuso sus puntos de vista sobre la existencia de una respuesta
comtin GAS ("General Adaptation Syndrome") en los diferentes tipos de estrés fisiol6-
gico. El Dr. Leshem mencioné las implicaciones en estos procesos de los fenémenos
oxidantes, radicales libres y anoxia, enzimas protectoras antioxidantes, cambios
biofisicos de membranas, adaptaciones anatémicas, y puso especial énfasis en el ana-
lisis del é6xido nitrico como un nuevo factor posiblemente implicado en la regulacién
del metabolismo vegetal. También hablé de las "heat-shock proteins" entre los temas
a desarrollar en los préximos 5 afios.

Como todos sabéis uno de los premios FESPP 1994 recay6 sobre la Dra. M2 Ange-
les Pedrefio de la Universidad de Murcia, la cual fue invitada por el Comité organiza-
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dor a dar una conferencia sobre oxidasas y peroxidasas que fue elogiada por todos los
asistentes. El otro premio se concedié al Dr. Pierdomenico Perata de la Universidad
de Pisa que también dio una excelente conferencia.

Me gustaria resaltar la Sesién "Plant-herbicide interactions" que conté con tres
conocidos especialistas en este campo, Profesores Van Oorschot, Van Rensen y
Lichtenthaler a cuya intervencién siguieron cuatro comunicaciones cortas, dos de las
cuales estuvieron a cargo del grupo de la Prof. E. Simén de Barcelona, y de la Prof. C.
Gonzélez-Murua de Bilbao.

La Sesi6én de Ecofisiologia fue muy bien coordinada por nuestro compafiero J.A.
Merino, asi como la de Metabolismo Primario cuya coordinacién corrié a cargo de S.
Amancio, colega portuguesa. En esta sesién tuvo también una excelente intervencién
la Prof. Pilar Carbonero de la ETSI Agrénomos de Madrid.

Destacable fue también la presentacién de sus trabajos por jévenes becarios
predoctorales espafioles, como la de M. Gonzalez del grupo del Prof. Arrese Igor de la
Universidad Piblica de Navarra en la Sesién «Plant-microbe interactions» y la de
F.G. Witt del grupo del Prof. Pedro Aparicio Alonso de Madrid en la Sesién «Signal
transduction pathways». Asi mismo el Dr. M.A. Quifiones del grupo del Prof. Aparicio
Alonso presenté una interesante comunicacién en esta sesién.

Dado el solapamiento inevitable en los Congresos de estas dimensiones, siento
haber perdido las intervenciones de otros colegas esparioles, como la del Prof. R.
Rodriguez de la Universidad de Oviedo, de los Prof. D. Morales y M.S. Jiménez de la
Universidad de La Laguna, de 1a Prof. Ch. Poschenrieder de la Universidad de Barce-
lona que aportaron también importantes contribuciones al Congreso.

Antes de finalizar el Congreso tuvimos una reunién de delegados europeos con el
Secretario General, Hans Lambers, que nos comunicé, entre otras cosas, la idea de la
elaboracién de un Directorio de la Federacién Europea con todos los socios, que est4
en marcha en la actualidad.

También se discuti6 en esta reunién la entrada en la Federacién Europea de la
antigua Sociedad yugoeslava, peticion realizada a través del Prof. Saric que fue su
Presidente y también Presidente del FESPP organizando el 6th Congress en Split.
Pero ante la negativa de algunos delegados, se pospuso este asunto hasta la préxima
reunién europea en 1996.

Como ya sabéis el 10th FESPP Congress se realizara en Florencia y serd el Prof.
Amadeo Alpi de la Universidad de Pisa su organizador. Para las préximas reuniones
se ofrecieron algunos paises del Este de Europa, quedando finalmente Bulgaria para
el 11th FESPP Congress en 1998.

El punto final del programa cientifico lo puso el Prof. Francisco Garcia Olmedo del
ETSIA de Madrid, que nos expuso un interesante trabajo amenizado con extraordi-
narias diapositivas de «tissue printing» sobre «Defense genes and proteins in barley».
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La parte social del programa se cerr6 con una fastuosa fiesta de despedida en la
que abundaron ricos manjares y espumosos vinos.

En resumen, un Congreso satisfactorio de grato recuerdo.

M.R. de Felipe

g

Participantes espafioles en el IX FESPP Congress. Hotel Boby Centre. Brno.

INTERNATIONAL CONGRESS ON SEXUAL PLANT
REPRODUCTION

University of Vienna, Austria
(July 10-14, 1994)
Comunicado por M.I. Rodriguez Garcia

Bajo los auspicios de laAsociacién Internacional de Reproduccién Sexual en Plan-
tas, se celebro el 13th Internacional Congress en este campo bajo el titulo "Frontiers
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in Sexual Plant Reproduction Research", con mas de 150 participantes procedentes
de unos 20 paises. El programa del congreso agrupé 70 comunicaciones orales y 83
paneles en sesiones que reflejaban los intereses cientificos de los participantes, inclu-
yendo los siguientes temas:

— Female development

~ Male development

— Male gametophyte and fertilization

— Fertilization and early zygotic embryogenesis

— Pollen embryogenesis

— Biotecnology

De las conferencias merecen destacarse entre otras: "Pistil development &
pollenpistil interaction in tobacco" (C. Mariani, Utrecht, Holanda); "Down regulation
of an anther-specific gene for generation of male sterility in crops plants” (B. Singh,
Melbourne, Australia); "Gametes and in vitro fertilization in plants" (C. Dumas, Lyon,
Francia); "Molecular control of pistil and ovule development in higher plants" (A. van
Tunen, Wageningen, Holanda); Pollen development and the relevance of heat shock”
(J.P. Mascarenhas, Albany, U.S.A.); y por dltimo la conferencia de clausura sobre
"Pollen biotechnology" (E. Heberle-Bors, Viena, Austria).

Hay que resaltar la contribucién espafiola en este congreso, que aunque no muy
elevada en nimero (9 participantes), si lo fue en calidad como se refleja en que de las
8 contribuciones presentadas 5 fueron comunicaciones orales y 3 paneles, ademas de
la presidencia de dos sesiones, una sobre "Pollen Embryogenesis" (Dr. O. Vicente) y
otra sobre "Male Development" (Dra. M.C. Risueiio).

El congreso resulté sumamente interesante y enriquecedor dado el abordaje
multidisciplinario que se dié a los diferentes temas objeto de estudio: fisiolégico,
bioquimico, celular, genético y molecular. Participar en este congreso, al igual que
ocurre con otras reuniones cientificas similares, ha sido una excelente oportunidad
para hacer contactos, oganizar cooperaciones internacionales y preparar futuros pro-
gramas de investigacién o reafirmar las ya existentes. Una seleccién de 30 trabajos

presentados en el congreso seran publicados en un nimero especial de la revista
PROTOPLASMA en 1995.

Este encuentro bianual celebrado en Viena hace el ntimero trece de una serie que
empezé en Paris en 1968 como un coloquio informal organizado por el Prof. Favre
Duchartre. De estas reuniones en el campo de la embriologia de las plantas, surgié
una red de grupos con intereses cientificos comunes. En 1988 en Siena (Italia), du-
rante la celebracién del décimo simposium de "Sexual Reproduction in Higher Plants"
se inici6 la organizacién de una Sociedad que agrupara cientificos interesados en el
campo de la reproduccién sexual en plantas. Finalmente, esta idea cristalizé en 1991
con la constitucién de la "International Asociation on Sexual Plant Reproduction
Research (IASPRR)", y que en la actualidad cuenta con més de 350 socios. Durante el
congreso de Viena tuvo lugar la segunda Asamblea General de la IASPRR, acordén-
dose que el préximo congreso tendra lugar en 1996 y sera organizado por el Prof.
Knox en Melbourne (Australia).
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No quisiera terminar este informe sin hacer unas reflexiones sobre la escasa aten-
cién que dentro de la Fisiologia Vegetal se le ha dado tradicionalmente a esta impor-
tante area como es la reproduccién sexual de las plantas superiores. No sin razén, en
1979 Heslop-Harrison llamé a la fase gametofitica del ciclo vital de las angiospermas
"la generacién olvidada" ("forgotten generation"). A nivel internacional esta denomi-
nacién hoy dia es anecdética. Es Espafia, se estdn poniendo las bases para que tam-
bién deje de serlo.

M? Isabel Rodriguez Garcia
Investigador Cientifico del C.S.1.C.
Estacién Experimental del Zaidin, Granada

Nuevos Socios

Alvarez Fernédndez, Jestis Miguel
Bolaiios Rosa, Luis

Martin Clemente, Juan Pedro
Medina Falcén, Lidia

Merino Ortega, José Angel
Pastor Lecha, Alicia

Pastori de Souza, Gabriela M*
Pérez Sanz, Araceli

Cuartero Zueco, Jesus
Encuentra Martinez, Alfredo
Esteban Fernandez, Elvira
Goémez Jiménez, M? del Carmen

Hernandez Apaolaza, M2 Lourdes Pineda Priego, Manuel

Lozano Rodriguez, Esther
Lucena, Juan José
Llambrich Moreno, Esther

Rodriguez Rosales, M? Pilar
Rojas Ojeda, Patricia
Quifiones Gémez, Miguel Angel

José M? Abrisqueta

Dolores Alcaraz Fernandez

José Carlos Carrién-Pérez
Margarita Gual Perello

Juan Carlos Ferndandez Maculet
M? Antonia Masdeu Puig

Bajas

Pilar Mazén

José Manuel Pozuelo Gonzélez
Ana Marta Ramén Aguera

M? José Suarez Pérez

Agustin Vioque Pizarro
Amparo Vivo
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¢ Sistema de iluminacion situado fuera de la
camara con refrigeracién independiente.

* Maxima precision de temperatura 0,5° C.

® Alta gama de humedad hasta el 95% de
HR.

* Nueva patente ASL MICROCLIMA.
* Intensidad de luz hasta 100.000 Jux.

¢+ Cualquier tamafio -SEGUN NECESIDAD- y
espacio disponible.

® Bandejas de trabajo ajustables en altura.

PROGRAMA DE FABRICACION

» Camaras para Crecimiento de Plantas.

® Céamaras para cultivos «IN VITRO».

» Camaras para Entomologia, cria de insectos, 4caros, etc.
* Germinadores de semillas, camaras de enraizamiento.
® Cémara Universal para cultivos.

¢ Camaras Frias.

» Arcones Congeladores.

* Bancos de Germoplasma.

* Conservacion de semillas y estaquillas.

CAMARA DE CULTIVO CON
BANDEJAS DE LUCES

ASh, S.A.

h SIERRA DE ALBARRACIN, 3

A s TELEFONO (1) 675 24 11

FAX (91) 676 53 71

APARATOS CIENTIFICOS 28830 SAN FERNANDO DE HENARES (MADRID)
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Revision

ESTRUCTURAY FUNCION DE LOS FOTOSISTEMAS.

CENTROS DE REACCION

Francisca Ferndndez del Campo

Unidad de Fisiologia Vegetal. Departamento de Biologia.
Facultad de Ciencias. Universidad Auténoma de Madrid.

Cantoblanco, 28049-Madrid

INDICE
1. Introduccién. El Fotosistema
2. Centro de reaccién de bacterias

2.1. Composicién, estructura y separacién de cargas
2.2. Sintesis y ensamblaje de los componentes
3. Centro de reaccién de organismos con fotosintesis oxigénica

3.1. Centro de reaccién del Fotosistema II (CRII)
3.1.1. Composicidn, estructura y separacién de cargas
3.1.2. Sintesis y ensamblaje de los componentes

3.2. Centro de reaccién del Fotosistema I (CRI)
3.2.1. Composicién, estructura y separaciéon de cargas
3.2.2. Sintesis y ensamblaje de los componentes

Nota: En este boletin se van a tratar los puntos 1 y 2; en subsiguientes se tratard

el resto

1. INTRODUCCION.
EL FOTOSISTEMA

El término fotosistema se emplea para
designar los complejos pigmento-proteicos
de las membranas fotosintéticas que estan
relacionados con las primeras etapas de Fo-
tosintesis. Aunque ain no hay acuerdo ge-
neralizado sobre la delimitacién de las fun-
ciones especificas de un fotosistema en los
distintos organismos, en un sentido restric-
tivo puede considerarse como tal el conjun-
to minimo de componentes del apara-
to fotosintético necesario para trans-
formar eficientemente la energia de la
luz en energia quimica estable. Dichos
componentes se agrupan en dos entidades,
distintas estructural y funcionalmente: la
antena y el centro de la reaccién
fotoquimica, o simplemente centro de reac-
cién (CR). Un tratamiento completo de los
fotosistemas deberia comprender ambas
entidades y considerar aspectos diversos,
como composicién, estructura, procesos rea-
lizados y mecanismo de los mismos, sintesis
y ensamblaje de los distintos componentes,
asi como la regulacién por factores

endbgenos y ambientales de la actividad y
de la formacién de la antena y del CR. En el
nimero 17 de este boletin (Serrano, 1992)
se traté ya en términos generales de la com-
posicién pigmentaria de los organismos
fotosintéticos. Debido al papel crucial que
Jjuega el CR en el proceso fotosintético puede
ser 1til revisar el conocimiento actual que se
tiene de este tipo de complejo, sobre todo de
los aspectos que, a nuestro juicio, son mas
relevantes y estdn mejor documentados.

En la Fig. 1 se representan esquemati-
camente los procesos que tienen lugar en
un fotosistema. La absorcién de luz se rea-
liza principalmente por la antena, pues en
ella se encuentran la mayoria de los
pigmentos fotosintéticos. La energia de los
fotones absorbidos por la antena es canali-
zada (por un mecanismo de resonancia
inductiva) hasta el CR, donde se utiliza para
excitar un pigmento especializado, P, que
ha de encontrarse en estado reducido. De-
bido a la pequefia cantidad de P respecto a
la de los pigmentos de antena en la mem-
brana, la probabilidad de que él absorba los
fotones y, por tanto, de que se excite direc-
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tamente, es minima. P, que en estado fun-
damental es un reductor débil, al excitarse
(P*) se convierte en un reductor muy po-
tente, capaz de reducir otro pigmento (A1
en la Fig. 1), con un potencial redox medio
muy negativo (en algunos casos incluso
menor de -700 mV). Por el papel que des-
empefian, Py A1 se conocen con el nombre
de donador y aceptor primarios de electro-
nes respectivamente. Tras esta reaccién
fotoquimica, se suceden una serie de reduc-
ciones y oxidaciones de varios aceptores se-
cundarios (Ag, Ag, etc.), con el fin de estabi-
lizar la separacién inicial de cargas. Coinci-
diendo en el tiempo con alguna de estas re-
acciones secundarias se regenera el estado
reducido de P, al recibir electrones de un
donador secundario, Dg, que segin el
fotosistema de que se trate puede o no for-
mar parte del CR. Una vez estabilizada la
separacién de cargas, el tltimo aceptor se-
cundario reducido reduce a otro transpor-
tador ajeno al fotosistema. Asf se inicia una
transferencia electrénica, que en dltima ins-
tancia da lugar a la reduccién de un aceptor
terminal de electrones (flujo no ciclico) o a
la reduccién del donador de electrones se-
cundario, Do, (flujo ciclico). El aceptor elec-
trénico terminal es generalmente NADP en
el caso de fototrofos oxigénicos (plantas, al-
gas, proclorofitos y cianobacterias) y NAD
en algunas bacterias no oxigénicas, como
Clorobidceas. En el flujo ciclico, D9 regene-
ra el estado reducido de P y, por lo tanto, no
hay consumo neto de electrones. En el flujo
no ciclico si que lo hay, siendo suministra-
dos los electrones por donadores termina-
les, entre los que el agua es el més habi-
tual. Al oxidarse el agua se forma Og_he-
cho al que que deben su nombre los orga-
nismos fototréficos «oxigénicos». Parte de la
energia de excitacién de P* se utiliza gra-
dualmente en distintas fases del transporte
de electrones para generar un gradiente
electroquimico de protones, que se aprove-
cha posteriormente en la formacién de ATP.
De esta manera, la energia de los fotones es
parcialmente almacenada de forma estable
en enlaces quimicos de NADPH y de ATP.
La energia liberada en la oxidacién del
NADPH y en la hidrélisis del ATP se utiliza
posteriormente para llevar a cabo miltiples
reacciones metabdlicas.

Tanto los procesos fisicos que tienen lu-
gar en la antena (absorcién foténica y trans-
ferencia exciténica) como las reacciones
redox del CR transcurren a gran velocidad

y son independientes de la temperatura. El
tiempo medio es del orden de femtosegundos
para la absorcién y de picosegundos para la
transferencia exciténica y reacciones inicia-
les en el CR (Fig. 1). El de las reacciones
siguientes es varios érdenes de magnitud
mayor, comparable al de bastantes reaccio-
nes metabélicas. La gran velocidad de los
procesos realizados por la antena y el CR
exigen una proximidad y orientacién ade-
cuadas asi como unas restricciones de mo-
vimiento de los cofactores implicados. Para
ello, éstos interaccionan especificamente con
proteinas, formando complejos que se sitian
en la mayoria de los organismos dentro de la
membrana fotosintética. Las proteinas, ade-
més de servir de soporte fisico y de suminis-
trar el microambiente adecuado, tienen tam-
bién a veces un papel catalitico esencial.

Para que en el CR se den la excitacién
de P y las oxidorreducciones siguientes en
el sentido y en el tiempo descritos, los com-
ponentes cataliticos implicados han de en-
contrarse en el estado redox adecuado, tini-
ca forma de poder competir favorablemente
con los procesos de reversién que conducen
al estado fundamental inicial y que en el
mejor de los casos se dan el el orden de ns
(Fig. 1). En condiciones 6ptimas, el rendi-
miento cuantico de la reaccién fotoquimica
es muy alto, aproximadamente 1.0. Sin
embargo, cuando la velocidad de produccién
de energia quimica en los CR excede a la de
su utilizacién en el metabolismo, los CRs se
sobrerreducen y la antena no puede trans-
ferir los excitones al CR; consecuentemen-
te, aumenta la disipacién radiativa de la
energia absorbida en forma de fluorescen-
cia (Fig. 1). Este desbalance entre la veloci-
dad de procesamiento de energia quimica y
la de absorcién foténica se da frecuentemen-
te en condiciones de irradiancia natural y
si persiste, el aparato fotosintético puede
lesionarse reversible o incluso a veces irre-
versiblemente, por propiciarse la acumula-
cién de especies muy reactivas de oxigeno,
como el radical superdxido. El conjunto de
lesiones producidas, conocido genéricamen-
te como fotoinhibicién, es amplio y hetero-
géneo. Actualmente uno de los aspectos més
atractivos de Fotosintesis es precisamente
esclarecer tanto los mecanismos y las ba-
ses moleculares de la fotoinhibicién (apar-
tado 3.1.1.) como de la prevencion de ésta.

La caracterizaciéon de los CRs se inicié
en bacterias fototréficas plirpuras al conse-
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guir extraerlos de las membranas
fotosintéticas mediante el uso de
detergentes en estado funcional y
descontaminados de holocromos de antena,
v ha experimentado un avance decisivo tras
lograrse la cristalizacién de CRs bacterianos.
La aplicacién de diversas técnicas de res-
puesta rapida y de alta resolucién a los CRs
purificados y/o cristalizados ha permitido
establecer, de un lado, la naturaleza quimi-
ca de los componentes cataliticos y de otro,
la velocidad méxima a que puede transcu-
rrir las diversas etapas del proceso de se-
paracién y recombinacién de cargas. Entre
dichas técnicas se encuentran: diversos ti-
pos de espectrofotometria y espectro-
fluorimetria, resonancia paramagnética del
espin electrénico, dicroismo circular y lineal
y difraccién de Rayos X.

En conjunto, los datos obtenidos han
puesto de manifiesto rasgos comunes y and-
logos en los CRs de distinto origen. Quizas
el aspecto comin més interesante se refie-
re al donador primario de electrones pues
en todos los casos parece ser un dimero de
clorofila, clorofila @ en los fotétrofos
oxigénicos y bacterioclorofila @ 6 ¢, segin
el caso, en los anoxigénicos. Respecto a los
aceptores de electrones, en términos gene-
rales pueden considerarse dos tipos de ca-
denas: una, en la que el dltimo aceptor es-
table es una quinona y por ello denominada
de tipo Q, y otra, en la que dicho aceptor es
un grupo sulfoférrico y, por ello denomina-
da de tipo SFe. En la cadena de tipo Q el
aceptor primario es una feofitina 6
bacteriofeofitina, mientras que en la de tipo
SFe dicho aceptor es una clorofila o
bacterioclorofila monomeérica.

2. CENTRO DE REACCION
DE BACTERIAS

El profundo conocimiento de la compo-
sicién, estructura y cinética de los procesos
de algunos CRs bacterianos ha sido la base
de las investigaciones dirigidas a entender
como son y como funcionan los CRs de plan-
tas; por ello, parece obligado tratar en pri-
mer término los CRs de bacterias.

Los procariontes fotosintéticos, a excep-
cibn de las cianobacterias y de los
proclorofitos, poseen sélo un tipo de
fotosistema que, salvo en Clorobidceas, par-
ticipa dnicamente en un transporte
fotosintético de electrones ciclico. A pesar

de este caracter comun, los fotosistemas di-
fieren notablemente entre los distintos gru-
pos de bacterias, tanto en el CR como en la
antena. El grupo mas utilizado ha sido el
de las bacterias rojas no sulftreas
(Rodospirildceas) y, entre ellas, los géneros
Rhodopseudomonas, Rhodobacter y
Rhodospirillum.

El primer CR parcialmente purificado
fué el de Rps. sphaeroides (Reed y Clayton,
1968). Posteriormente, durante la década
de los 70 se avanzé bastante en la purifica-
cién y caracterizacién de CRs de esta bacte-
ria (Okamura y col. 1974) y de otras
Rodospirildceas , estableciéndose ya a me-
diados de los 80 su composicién y estructu-
ra basicas, asi como la cinética de las reac-
ciones iniciales de fotosintesis (Woodbury y
col. 1985). El avance culminé cuando en
1984 se cristaliz6 el CR de
Rhodopseudomonas viridis, lo que permi-
ti6 establecer de forma inequivoca la estruec-
tura tridimensional con una resolucién de
3 angstroms (Deisenhofer y col. 1985), Este
hecho ha sido realmente trascendental, no
s6lo para conocer la estructura de un CR
sino para comprender el mecanismo de fun-
cionamiento del mismo. Por otra parte, la
importancia ha trascendido el campo de la
Fotosintesis porque el CR de Rps. viridis
ha sido el primer complejo proteico de mem-
brana funcional cristalizado. La relevancia
de los trabajos merecié en 1988 la concesién
del Premio Nébel de Quimica a los Dres. J.
Deisenhofer, R. Huber y H. Michel. Casi si-
multdneamente y sobre todo posteriormen-
te a los trabajos mencionados se han crista-
lizado los CRs de otras Rodospirildceas
(Allen y Feher 1984; Allen y col. 1987a,
1987b), habiéndose deducido en todos ellos
una estructura practicamente idéntica.

2.1. COMPOSICION, ESTRUCTURA Y
SEPARACION DE CARGAS

La parte proteica de los CRs de
Rodospirildceas estd constituida por tres
polipéptidos, L, M y H, asi llamados inicial-
mente en base a su masa molecular relati-
va (M;), calculada por electroforesis
desnaturalizante en geles de poliacrilamida
(Low, Medium y High). Sin embargo, poste-
riormente se ha establecido, a partir de su
composicién aminoacidica, que H es la de
menor tamarfio. Los CRs de Rps. viridis
poseen ademas un apocitocromo ¢ (ver més
adelante). L y M son dos proteinas bastante
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hidrofébicas y forman la parte central del
CR. Cada una contiene cinco hélices a de
unos 25 aminodcidos, que atraviesan la
membrana (Fig 2). En ambos polipéptidos
estas hélices a presentan mas del 70% de
homologia en sus secuencias aminoacidicas.
Los segmentos que conectan las hélices a
poseen estructura planar y se ordenan pa-
ralelamente a la membrana, siendo también
bastante homélogos en L y M. La mayor di-
ferencia radica en los extremos, tanto el
aminico como el carboxilico, que son més
extensos en M, lo cual propicia el contacto
de este polipéptido con la parte periplasmica,
acuosa. La subunidad H es bastante mas
hidréfila; presenta sé6lo una hélice a, que se
integra en la membrana, imbricandose a la
vez con L.y M. En Rps .viridis el apocitocromo
es también bastante hidréfilo y se encuentra
en la parte periplasmica, asociado sélo super-
ficialmente a la membrana.

Los grupos prostéticos y su
estequiometria por unidad de CR de
Rodospirildceas son: cuatro bacterio-
clorofilas (Bcla, excepto en Rps .viridis que
es Bcl b), dos bacteriofeofitinas (Bfeo ¢ y
Bfeo b en Rps. viridis ), un carotenoide,
dos quinonas (ubiquinona y menaquinona)
vy un Fe no heminico cuya funcién catalitica
es dudosa. En Rps. viridis hay también
cuatro hemos asociados al apocicrotomo.
Todos los grupos prostéticos se encuentran
en zonas hidrofébicas de las subunidades L
y M. Las Bcls se unen a través de los 4to-
mos de Mg a residuos especificos de histidina
(His). Dos de ellas se sittian casi paralela-
mente (Figs. 2 y 3) e interaccionan fuerte-
mente, formando un dimero (Bel Di) que
constituye el donador primario de electro-
nes (Fig. 3). Las otras dos son monoméricas
y su papel no se conoce atin bien.

Hay dos aspectos estructurales clave en
los CRs, que pueden apreciarse en la Fig. 3,
donde se representa esquematicamente el
flujo ciclico de electrones en la mayoria de
las Rodospirildceas : a) la ordenacién casi
simétrica de los componentes prostéticos y
proteicos respecto a un eje de rotacién de
segundo orden, situado perpendicularmen-
te al plano de la membrana y que va desde
el centro del dimero Bel Di hasta el Fe no
heminico , y b) la agrupacién de los distin-
tos cofactores en dos ramas L y M , de las
cuales sélo una, la L, es la funcional en el
transporte electrénico. Al iluminar con un
destello de luz de muy corta duracién (femto

o pico 8), absorbible por el donador prima-
rio (Bel Di), éste se excita y libera un elec-
trén, que pasa sucesivamente por la Bfeo y
quinona de la rama L (QA menaquinona).
Posteriormente se reduce la otra quinona,
QB (ubiquinona), situada en M. La excita-
cién con un nuevo destello da lugar a la re-
ducciéon de QB hasta el nivel de hidro-
quinona (QHg9). Comparando la secuencia
de oxidorreducciones con el esquema de la
Fig. 1, resulta evidente que Bfeo es el
aceptor primario (A1 en Fig. 1), mena-
quinona y ubiquinona los aceptores secun-
darios Ag y Ag, y el cit c2 el donador secun-
dario, Dg. Se trata, pues, de una cadena
transportadora de electrones de tipo Q.

Aunque no existe ain una explicacién
l6gica para que sélo funcione una de las vias
posibles de transporte electrénico, la reso-
lucién atémica de la estructura del CR ha
puesto de manifiesto que las regiones
proteicas de L. y M donde se anclan los
cromdéforos, aunque muy parecidas en com-
posicién y estructura, presentan diferencias
que originan microambientes distintos, lo
que condiciona sin duda la geometria y
proximidad entre dichos croméforos. Pare-
ce que la Bel monomérica (Bel L) no es un
intermediario en la transferencia electréni-
ca pero probablemente la facilita.. Por otra
parte, la Bcl de la rama M pudiera mante-
ner un unién especifica con el carotenoide,
responsable de la fotoproteccién del CR. Del
mismo modo, H no es esencial para la reac-
cién fotoquimica ni para la reduccién de
quinonas, aunque si parece propiciar la re-
duccién de estas tdltimas. De hecho, se han
preparado CRs desprovistos de H que son
totalmente funcionales.

Cuando los CRs estdn integrados en la
membrana fotosintética, QpHg se disocia
del CR y difunde hasta el complejo
citocrémico b/c1, donde se reoxida (Fig. 3).
La oxidacién se acopla a la translocacién de
protones a través de la membrana, originédn-
dose un gradiente electroquimico de H¥, que
finalmente conduce a la formacién de ATP.
El complejo b/c1 reducido cede un electrén
al cit-c periplasmico (en el caso de Rps.
viridis este citocromo forma parte del CR),
que a su vez reduce a la Bel Di y regenera el
estado competente del CR para efectuar
nuevamente la reaccién fotoquimica (Fig. 3).
Las constantes de velocidad de cada uno de
los pasos de transferencia electrénica obte-
nidas con preparaciones de CRs purificados
o cristalizados han sido muy semejantes.
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Conviene sefialar que el CR de las bac-
terias verdes sulfireas, Clorobidceas, difie-
re del de las Rodospirildceas. Las
Clorobidceas comprenden especies
anaerébicas estrictas que como se indicé
antes llevan a cabo un flujo ¢iclico y no ci-
clico de electrones. En este tltimo el dona-
dor terminal de electrones es un compuesto
de S reducido (82032' 6 Sz'), y el aceptor
terminal NAD. Con preparaciones de CR
purificados de Prosthecochloris aestuarii, la
especie mas estudiada del grupo, se ha en-
contrado que la cadena de aceptores es del
tipo SFe, incluyendo Bcl monomérica y al
menos un grupo sulfoférrico entre los
aceptores de electrones.

Los datos obtenidos con los CRs cristali-
zados prueban inequivocamente que las
grandes velocidades de las oxidorreduc-
ciones en los CRs dependen de las orienta-
ciones y movimientos de los cofactores im-
plicados, y que éstos son condicionados y
mantenidos a su vez por el armazén proteico.

2.2, SINTESISY ENSAMBLAJE DE LOS
COMPONENTES

Gran parte de la investigacién actual
sobre Fotosintesis se encamina a conocer los
sistemas genéticos relacionados con los
fotosistemas, tanto en lo que se refiere a la
identificacién y localizacién de los genes
estructurales como a la regulacién de su
expresion. Aunque el conocimiento sobre la
sintesis de los componentes del CR
bacteriano y de su ensamblaje es atin inci-
piente, existen ya datos bastante interesan-
tes. Asi, los trabajos realizados sobre todo
con Rps. sphaeroides y Rb. capsulatus in-
dican que en Rodospirildceas los genes
codificadores de los diferentes componentes
del fotosistema pertenecen a un «cluster»
comun. Entre las partes de éste se encuen-
tra el operon puf (Fig. 4 ), que contiene los
genes estructurales de las proteinas M y L
del CR (pufM y pufL), los de las proteinas
de los complejos de antena (pufA y pufB),
los de otras proteinas relacionadas con la
sintesis de Bel y varios elementos regulado-
res de funcién ain no totalmente clara, como
puf X. El promotor de puf parece estar loca-
lizado en la zona distal del gen estructural
Q. El gen estructural de la subunidad H del
CR se localiza en otro operdn, puH, separa-
do de puf unas 31 kpb (Fig. 4) . Se han ais-
lado dos mRNAs de tamafio distinto, pro-
ductos de la transcripcién del operén puf:

E] menor de ellos, de 0.5 kilopares de bases
corresponde sélo a pufA y a pufB, y el ma-
yor. de unos 2.6 kpb, al conjunto de pufA,
pufB, pufM , pufL ypufX , lo que indica al
menos un promotor comin para estos cinco
genes.

Debido a su funcién, la antena es bas-
tante mas abundante que el CR en el
fotosistema y por tanto la relacién entre
proteinas de antena y de CR es siempre con-
siderable (generalmente >10). Por otra par-
te, la relacién de antena a CR es modulable
en todos los organismos por luz, aumentan-
do a bajas irradiancias. En bacterias
fotosintéticas no oxigénicas, ademas de es-
tas diferencias cuantitativas entre CR y
antena es preciso considerar que para que
se desarrolle el aparato fotosintético se ne-
cesitan bajas tensiones de O9 en el medio.
Por todo ello, la regulacién del operén puf
debe ser bastante interesante porque ha de
explicar, de un lado, la mayor cantidad de
proteinas de antena (A y B) respecto a las
del CR (M y L)), y de otro, la diferente canti-
dad de proteinas fotosintéticas en aerobiosis
y anaerobiosis. En relacién con estos aspec-
tos se ha observado que en anaerobiosis la
relacién entre los trénscritos de 0.5 y 2.6
kpb es de 10-15:1, manteniéndose la
estequiometria a distintas intensidades de
luz. Los resultados obtenidos en los tltimos
afios indican claramente que la regulacién
de la expresioén de puf por Og y luz se ejer-
ce tanto a nivel transcripcional (Zhu y col.
1987; Lee y col. 1989: Lee y Kaplan 1992)
como postranscripcional (Belasco y col 1985;
Klug y col. 1987; Klug 1992). Efectivamen-
te, en Rps. sphaeroides se ha identificado
un gen estructural €, en cuya regién distal
se localiza el promotor de puf (Fig.4). A su
vez, la expresién de @ estd regulada por el
gen R, donde se encuentra el promotor de
€. Respecto a la regulacién
postranscripcional, van acumuldndose da-
tos que apoyan la idea de que dicha regula-
cién se debe a la presencia de elementos
reguladores préximos a dos regiones
intercistrénicas de estructura de «horqui-
lla», una entre pufA y pufL y la otra en el
extremo 3' de pufX (Fig. 4).El primero de
los elementos parece ser responsable de la
estabilizacién del mRNA correspondiente a
puf BA , mientras que el préximo a pufX,
actuaria como desestabilizador del
transcrito de 2,6 kpb. En consonancia con
esta visién reguladora recientemente se ha
encontrado que el mRNA largo se degrada
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rapidamente a tensiones relativamente al-
tas de Og por la accién de una endonucleasa
especifica . Este hecho explicaria en parte
la ausencia del aparato fotosintético en cé-
lulas de cultivos aerébicos.

Respecto al ensamblaje del CR no se co-
noce mucho de momento. Parece ser que las

subunidades M y L se integran esponténea-
mente en la membrana y que tal integracion
se ve favorecida por la presencia de H (Varga
y Kaplan 1993). Se mencioné antes que la
subunidad H no es necesaria para la
funcionalidad del CR; sin embargo los datos
indicados y algunos més sugieren que pu-
diera tener un papel estructural importante.

D, P* A,A, A +

antena

2200 ps

D2P+A1A2A 3

\2—200 ns

DzPA1A2A3

$1oous

centro de reaccion

Figura 1. Representaciéon esquematica de las etapas primeras de fotosintesis que tienen
lugar en el fotosistema, absorcién de luz y separaciéon de cargas. Abreviatura no convencional:

F, fluorescencia.

Ny

-

i

=

/
Eg
I
[P &
X RN

Periplasma

[T L1 40
Ry
m’.','.'ll

gl
1

iy 'I[ /I”"'”" I
;l':',.,,// il i
e

N

Citoplasma(H)

Figura 2. Modelo de las subunidades transmembranales, L y M, del centro de reacciéon de
Rps. viridis y de las posiciones de anclaje a las mismas de los grupos prostéticos. Se indican:
las cinco a-hélices (A-E), los extremos carboxilico y aminico de las dos subunidades (--C y --N, respec-
tivamente), los segmentos ajenos a la membrana que conectan las diferentes hélices en los lados del
periplasma (LCD y MCD) y del citoplasma (LDE y MDE), los aminodcidos conservados en L y M de
todos los CRs bacterianos y los que forman el dominio de unién de quinonas. H, expresa la localizacién
de la tercera subunidad en la superficie citopldsmica de la membrana fotosintética (adaptado de

Deisenhofer y Michel, 1989)
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Figura 3. Esquema general de la disposicion de los cofactores en el centro de reaccién y del
flujo de electrones fotosintético ciclico en Rodospirildceas. Abreviaturas : Bel, bacterioclorofila;
BelDi, dimero de bacterioclorofila que actda de donador primario; BFeo, bactericfeofitina; car,
carotenoide; cit, citocromo; L, M, y H, las tres subunidades proteicas del CR; Q A ¥ QB menaquinona
y ubiquinona, respectivamente; Fe, hierro no heminico. Se resalta la ordenacién casi simétrica de los
distintos cofactores en las subunidades L y M.

Operon puh A | Operon puf

QP PUF P

H ORF R

Figura 4. Regiones del DNA relacionadas con la expresién de las proteinas del CR de
Rhodopseudomonas.
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Innovators in Isotopes
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Europa Cientifica SL es la representante para Europa Scientific Ltd de Crewe en Inglaterra en Espafa y
Portugal. Europa Scientific desarrollé el equipo ANCA (Automated Nitrogen and Carbon Analyser) que permite
a investigadores en mucha variedad de campos aprovechar la Informacion que se puede obtener con el uso de
isétopos estables por ejemplo N** y C13. Hay mucho interés en el uso de Isétopos estables porque son una
alternativa a los isétopos radioactivos. La precisién del sistema ANCA y una bajada en los precios de los
compuestos marcados ofrece la p051b111dad de aphcacmnes con un coste minimo. Ademas el sistema ANCA-NT
no necesita de un técnico para su operacién y la preparacién de muestra es minima en comparacién con métodos
anterjores. ANCA puede medir un minimo de 500 muestras sélidas cada semana y tiene capacidad para medir
cantidades mas altas de muestras gaseosas.

ANCA y CF-IRMS (Continuous flow - Isotope Ratio Mass spectrometry) fueron disefiados especialmente para
bidlogos Europa Scientific durante los ultimos diez anios ha instalado mas de cien equipos en el mundo. Por lo
tanto esta empresa tiene los conocimientos y los equipos que demuestran que los isétopos estables sirven para
mejorar el trabajo del biSlogo ¥ otros especialistas.

Si Ud. tiene interés en estos métodos Europa Scientific tienen un servicio analitico con precios muy competitivos
que puede realizar medidas de muestras para encontrar las relaciones isétopicas en una gama amplia de
muestras organicas. Si Ud. solo quiere mas informacién sobre las aplicaciones de 1sotopos estables en su linea
de trabajo estamos a su entera disposicién para cualquier duda o pet1c10n

Aplicaciones

Los Ciclos de Nitrégeno y Carbono

Uso eficaz de Fertilizantes

Fijacién de Nitrégeno

Uso Eficaz del agua

Nitrificacién y desnitrificacién
Translocacién de C y N

Estudios de los gases del efecto invernadero.

Aplicaciones més especificas para fisiologia vegetal

1) Automated **N y Anilisis total para estudios de ciclos de
nitégeno.

2) Anslisis de '°C en prados de maiz y arroz por ANCA-MS.

3) Andlisis de abundancia Natural de N5

4) 80 anilisis por equilibracién con CO2

5) An4dlisis de Oxido nitrico marcado con N1°

6) °N,0 en gases de suelos

7) Anilisis de **N,O atmosférico.

€5 tureps Sowmiin,

También hay otras aplicaciones para biologia marina,
nutricién, medicina y arqueologia.

Para mas informacién podemos facilitar una copia de la
publicacién “Stable isotopes in plant nutrition,

soil fertility and eviromental studies”. International
Atomic Energy Agency. Vienna 1991.

i @- o

Isomed S.L. puede suministrar una gama muy amplia de
compuestos marcados con precios muy competitivos.
Ofrecemos servicios que incluyen los siguientes:

Isotopos de gases nobles y helio-3

ANCA-G y autosampler (Preparacién de gases)

Oxigeno 18. Compuestos marcados con Deuterio, Carbono-13, Nitrégeno-15
Solventes para RMN, Mezclas de gases,
Is6topos estables metalicos, Sintesis por encargo

(qm:u]' |,_xnm Europa Cientifica, s.l.

)

.
Costa Brava, 45, 5°, 28034 Madrid. Tel. 734 44 58. Fax 372 13 48 XL
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Comentarios de articulos
y libros cientificos

Comentario al articulo de investigacién:

T. Lange, P. Hedden y J.A. Graebe (1994) Expression cloning of gibberellin 20-
oxidase, a multifunctional enzyme involved in gibberellin biosynthesis.
Proc.Natl. Acad. Sci. 91:8552-8556.

Las giberelinas (GAs) constituyen un amplio grupo de diterpenoides naturales (se
conocen actualmente mas de 90), algunos de los cuales actiian como hormonas con-
trolando diversos aspectos del crecimiento y desarrollo vegetal como la germinacién,
el alargamiento del tallo y la fructificacién. La ruta de biosintesis de las GAs, que es
larga y compleja, se inicia en el dcido mevalénico y pasa por el ent-kaureno y el GA,,-
aldehido, que es la primera GA propiamente dicha. Los enzimas de la dltima parte de
la ruta (a partir de GA,,-aldehido) son dioxiganasas dependientes de 2-cetoglutarato
y Fe*2. Durante los dltimos afios diversos grupos de investigacién han tratado de
purificar estos enzimas sin haber podido llegar més all4 de una purificacién parcial
debido a la baja concentracién de los mismos en los tejidos y a su labilidad. Un obje-
tivo obvio de estos trabajos es la obtencién de anticuerpos para utilizarlos como he-
rramienta en el clonaje de los genes que codifican dichos enzimas. El trabajo que
comentamos comunica la clonacién de una GA C-20 oxidasa de calabaza (Cucurbita
maxima L.), enzima que cataliza la eliminacién del carbono 20 de GAs. Se trata del
primer gen clonado de la dltima parte de la ruta de biosintesis de GAs.

El material utilizado en el trabajo ha sido cotiledones de semillas inmaduras de
calabaza, 6rgano en donde las enzimas de biosintesis de GAs se encuentran en con-
centracién elevada. Por un lado se produjo un anticuerpo policlonal frente a un péptido
obtenido por digestién triptica de GA C-20 oxidasa parcialmente purificada. Este
anticuerpo se utilizé para el "screening” de una genoteca de expresién en Agtll pro-
ducida a partir de RNAm de cotiledones de calabaza (este RNAm era capaz de produ-
cir, mediante traduccién in vitro, material con actividad de GA,, C-20 oxidasa). La
identidad de los colores seleccionados se confirmé al demostrar que las placas positi-
vas de fagos eran capaces de expresar actividad de GA,, CO-20 oxidasa in vitro (lisados
de E, coli infectados con los fagos) al afiadir los cofactores (2-cetoglutarato, FE+ y
ascorbato) y substrato (['*C]GA,,) adecuados. Uno de los clones seleccionados produjo
un enzima capaz de catalizar los tres pasos de oxidacién que van de GA,, a GA,
(oxidaciones sucesivas del C-20 a alcohol, aldehido y carboxilo). Este enzima posee
ademads actividad multifuncional ya que puede utilizar también GA;,; como substrato
(para oxidarlo a GA,; también a través de tres oxidaciones sucesivas), e incluso mues-
tra actividad C-20 descarboxilante (dando lugar a GAs con 19 4tomos de carbono
como GA,, GA; y GA,, a partir de los substratos respectivos). Estas propiedades del
enzima expresado a partir del clon de cDNA estan de acuerdo con las descritas pre-
viamente para el enzima GA C-20 oxidasa parcialmente purificado. El clon de cDNA
posee una secuencia de lectura abierta de 1.150 pares de bases, codificando una pro-
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teina de 43.321 daltons con un pl tedrico de 5'3, valores similares a los determinados
experimentalmente para la GA C-20 oxidasa. El analisis de comparacién de secuen-
cia muestra que el clon aislado posee regiones que estdn altamente conservadas en
miembros del grupo de dioxigenasas dependientes de 2-cetoglutarato (p. ej. flavanona
3B-hidroxilasa y ACC oxidasa). Las secuencias conservadas incluyen, en particular,
tres histidinas que se sugiere pueden estar implicadas en 1a ligacién del Fe*? al centro
activo. La secuencia no contiene ningin tipo de compartimento subcelular.

El Gnico gen de la ruta de biosintesis de GAs clonado anteriormente ha sido el de
la ent-kaureno sintetasa de Arabidopsis [Sun et al. (1992) Plant Cell 4:119-128]. La
estrategia seguida en este caso fue completamente diferente a la del trabajo que se
comenta, y se basé en una técnica de substraccién genémica utilizando un mutante
de delecién de Arabidopsis (gal) que tiene afectada la sintesis de ent-kaureno. El clon
genémico aislado fue capaz de complementar al mutante mediante transformacién
con Agrobacterium tumefaciens. Sin embargo, todavia no se ha aislado el clon de
cDNA correspondiente a laent-kaureno sintetasa y, por tanto, contrariamente al caso
de la GA C-20 oxidasa de calabaza, todavia no se ha demostrado directamente que el
clon genémico corresponde al codificante de dicho enzima.

La oxidacién de C-20 es un paso esencial en la ruta de biosintesis de GAs y al
mismo tiempo de regulacién biosintética, al menos en ciertos casos. Por ello, la dispo-
nibilidad de un clon de GA C-20 oxidasa que pueda utilizarse para su expresién en
plantas transgénicas reviste gran importancia. Por otro lado, el conocimiento de la
secuencia de este clon, y el hecho de que todas las dioxigenasas dependientes de 2-
cetoglutarato clonadas hasta la fecha expresan su actividad en E. coli, permitira el
abordaje de la clonacién de otros genes que codifican para la biosintesis de otras
dioxigenasas de enzimas de sintesis de GAs dependientes de 2-cetoglutarato (p. €j.
GA,, 3B-hidroxilasa y Ga, 2B-hidroxilasa, que se cree regulan los niveles de GA,, la
GA activa en diversos procesos fisiolégicos) sin necesidad de purificar previamente el
enzima.

José Luis Garcia Martinez
Profesor de Investigacién C.S.1.C.
Instituto de Biologia Molecular y
Celular de Plantas. Valencia
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LOS NUEVOSAVANCES DE LABIOTECNOLOGIAVEGETAL

Edited by D.D. RYU, University of California, Davis, U.S.A.,
and 8. FURUSAKI, The University of Tokyo, Tokyo, Japan.
ELSEVIER, Amsterdam, 1994, pp:369.

La reciente publicacién del libro editado por Ryu & Furusaki sobre los tiltimos
avances de la Biotecnologia Vegetal, nos sirve de referencia para comentar cusles son
los contenidos sintéticos de estas tiltimas tendencias.

En los ultimos afios, la Biotecnologia Vegetal ha realizado extraordinarios progre-
sos en sus métodos de investigacién en laboratorio. Ese avance no sélo ha suscitado el
interés de numerosos cientificos de universidades y centros de investigacién, sino que
también estd movilizando a técnicos industriales en sus aplicaciones concretas. Una
cadena secuencial propia del estratégico complejo centifico-econémico del I+D.

Es bien sabido que la biotecnologia tiene principalmente un caricter aplicado,
pero no es menos conocido que no puede separarse totalmente de la ciencia bésica que
la sostiene. Esta es la principal contribucién de este volumen, que se hace eco de ello
al enfocar la integracién de los dos aspectos fundamentales de la biotecnologia vege-
tal: la ciencia bésica de las plantas y los procesos de aplicacién a escala industrial. El
interés analitico de esta simbiosis se ve reforzado por una metodologia que se proyec-
ta hacia aquellas bases donde es mas factible rentabilizar el esfuerzo del conocimien-
to obtenido en la fase experimental.

E] libro objeto de nuestro comentario contiene 17 capitulos, y si bien cada uno de
ellos trata de temas especificos, todos se integran dentro de un contexto principal en
el que se da especial relevancia a la produccién de metabolitos secundarios.

Algunas partes de las contribuciones incluidas en este volumen son la culmina-
cién de la investigacién U.S.-Japan Cooperative Science Program, sostenida conjun-
tamente por la National Science Foundation y la Japan Society for Promotion of Science
durante el cuatrienio 1989-1992.

La obra confirma que los cultivos de células vegetales son una interesante fuente
comercial, todavia en una buena media potencial, de gran variedad de compuestos de
esperanzador futuro en medicina, farmacologia, elaboracién de colorantes, o como
agentes aromatizantes, aceites esenciales, y un largo etcétera. Ademas, las células
vegetales no sélo sirven para la sintesis de novo de metabolitos ttiles, sino también
para para la sintesis de precursores adecuados y bioconversién o biotransformacién
de diversos compuestos, sobre todo por hidroxilacién, glucosilacién y oxidorreduccién.

Por estas razones, hace ya unos 30 afios numerosos investigadores sugirieron que
el cultivo in vitro de tejidos vegetales podria constituir una alternativa a las plantas
completas como fuente biolégica de compuestos potencialmente ttiles. Esta idea na-
ci6 de la posibilidad de cultivar células vegetales en suspensién de manera semejante
al cultivo de los microorganismos. Sin embargo los resultados iniciales fueron poco
estimulantes y pusieron de manifiesto las grandes dificultades que habrian de ven-
cerse para que las células de plantas pudiesen competir con hongos y bacterias a nivel
industrial. En comparacién con las células microbianas, las vegetales presentan se-
rias desventajas. Su crecimiento es mucho maés lento, pueden dafiarse con més facili-
dad por agitacién debido a su tamaifio, suelen formar agregados que tienden a sedi-




