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RESUMEN	
  

El gen de la sacarosa fosfato sintasa, SPS (E.C. 2.3.1.14), cataliza la reacción entre la UDP-

glucosa y la fructosa 6 fosfato para formar sacarosa 6 fosfato que es desfosforilada por la 

sacarosa 6 fosfato fosfatasa alcalina (SPP E.C. 3.1.3.00) para crear sacarosa. Éste carbohidrato 

es el principal componente de la mayoria de las plantas para transportar productos de la 

asimilación del carbono del tejido fuente al consumidor, probablemente debido a su alta 

solubilidad, baja reactividad y capacidad de almacenar energía, también la sacarosa puede ser 

sintetizada del almidón acumulado o ácidos grasos de organos de reserva como la semilla. El 

gen sps1, codificador para SPS de arroz índica, tiene un 5’ UTR inusualmente largo de 368 

nucleótidos, se ha visto que el líder de sps1 es capaz de potenciar la traducción, es posible que 

dentro del líder haya elementos de secuencia/estructura que interactúen con proteínas que 

potencien la traducción. Para poder indentificar in vivo proteínas que interaccionen 

específicamente con el 5’ líder de sps1 se utilizó el sistema de tres híbridos, en este método se 

usó una biblioteca genómica de A. thaliana. Así se obtuvo que la proteína Spen codificada por 

el gen At4g12640 interacciona con el líder de sps1. Mediante la herramienta BLASTp de 

NCBI se descubrieron los ortólogos de arroz índica del gen At4g12640 de A. thaliana, 

OJ1381_H04.27 y P0450E05.35, estos podrían funcionar sobre el lider de sps1 como lo hizo 

la proteína A. thaliana en el sistema de tres híbridos. Análisis de motivos de secuencias dentro 

de los promotores del gen At4g12640 y sus ortológos OJ1381_H04.27 y P0450E05.35 con la 

base de datos PLACE revelaron que comparten elementos para expresión específica en 

semilla, tejido fotosíntético y polen, compatible con la expresión específica registrada para 

sps1 y OsRRM (homólogo de OJ1381_H04.27 en arroz japónica) en los mismo tejidos. Para 

observar in vivo el patron de expresión de At4g12640, se decidió hacer construcciónes que 

permitieran analizar la expresión de genes reporteros generada por diferentes versiones del 

promotor aislado. Amplificaciones de las versiones del promotor de -490 y -981 pb desde el 

atg de inicio de la traducción de At4g12640 se elaboraron para ser clonadas al vector binario 

pKGWFS7 y poder estudiarse en plantas. En este trabajo se concluyó la construcción con la 

primera versión del promotor, que será analizada por transformación de plantas en trabajos 

posteriores. 
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Las plantas son la base de la pirámide alimentaria para los organismos heterótrofos, también 

son fuente de materia cruda como el almidón utilizado en las industrias o para la producción 

de farmacéuticos. El cultivo de plantas para la agricultura es un recurso esencial de la  

nutrición humana, el crecimiento de la población ha aumentado junto con la demanda de 

recursos naturales que en poco tiempo serán insuficientes, la inminente escasez de alimento 

global puede ser mitigada mediante la biotecnología. El conocimiento básico generado por las 

investigaciones no solo explica las funciones moleculares, bioquímicas, celulares o 

fisiológicas de las plantas sino también es una ciencia aplicada que aporta a la solución de 

grandes problemas económicos. 

 

Las plantas fijan CO2 y otras substancias inorgánicas para convertirlas en compuestos 

orgánicos con los que forma el material útil en el crecimiento y propagación de la célula. La 

energía proveniente del sol es atrapada en un proceso llamado fotosíntesis, el dióxido de 

carbono y agua se combinan para elaborar carbohidratos (CH2O) y una molécula de oxígeno. 

Lo ilustra la siguiente formula de reacción (Taiz y Zeiger, 2002). 

 

CO2 + H2O ---- Luz --- (CH2O) + O2 

 

La fotosíntesis realizada por las plantas y cianobacterias crean la biomasa de la tierra, los 

animales dependemos del suplemento de carbohidratos, otros alimentos y sustancias como 

oxigeno o los depósitos de combustible fósil. La capacidad autótrofa de las plantas de usar 

CO2 como única fuente de átomos de carbono requerida para la biosíntesis de almidón, 

sacarosa y celulosa, lípidos y proteínas, es contraria  a la heterotrofía de los animales que no 

pueden manipular el CO2 para producir su propia biomasa. Las plantas deben tener asombrosa 

flexibilidad metabólica capaz de adaptarse a las condiciones cambiantes del medio ambiente 

en el que están enraizadas y que les permiten utilizar diversas vías anabólicas que usan energía 

en forma de ATP y NADH o NADPH que es generado por las reacciones dependientes de la 

fotosíntesis para finalmente elaborar de su material celular. En las células fotosintéticas 

eucariotas el centro de reacción de la fotosíntesis tiene lugar en los cloroplastos (Nelson y 

Cox, 2008). 
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 I.I. La fotosíntesis sucede en los Cloroplastos. 

 

Los plástidos son una familia de organelos que solo existen en células de plantas, están 

delimitados por una doble membrana y contienen un pequeño genoma que codifica para 

algunas  de sus propias proteínas. Estos se multiplican por fisión binaria y en la mayoría de los 

casos son heredados maternalmente a la naciente célula, es decir, que todos los plástidos 

descienden de los protoplástidos en la célula embrionaria. Durante la diferenciación celular en 

el desarrollo, los protoplástidos pueden convertirse, dependiendo su función en: Cromoplastos, 

leucoplastos, y cloroplastos (Heldt y Heldt, 2005). En las plantas superiores, el mesófilo es el 

tejido fotosintético más activo ya que tiene una gran cantidad de cloroplastos, aquí es donde 

ocurre tanto la absorción de la luz como la asimilación del carbono. Los cloroplastos son 

formados por la diferenciación de los protoplástidos , una célula madura del mesófilo puede 

contener hasta 50 cloroplastos, tienen forma de lente y pueden ajustar su posición dentro de la 

célula para recibir la mayor cantidad de luz posible, en la plantas superiores pueden llegar a 

medir de 3 µm a 10 µm. Además, tienen una doble envoltura de membranas, la membrana 

externa es permeable a pequeñas moléculas y iones mientras que la membrana interna encierra 

el estroma que contiene los tilacoides formados durante la diferenciación del cloroplasto por la 

invaginación de la membrana interna de la célula cloroplástica. Los tilacoides son vesículas 

cilíndricas rodeados de una membrana que encierran al lumen o espacio interno acuoso, 

diferenciado en dos dominios; uno es la agrupación en hileras de los sacos aplanados 

conjuntamente llamados grana, el otro dominio es la región de membrana que interconecta los 

grana se denimina lamela (Figura 1). Embebido en la membrana tilacoide se encuentran los 

pigmentos fotosintéticos y los complejos enzimáticos que llevan acabo las reacciones 

luminosas y la síntesis de ATP y NADH (Figura 1). Las plantas superiores contienen tanto 

clorofila a como clorofila b para la captura de la luz absorbiendo entre 480 nm y 700 nm de 

longitud de onda, como otros cromóforos que también ayudan a la absorción de fotones. Los 

pigmentos de clorofila están formados por un anillo de tetrapirrol, también llamado porfirina, 

un átomo de magnesio (Mg) está colocado en el centro, parecido al grupo hemo encontrado en 

la hemoglobina, también en el cuarto anillo pirrol se une mediante enlace ester el fitol, que es 

una cadena de hidrocarbonos con un doble enlace C-C y ramificaciones de grupos metilo 

(CH3) (Figura 1) (Heldt y Heldt, 2005; Stryer et al., 2002). 
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Figura 1. El cloroplasto de las plantas. Es un organelo con doble membrana que encierra el estroma, 

análogo al citoplasma de la célula, los tilacoides son el tercer sistema de membranas interno donde 

ocurre la fotosíntesis, embebido en la membrana de los tilacoides, o lamela, se encuentran tanto los 

complejos proteicos como las clorofilas (a y b) necesarias para la absorción de luz y la síntesis de ATP.  
 

Los fotosistemas localizados en la membrana tilacoide, son complejos organizados por grupos 

de proteínas que transfieren electrones unidos a las clorofilas a y b, así como pigmentos 

secundarios que ayudan a la absorción de luz a diferentes longitudes de onda como son los 

carotenos y xantofilas, todos los pigmentos pueden absorber fotones, sólo un par especial de 

moléculas de clorofila asociadas al centro de reacción son capaces de convertir la energía 

luminosa en energía química, el resto de pigmentos o moléculas antena forma complejos 

cosechadores de luz (LHC, Ligh-Harvesting Complex), se ha demostrado que el fotosistema I 

está relacionado con varias proteínas LHCs-I, similarmente el fotosistema II tiene diferentes 

LHCs-II que funcionan como antenas, los tipos de proteínas son LHC-IIa-d, sin embargo, el 
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principal constituyente del fotosistema II es LHC-IIb, el monómero es un péptido de 232 

amino ácidos que forman tres segmentos α-helicoidales transmembranales unidos a dos 

diferentes lípidos (1-Phosphatidylglycerol y 1-Digalactosyldiacylglycerol) junto con 7 

moléculas de Chl-a, 5 moléculas de Chl-b, y 2 pigmentos secundarios de Luteína. LHC-IIb 

existe en la membrana como trímeros dentro del mismo monómero, el excitón pasa de la 

clorofila b a la clorofila a, a su vez se transfiriere por contactos entre clorofilas a de los 

trímeros del complejo de antenas externo (Figura 2). Alrededor de 300 moléculas de clorofila 

están asociadas con cada centro de reacción, estas son las constituyentes de las antenas que 

funcionan para entregar electrones a los centros de reacción con los cuales están asociados, se 

ha pensado que la energía absorbida pasa entre los LHC hasta alcanzar el centro de reacción 

por transferencia de resonancia, la energía es absorbida y pasada a otra molécula por un 

mecanismo sin radiación (Heldt y Heldt, 2005; Taiz y Zeiger, 2002).  

 

a	
   	
  	
  	
  	
  	
    b        c  

Figura 2. Complejos cosechadores de luz. a). Vista de lado del monómero LHC-IIb en la membrana 

tilacoide, tres α-helices expanden la membrana, clorofila a en negro y clorofila b en rojo, en el centro 

dos moléculas de luteína (en negro) funcionan como soporte. b). Vista de arriba del trímero de LHC-II 

desde el estroma. c). Esquema  de los LHC en las antenas del fotosistema II de planta, LHC-IIa es a y 

así sucesivamente. El complejo de antenas externo formado de LHC-IIb captura excitones que son 

transferidos al complejo interno compuesto por algunas clorofilas que, mediante los monómeros LHC-

IIa y c se conectan a las proteínas CP47 y CP43. 

 

Las algas rojas y cianobacterias poseen LHC que colectan la energía luminosa a longitudes 

muy bajas, esto es, ondas entre 480 nm y 650 nm. Los LHC están arreglados como partículas 

que van desde la parte superior de la membrana hasta cerca del centro de reacción, los 

llamados ficobilisomas son estructuras formadas por ficobilinas unidas covalentemente a 

This promotes the flux of excitons from the periphery to the reaction center.
The connection between the outer LHCs (LHC-IIb) and the PS II can be
interrupted by phosphorylation. In this way the actual size of the antenna
can be adjusted to the intensity of illumination (section 3.10).

Photosystem I contains fewer LHCs than photosystem II (section 3.8)
since its core antenna is larger than in PS II. The LHCs of PS I are similar
to those of PS II. Sequence analysis shows that LHC-I and LHC-II stem
from a common archetype. It has been suggested that in the phosphorylated
state LHC-IIb can also function as an antenna of PS I (see section 3.10).

The mechanism of the movement of excitons in the antenna is not yet
fully understood. The exciton may be delocalized by being distributed over
a whole group of chromophore molecules. On the other hand, the exciton
may be present initially in a certain chromophore molecule and subsequently
transferred to a more distant chromophore. This process of exciton trans-
fer has been termed the Förster mechanism. The transfer of excitons between
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Figure 2.11 Sterical
arrangement of the LHC-
IIb monomer in the
thylakoid membrane,
viewed from the side. Three
a-helices of the protein
span the membrane.
Chlorophyll-a (black) and
chlorophyll-b (red) are
oriented almost
perpendicularly to the
membrane surface. Two
lutein molecules (black) in
the center of the complex
act as an internal cross
brace. (By courtesy of W.
Kühlbrandt, Heidelberg.)

closely neighboring chlorophyll molecules within an LHC probably proceeds
via delocalized electrons and the transfer between the LHCs and the reac-
tion center via the Förster mechanism. Absorption measurements with 
ultrafast laser technique have shown that the exciton transfer between 
two chlorophyll molecules proceeds within 0.1 picoseconds (10-13 s). Thus 
the velocity of the exciton transfer in the antennae is much faster than the 
charge separation in the reaction center (!3.5 picoseconds) discussed in
section 3.4. The reaction center functions as an energy trap for excitons
present in the antenna.

Phycobilisomes enable cyanobacteria and red algae to carry
out photosynthesis even in dim light

Cyanobacteria and red algae possess antennae structures that can collect
light of very low intensity. These antennae are arranged as particles on top

62 2 The use of energy from sunlight by photosynthesis is the basis of life

Figure 2.12 The LHC-II-
trimer viewed from above
from the stroma side.
Within each monomer the
central pair of helices form
a left-handed supercoil,
which is surrounded by
chlorophyll molecules. The
chl-b molecules (red) are
positioned at the side of
the monomers. (By
courtesy of W. Kühlbrandt,
Heidelberg.)

of the membrane near the reaction centers of photosystem II (Fig. 2.14).
These particles, termed phycobilisomes, consist of proteins (phycobilipro-
teins), which are covalently linked with phycobilins. Phycobilins are open-
chained tetrapyrroles and therefore are structurally related to the
chlorophylls. Open-chained tetrapyrroles are also contained in bile, which
explains the name -bilin. The phycobilins are linked to the protein by a
thioether bond between an SH-group of the protein and the vinyl side chain
of the phycobilin. The protein phycoerythrin is linked to the chromophore
phycoerythrobilin, and the proteins phycocyanin and allophycocyanin to the
chromophore phycocyanobilin (Fig. 2.15). The basic structure in the phyco-
biliproteins consists of a heterodimer, (a, b). Each of these subunits con-
tains one to four phycobilins as a chromophore. Three of these heterodimers
aggregate to a trimer (a, b)3 and thus form the actual building block of a
phycobilisome. The so-called linker polypeptides function as “mortar”
between the building blocks.

Figure 2.14 shows the structure of a phycobilisome. The phycobilisome
is attached to the membrane by anchor proteins. Three aggregates of four
to five (a, b)3 units form the core. This core contains the pigment allophy-
cocyanin (AP) to which cylindrical rodlike structures are attached, each with
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Figure 2.13 Scheme of the
arrangement of the light
harvesting complexes in the
antenna of photosystem II
in a plant viewed from
above (after Thornber); a
means LHC-IIa and so on.
The inner antenna
complexes are linked by
LHC-IIa and LHC-IIc
monomers to the core
complex. The function of
the LHC-IId and LHC-IIe
monomers is not entirely
known.
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proteínas (ficobiliproteínas), mediante el grupo SH del residuo de cisteína de las proteínas y el 

grupo vinilo de la cadena de ficobilinas, ya que estas últimas son tetrapirroles de cadena 

abierta y estructuralmente están relacionadas a las clorofilas (Figura 3). Las proteínas 

ficocianina y aloficocianina se unen al cromóforo ficocianobilina, mientras que proteína 

ficoeritrina se une al pigmento ficoeritrobilina (Heldt y Heldt, 2005). 

 

a   b

Figura 3. Ficobilisomas y ficobilinas. a). Esquema de la estructura de un ficobilisomas, vista de lado. 

Cada unidad constan de tres subunidades α y β, cada una de estas puede tener de uno a cuatro 

ficobilinas como cromóforos. b). Estructura de las ficobilinas mostrando los anillos pirroles en cadena 

abierta, los cromóforos ficocianobilina y ficoeritrobilina se unen covalentemente vía enlace tioéter 

formado por la adición del grupo SH del residuo de cisteína de la proteína al grupo vinilo del 

cromóforo. Las conjugadas uniones dobles marcadas en rojo dan la característica de pigmento a la 

molécula. 
 

 En los fotosistemas, la mayoría de los pigmentos funcionan como antenas en el LHC 

absorbiendo fotones y excitando un electrón a un nivel de energía más alto, la energía ganada 

o disponible por la molécula de clorofila puede ser eliminada de formas alternativas: 

 1. La clorofila excitada puede re emitir el fotón y regresar a su estado energético basal, 

proceso conocido como fluorescencia, la longitud de onda emitida por la clorofila es mayor, 

es decir, de menor energía ya que una porción es liberada en forma de calor para entonces la 

clorofila fluórese en el rojo del espectro. 

 2. La clorofila excitada puede convertir la energía en calor directamente sin emitir 

fluorescencia, regresando al estado basal de energía. 

 3. La clorofila excitada puede transferir su energía a otra molécula de clorofila. 

550 – 650 nm480 – 570 nm
Light

AP

AP AP PC PC PE PE

PC
PC

PE
PE

Chl-a-
reaction center Thylakoid membrane

AP AP APAP

b
b
ba

a
a

PE:  Phycoerythrin
PC:  Phycocyanin
AP:  Allophycocyanin

Figure 2.14 Scheme of a
side view of the structure
of a phycobilisome. The
units shown consist of
three a- and three b-
subunits each, (After
Bryanth.)
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Figure 2.15 Structural formula of the biliproteins present in the phycobilisomes,
phycocyanin (black), and phycoerythrin (difference from phycocyanin shown in red).
The corresponding chromophores phycocyanobilin and phycoerythrobilin are
covalently bound to proteins via thioether linkages formed by the addition of the SH
group of a cysteine residue of the protein to the vinyl group of the chromophore. The
conjugated double bonds (marked red) give the molecule a pigment-like character.

64



	
  

	
   6	
  

 4. La energía del estado excitado de la clorofila puede ser usado para realizar reacciones 

químicas, proceso conocido como fotoquímico. Las reacciones fotoquímicas son de las más 

rápidas que se han conocido, tiene que serlo así ya que compite contra las otras tres 

posibilidades anteriores (Taiz y Zeiger, 2002). 

 

El excitón es la energía absorbida por las moléculas de clorofila que es transferida a la 

clorofila vecina de los LHCs vía deslocalización de electrones promoviendo la elevación de un 

electrón a un orbital de energía más alto en las clorofilas, este electrón pasa por los LHCs 

hasta llegar al centro de reacción fotoquímico vía Mecanismo Föster (Heldt y Heldt, 2005). 

Los complejos que realizan las reacciones luminosas de la fotosíntesis en las plantas 

superiores no se distribuyen uniformemente por la membrana tilacoide (Figura 1), p.e. la 

localización del PSI (Photosystem I) es en la lamela, segregado el PSII (Photosystem II) que 

se haya en los dominios grana o región apilada de la membrana tilacoide, aquí encontramos en 

los márgenes de los grana también al complejo citocromo b6 f (similar a citocromo bc1 

mitocondrial de mamíferos, aves, levaduras y diferentes bacterias, indicando que 

evolucionaron de un ancestro común), y por último la F-ATPase puebla la parte de la lamela 

(Nelson y Ben, 2004). 

 

Louis Duysens en 1952 encontró en membranas aisladas de la bacteria púrpura 

Rhodospirillum rubrum que al iluminarlas con pulsos cortos de luz, había una disminución en 

la absorción de luz a la longitud de onda específica de 890 nm, el efecto de “Blanqueamiento” 

o bleaching se debe al estado oxidado de la clorofila, es decir, a la perdida de un electrón del 

centro de reacción fotoquímico, tal blanqueamiento también fue encontrado en la bacteria 

púrpura Rhodobacter sphaeroides pero a la longitud de onda de 870 nm. Años más tarde, 

utilizando tales técnicas Bessel Kok (USA) descubrió el mismo blanqueamiento a 700 nm 

correspondiente al fotosistema I en cloroplastos de plantas, paralelamente Horst Witt 

(Alemania) encontró un blanqueamiento del fotosistema II a la longitud de onda de 680 nm 

estudiando igualmente cloroplastos de plantas. En la bacteria sulfurosa verde el 

blanqueamiento es a la longitud de 840 nm, éste tiene fotosistema con dos rutas para el manejo 

del flujo de electrones, una es el flujo cíclico del electrón (usado por las bacterias púrpuras) y 

el otro en un flujo no cíclico. La estructura y función del fotosistema II en cloroplastos de 
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plantas corresponde al centro de reacción de la bacteria púrpura, mientras que fotosistema I de 

plantas en análogo al centro de reacción de la bacteria sulfurosa verde (Taiz y Zeiger 2002; 

Heldt y Heldt 2005; Nelson y Cox, 2008).  

 

En la etapa tardía de 1950, Robert Emerson y colaboradores estudiaron la producción de O2 

por fotón absorbido o “quantum yield”, termino reciproco a “quantum requirement” que 

trata de los fotones absorbidos por molécula de O2 producida, y revelaron que en el espectro 

de acción (que marca la respuesta producida de la luz, tal como la formación de oxigeno en 

función de la longitud de onda ) la producción de oxigeno cae drásticamente cuando la alga 

(Chlorella) es iluminada con longitudes de onda mayores a 680 nm, efecto conocido como red 

drop, indicando que la luz mas allá del rojo es ineficiente en el manejo de la fotosíntesis. 

Posteriormente Emerson y colaboradores resolvieron el problema al observar que al iluminar 

el alga con longitudes de onda mayor a 680 nm junto con luz roja de 680 nm la producción de 

oxigeno por fotón o quantum yield aumentaba drásticamente, en comparación a la suma de la 

producción de O2 usando por separado luz roja y luz mas allá del rojo (Figura 4). Estas 

observaciones posteriormente ayudaron al descubrimiento de dos nuevos complejos 

fotosintéticos que funcionan en tándem, el fotosistema I y el fotosistema II (Nelson y Cox 

2008; Heldt y Heldt, 2005; Taiz y Zeiger, 2002; Lodish et al, 2008). 

 

 
Figura 4. Funcionamiento en tándem de fotosistemas. La producción de O2 es mayor cuando la alga 

Chlorella es irradiada con luz adicional a 680 nm (luz roja) que la suma de la producción de O2 por 

separado de luz roja y luz mas allá de rojo (línea negra). Llevando a la conclusión que la fotosíntesis es 

realizada por dos fotosistemas que trabajan en tándem pero con diferencias ligeras en la longitud de 

onda optima (de Emerson and Rabinowitch). 

resistor functions as an electron trap, withdrawing the electrons rapidly from
the capacitor. A generator utilizes the remaining voltage to produce chemi-
cal energy.

3.5 Two photosynthetic reaction centers are
arranged in tandem in photosynthesis of
algae and plants

A quantum requirement (photons absorbed per molecule O2 produced) of
about eight has been determined for photosynthetic water splitting by green
algae (section 2.4). Instead of the term quantum requirement, one often uses
the reciprocal term, quantum yield (molecules of O2 produced per photon
absorbed). Investigations into the dependence of quantum yield on the 
color of irradiated light (action spectrum) revealed that the quantum yield
dropped very sharply when the algae were illuminated with red light above
a wavelength of 680 nm (Fig. 3.14). At first this effect, named “red drop,”
remained unexplained since algae contain chlorophyll, which absorbs light
at 700 nm. Robert Emerson and coworkers solved this problem in 1957 when
they observed in an experiment that the quantum yield in the spectral range
above 680 nm increased dramatically when orange light of 650 nm was irra-
diated together with red light. When the algae were irradiated with the light
of the two colors simultaneously, the quantum yield was higher than the
sum of the yields obtained when algae were irradiated separately with the
light of each wavelength.

3.5 Two photosynthetic reaction centers are arranged in tandem 81

Q
ua

nt
um

 y
ie

ld
 o

f O
2 e

vo
lu

tio
n

0.12

0.04

0
660 680 700 720

Wavelength (nm)

with additional
light

0.08
without additional
light

Figure 3.14 The quantum
yield of O2 release in green
algae (Chlorella) depending
on the wavelength of
irradiated light. The upper
curve shows the result of
supplementary irradiation
with 650nm light. (After
Emerson and
Rabinowitch.)



	
  

	
   8	
  

En 1960 Robert Hill y Fay Bendal postularon el esquema Z (Figura 5), llamado así por el 

potencial redox en forma de zigzag creado por el flujo de electrones a través de cada uno de 

los dos diferentes fotosistemas (I y II) localizados en la membrana tilacoide, cada fotosistema 

tiene su propio centro de reacción y LHC o antena diferente uno del otro, el fotosistema I es 

manejado a longitudes de onda de 700 nm o menos; el fotosistema II solo por longitudes de 

onda más cortas a 680 nm, los fotosistemas están conectados entre si por la cadena 

transportadora de electrones constituida por el complejo citocromo b6 f (complejo citocromo 

bc1 para bacterias) (Heldt y Heldt, 2005). 

 

 
Figura 5. Cadena transportadora de electrones. Esquema en forma de Z del potencial redox por el 

flujo de electrones que pasa por el fotosistemas II, el citocromo b6 f y el fotosistema I para finalmente 

guardar la energía en productos estables, NADPH y ATP. Pulso cortos (5 µs) de luz (<680 nm) activan 

el fotosistema II, e indica que la absorción de cuatro fotones (excitones) de luz son necesarios para 

generar una molécula de O2  a partir de 2H2O. Los electrones ganados en el desarrollo de O2 y 4H+ son 

almacenados y utilizados en la formación de NADPH. 

 

El aparato fotosintético de las plantas, algas y cianobacterias es más complejo que el único 

centro de reacción que poseen las bacterias, y parece que han evolucionado a través de la 

combinación de los fotocentros simples bacterianos. Los dos fotosistemas funcionan 

complementariamente que, junto con el complejo citocromo b6 f (Electron transport chain) 

canalizan los electrones hacia la formación de un NADPH y ATP generado por el gradiente de 

tion 2.7). Thus, only about one-third of the energy of the photons absorbed
by the two photosystems is used to transfer electrons from water to NADP.
In addition to this, about one-eighth of the light energy absorbed by the two
photosystems is conserved by pumping protons into the lumen of the thy-
lakoids via PS II and the cytochrome-b6/f complex (Fig. 3.17). This proton
transport leads to the formation of a proton gradient between the lumen
and the stroma space. An H+-ATP synthase, also located in the thylakoid
membrane, uses the energy of the proton gradient for synthesis of ATP.

Thus about half the energy of the light absorbed by the two photosys-
tems is not used for chemical work but is dissipated as heat. The significance
of this loss of energy in the form of heat in photosynthetic electron trans-
port has been discussed in the previous section.
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Figure 3.16 Scheme of noncyclic electron transport in plants. The redox components
are placed according to their midpoint redox potential and their association with the
three complexes involved in the electron transport. A star symbolizes an excited state.
The electron transport between the photosystem II complex and the cyt-b6/f complex
occurs by plastohydroquinone (PQH2), which is oxidized by the cyt-b6/f complex to
plastoquinone (PQ). The electrons are transferred from the cyt-b6/f complex to
photosystem I by plastocyanin (PC). This reaction scheme is also valid for
cyanobacteria with the exception that instead of plastocyanin, cytochrome-c is
involved in the second electron transfer. For details, see Figures 3.18 and 3.31.
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protones. Hay una diferencia en el potencial eléctrico de 1.2 volts entre la oxidación del agua y 

la reducción del NADP (Figura 5), los dos fotosistemas juntos generan una diferencia en el 

potencial eléctrico de 3.45, así que, se pierde un tercio de energía (Heldt y Heldt, 2005).  

 

 I.II. El Fotosistema II 

 

Recientemente, Horst Witt y Wolfgang Saenger (ambos en Berlin) han revelado la estructura 

tridimensional del PS II con rayos X analizando cristales a 3.8 Å en la cianobacteria 

Synechococcus elongatus, mediante tal trabajo han concluido que los fotosistemas de plantas 

están construidos por los mismos principios básico que en las bacterias. Con esto, y análisis en 

la secuencia genómica indican que los fotosistemas tienen un origen en común. El fotosistema 

II es un dímero de dos centros de reacción completos junto con sus respectivos complejos 

antena (Figura 6), el centro de reacción está constituido por dos proteínas similares de ∼40 

KDa, D1 y D2, de los cuales cada subunidad consiste de 5 helicasas transmembranales que, 

son homólogos a las proteínas L y M del centro de reacción de la bacteria púrpura. 

Flanqueando el centro de reacción, las subunidades CP43 y CP47 (Chlorophyll Protein) 

funcionan como proteínas cosechadoras de luz, cada una consiste de 6 helicasas 

transmembranales y unen 14 y 16 moléculas de clorofila respectivamente. La energía 

transferida del LHC hacia CP43/CP47 es mediada por proteínas cosechadoras de luz menores, 

CP24 (Lhcb6), CP26 (Lhcb5) y CP29 (Lhcb4). El fotosistema II cataliza la oxidación del agua 

y provee la mayor parte del oxigeno en la tierra, en el centro de reacción de éste fotosistema 

las proteínas D1 y D2 coordinan tanto el complejo productor de oxígeno de manganeso como 

los componentes del flujo de electrones, que son; un par especial de clorofilas a, en Rp viridis 

los anillos tetrapirroles están tan cercanos (0.3 nm) que sus orbitas se traslapan en estado 

excitado, la transferencia de electrones procede por el brazo L, en plantas el par especial está 

más alejado o débilmente unido que, probablemente sólo una molécula de clorofila reaccione 

con el excitón, cada clorofila del par especial está unida a las proteínas D1 y D2 formando dos 

brazos donde se unen cromóforos, en cada brazo se yace una molécula accesoria de clorofila a 

(en bacterias, como en plantas, la clorofila a accesoria del brazo M está en contacto con un ß 

caroteno para abolir el estado triple de la clorofila en el centro de reacción), y una molécula de 

feofitina que, es una clorofila pero en lugar del átomo de magnesio en el centro hay dos 
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átomos de hidrógeno. La plastoquinona PQA se une fuertemente a la proteína D1 (en Rp. 

viridis el anillo de quinona QA va unido por puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas 

a la subunidad M), mientras que la plastoquinona PQB es móvil. Adicionalmente en el centro 

de reacción hay un átomo de hierro sin grupo hemo, entre P680 y el complejo de manganeso un 

aminoácido tirosina funciona como acarreador de electrones, se le conoce como YZ, y el 

citocromo b559 quizá esté involucrado en algún ciclo protector del PSII (Figura 6) (Ferreira et 

al., 2004; Stryer et al., 2002; Nelson y Cox, 2008) 

a     b  

Figura 6. Vista perpendicular del dímero del PSII desde la membrana. a) Subunidades D1 y D2 

mostradas como estructura de cinta azul oscuro, CP43 y CP47 son las cintas moradas, subunidad 

citocromo-b559 representado por la estructura en cinta azul claro y las subunidades extrínsecas por las 

cintas naranja y amarillo, las subunidades restantes son las cintas rosa claro, las clorofilas son 

mostradas en estructuras de bastones verde oscuro (Ion Mg como esfera amarilla), el complejo 

productor de oxigeno (grupo 4Mn) es simulado por las esferas azul claro y los iones de calcio por las 

esferas rosa oscuro, el grupo hemo es interpretado por bastones rojos y las esferas rojas son iones de 

hierro. Los bastones color naranja simula β caroteno y los bastones rosa oscuro son las quinonas. El eje 

de simetría del dímero está trazado por una línea. b). La flecha indica el flujo del electrón, Tirosina 161 

(YZ) en bastones azul oscuro y en bastones grises los iones bicarbonato, feofitina en verde claro y las 

clorofilas representadas por porfirinas simétricas. PDB ID 1S5L. 

 

En el mismo centro de reacción se localizan los primeros donadores de electrones que llevan 

a cabo el primer proceso redox de la fotosíntesis, son el par especial de clorofilas a llamadas 

P680, por la máxima longitud de onda a la que absorben luz, elevando un electrón a una orbita 

de mayor energía, tal molécula de clorofila P680 excitada transfiere el electrón  al monómero 

de clorofila a accesoria e inmediatamente al aceptor de electrones feofitina quedando la 

clorofila del centro de reacción oxidado (carga positiva por la perdida de un electrón) y el 
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complex49. Remarkably, two cofactors of unknown
function — chlorophyll-a and !-carotene — are also
part of the cytochrome-b6 f complex49 (FIG. 3a).

The crystal structures of the cytochrome-b6 f
complexes from Mastigocladus laminosus and
Chlamydomonas reinhardtii indicate that they are
dimers (FIG. 3), the organizations of which are similar to
that of cytochrome bc1. However, the extramembrane
domains of cytochrome f and the Rieske protein, which
lie on the lumenal side of the membrane, are shifted
considerably in comparison to their counterparts in the
cytochrome-bc1 complex46,47. Furthermore,PetG,PetL,
PetM and PetN have no parallels in cytochrome-bc1.
Conversely,helix H of cytochrome b and the small sub-
units su10, su7 and su11 of cytochrome bc1 have no
equivalents in the cytochrome-b6 f complex. The small
subunits of cytochrome b6 f occupy a site that is partially
filled with a specific lipid in cytochrome bc1, so they
might therefore function as space fillers.The chlorophyll-
a and !-carotene cofactors might have a similar space-fill-
ing function. The recent structure of the C. reinhardtii
cytochrome-b6 f complex now provides us with the
opportunity to generate directed amino-acid substitu-
tions that might address some of the intriguing questions
that remain to be answered, such as why the chlorophyll-
a cofactor does not fluoresce, and how photons that are
absorbed by this chlorophyll are quenched without gen-
erating dangerous CHLOROPHYLL TRIPLETS.

The presence of a further haem group that is cova-
lently bound to cytochrome b6 is also puzzling46,47. The
extra haem is located at the stromal face between the bH
haem group and the Qi site (FIG. 3). The existence of this
extra haem at a position that is accessible from the
stroma gives credence to the idea that ferredoxin might
be able to transfer electrons directly to an oxidized
quinone at the Qi site of cytochrome b6 f, as part of the
process of cyclic photophosphorylation (FIG. 1b). Cyclic
photophosphorylation is an alternative electron-trans-
fer pathway that,unlike the prevailing linear mode,does
not involve PSII. In this process, a pmf is formed by
electrons that flow from PSI through a quinone and the
cytochrome-b6 f complex back to PSI. No NADPH is
formed in this pathway and its molecular basis and
regulation are ill-defined.

The redox state of the quinone pool — that is, the
proportion of reduced versus oxidized quinones —
regulates both short-term and long-term responses to
an imbalance in the activities of the two photosys-
tems50–53. The cytochrome-b6 f complex functions as the
sensor of this redox state and therefore has a key role in
the acclimatization of the photosynthetic apparatus
to the varying environment. In ‘STATE TRANSITION’, one of
the short-term responses that is regulated by
cytochrome b6f — the binding of PQH2 to the Qo site
— was shown to control the activation of a stromal
kinase that probably carries the signal further through
a cascade of kinases54–56. The most intriguing question
in terms of the role of cytochrome b6f in this process is
how the binding of the reduced quinone at the lumenal
Qo site is conveyed to the stromal signal-transduction
machinery. The chlorophyll in the cytochrome-b6f

hydrophobic subunits (PetG, PetL, PetM and PetN).
This leads to a dimer that has a molecular weight of
217 kDa (REFS 46,47). Cytochrome b6 and subunit IV are
homologous to the N- and C-terminal halves, respec-
tively, of cytochrome b of the cytochrome-bc1 complex.
The Rieske iron–sulphur proteins of the cytochrome-b6 f
and cytochrome-bc1 complexes are also similar48.
However, the c-type cytochrome f of the cytochrome-b6 f
complex is unrelated to cytochrome c1 of the bc1

STATE TRANSITION

A short-term response to light
conditions, in which plants can
differentially distribute light
energy between photosystem I
and photosystem II. It is thought
to occur through the relocation
of light-harvesting complex II
between the two photosystems.

Figure 2 | The structure of photosystem II and the cofactors that are involved in light-
induced water oxidation and plastoquinone reduction. a | A view of the photosystem II
(PSII) dimer perpendicular to the membrane normal. The coordinates of protein residues,
chlorophylls and cofactors were taken from the Protein Data Bank file 1S5L (REF. 24). The D1 and
D2 subunits are shown as dark-blue ribbon structures, CP43 and CP47 as purple ribbon
structures, the cytochrome-b559 subunits as light-blue ribbon structures, and extrinsic subunits as
both orange and yellow ribbon structures. The remaining subunits are shown as light-pink ribbon
structures. Chlorophylls are shown in a dark-green stick representation (with the central
magnesium ions shown as yellow spheres). The oxygen-evolving complexes/manganese clusters
are shown as light-blue spheres (manganese ions) and dark-pink spheres (calcium ions). Haem
groups are shown in a red stick representation, and red spheres represent iron ions. Orange stick-
like structures represent !-carotene, and dark-pink stick-like structures represent the quinones.
The axis of symmetry of the dimer is highlighted by a line. b | The cofactors that are involved in
electron transport in PSII are shown in the same positions as in the left part of the PSII dimer in
FIG. 2a. The arrows indicate the electron-transport pathway to the photooxidized P680 (two weakly
coupled chlorophylls that function as the primary electron donor) and to the oxidized quinone.
The colour scheme is the same as for part a, with the addition of pheophytins in light green,
tyrosine 161 of D1 — Tyr (Yz) — in dark blue and bicarbonate ions in grey. The chlorophyll
molecules are represented by symmetrical porphyrins.
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complex49. Remarkably, two cofactors of unknown
function — chlorophyll-a and !-carotene — are also
part of the cytochrome-b6 f complex49 (FIG. 3a).

The crystal structures of the cytochrome-b6 f
complexes from Mastigocladus laminosus and
Chlamydomonas reinhardtii indicate that they are
dimers (FIG. 3), the organizations of which are similar to
that of cytochrome bc1. However, the extramembrane
domains of cytochrome f and the Rieske protein, which
lie on the lumenal side of the membrane, are shifted
considerably in comparison to their counterparts in the
cytochrome-bc1 complex46,47. Furthermore,PetG,PetL,
PetM and PetN have no parallels in cytochrome-bc1.
Conversely,helix H of cytochrome b and the small sub-
units su10, su7 and su11 of cytochrome bc1 have no
equivalents in the cytochrome-b6 f complex. The small
subunits of cytochrome b6 f occupy a site that is partially
filled with a specific lipid in cytochrome bc1, so they
might therefore function as space fillers.The chlorophyll-
a and !-carotene cofactors might have a similar space-fill-
ing function. The recent structure of the C. reinhardtii
cytochrome-b6 f complex now provides us with the
opportunity to generate directed amino-acid substitu-
tions that might address some of the intriguing questions
that remain to be answered, such as why the chlorophyll-
a cofactor does not fluoresce, and how photons that are
absorbed by this chlorophyll are quenched without gen-
erating dangerous CHLOROPHYLL TRIPLETS.

The presence of a further haem group that is cova-
lently bound to cytochrome b6 is also puzzling46,47. The
extra haem is located at the stromal face between the bH
haem group and the Qi site (FIG. 3). The existence of this
extra haem at a position that is accessible from the
stroma gives credence to the idea that ferredoxin might
be able to transfer electrons directly to an oxidized
quinone at the Qi site of cytochrome b6 f, as part of the
process of cyclic photophosphorylation (FIG. 1b). Cyclic
photophosphorylation is an alternative electron-trans-
fer pathway that,unlike the prevailing linear mode,does
not involve PSII. In this process, a pmf is formed by
electrons that flow from PSI through a quinone and the
cytochrome-b6 f complex back to PSI. No NADPH is
formed in this pathway and its molecular basis and
regulation are ill-defined.

The redox state of the quinone pool — that is, the
proportion of reduced versus oxidized quinones —
regulates both short-term and long-term responses to
an imbalance in the activities of the two photosys-
tems50–53. The cytochrome-b6 f complex functions as the
sensor of this redox state and therefore has a key role in
the acclimatization of the photosynthetic apparatus
to the varying environment. In ‘STATE TRANSITION’, one of
the short-term responses that is regulated by
cytochrome b6f — the binding of PQH2 to the Qo site
— was shown to control the activation of a stromal
kinase that probably carries the signal further through
a cascade of kinases54–56. The most intriguing question
in terms of the role of cytochrome b6f in this process is
how the binding of the reduced quinone at the lumenal
Qo site is conveyed to the stromal signal-transduction
machinery. The chlorophyll in the cytochrome-b6f

hydrophobic subunits (PetG, PetL, PetM and PetN).
This leads to a dimer that has a molecular weight of
217 kDa (REFS 46,47). Cytochrome b6 and subunit IV are
homologous to the N- and C-terminal halves, respec-
tively, of cytochrome b of the cytochrome-bc1 complex.
The Rieske iron–sulphur proteins of the cytochrome-b6 f
and cytochrome-bc1 complexes are also similar48.
However, the c-type cytochrome f of the cytochrome-b6 f
complex is unrelated to cytochrome c1 of the bc1

STATE TRANSITION

A short-term response to light
conditions, in which plants can
differentially distribute light
energy between photosystem I
and photosystem II. It is thought
to occur through the relocation
of light-harvesting complex II
between the two photosystems.

Figure 2 | The structure of photosystem II and the cofactors that are involved in light-
induced water oxidation and plastoquinone reduction. a | A view of the photosystem II
(PSII) dimer perpendicular to the membrane normal. The coordinates of protein residues,
chlorophylls and cofactors were taken from the Protein Data Bank file 1S5L (REF. 24). The D1 and
D2 subunits are shown as dark-blue ribbon structures, CP43 and CP47 as purple ribbon
structures, the cytochrome-b559 subunits as light-blue ribbon structures, and extrinsic subunits as
both orange and yellow ribbon structures. The remaining subunits are shown as light-pink ribbon
structures. Chlorophylls are shown in a dark-green stick representation (with the central
magnesium ions shown as yellow spheres). The oxygen-evolving complexes/manganese clusters
are shown as light-blue spheres (manganese ions) and dark-pink spheres (calcium ions). Haem
groups are shown in a red stick representation, and red spheres represent iron ions. Orange stick-
like structures represent !-carotene, and dark-pink stick-like structures represent the quinones.
The axis of symmetry of the dimer is highlighted by a line. b | The cofactors that are involved in
electron transport in PSII are shown in the same positions as in the left part of the PSII dimer in
FIG. 2a. The arrows indicate the electron-transport pathway to the photooxidized P680 (two weakly
coupled chlorophylls that function as the primary electron donor) and to the oxidized quinone.
The colour scheme is the same as for part a, with the addition of pheophytins in light green,
tyrosine 161 of D1 — Tyr (Yz) — in dark blue and bicarbonate ions in grey. The chlorophyll
molecules are represented by symmetrical porphyrins.
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aceptor del electrónes reducido (gana un electrón y la carga es negativa), en bacterias la 

diferencia de cargas ocurre en menos de 10 picosegundos, 10-11 segundos. De la feofitina, el 

electrón viaja al aceptor (a 10Å de  distancia en bacterias) inmovil PQA, suprimiendo así la 

recombinación de cargas que sucede cuando el electrón en la Ph- regresa a Chl+ del centro de 

reacción para neutralizar la carga, en R. viridis la QA pasa el electrón al Fe sin hemo y 

posteriormente a la QB en 6µs, es decir, reduce la móvil PQB a PQB
-, plastosemiquinona 

radical, la absorción de un segundo fotón o quantum por el centro de reacción mueve el 

segundo electrón através de la cadena transportadora hasta llegar a reducir completamente a 

PQB
- en PQB

2- ya que, el sitio de unión de PQB yace del lado del estroma, toma dos protones 

del estroma para formar plastohidroquinona PQH2 que, es liberada del fotosistema II y 

considerada como el producto final (Nelson y Ben, 2004, Heldt y Heldt, 2005, Stryer et al 

2002, Okamura et al 2000, Nelso y Cox, 2008).  

Plastoquinona                        Hidroquinona 

 

La clorofila P680
+ oxidada tiene el potencial redox mas elevado dentro de los sistema 

biológicos (>1V) (Figura 5), es un oxidante muy fuerte que extrae un electrón a la cercana 

tirosina (YZ) ubicada en la proteína D1, la tirosina radical (Z) con déficit de un electrón oxida 

un ion manganeso de un grupo de 4 Mn iones, los cuales unen dos moléculas de agua como 

substrato y utiliza un ion calcio, un ion bicarbonato y un ion cloruro como cofactores. El 

evento anterior se repite dos veces para forma PQH2, con cada transferencia individual de 

electrones el grupo 4 Mn se vuelve más oxidado, cuatro fotones absorbidos corresponden a 

una cuatro transferencia de electrones generando una carga de 4+ en el complejo productor de 

oxígeno (oxigen-evolving complex) oxidan 2H2O --> O2 + 4H (Figura 7), formando oxigeno 

molecular y protones que son liberados en el lumen de la membrana tilacoide, actuando el 

complejo como una bomba de protones (Tommos y Babcock, 1999), además es el único 

complejo biológico conocido que produce O2. El complejo productor de oxigeno está asociado 

con una proteína periférica membranal (Mr 33,000) sobre el lado del lumen de la membrana 

tilacoide. La extracción de electrones puede ser impar, p.e. en bajas temperaturas, P680
+ bajo 

estas condiciones puede extraer e- de su alrededor y causar daños, la estructura del PSII 

The electron is then further transferred to a loosely bound plastoquinone
(QB). This plastoquinone (PQ) (Fig. 3.19) accepts two electrons and two
protons one after the other and is thus reduced to hydroquinone (PQH2).
The hydroquinone is released from the photosynthesis complex and may be
regarded as the final product of photosystem II. This sequence, consisting
of a transfer of a single electron between (chl-a)2 and QA and the transfer of
two electrons between QA and QB, corresponds to the reaction sequence
shown for Rb. sphaeroides (Fig. 3.11). The only difference is that the
quinones are ubiquinone or menaquinone in bacteria and plastoquinone in
photosystem II.

However, the similarity between the reaction sequence in PS II and the
photosystem of the purple bacteria applies only to the electron acceptor
region. The electron donor function in PS II is completely different from
that in purple bacteria. The electron deficit in (chl-a)2

+
• caused by noncyclic

electron transport is compensated for by electrons derived from oxidation
of water. Manganese cations and a tyrosine residue are involved in the trans-
port of electrons from water to chlorophyll. The (chl-a)2

+
• radical with a redox

potential of about +1.1 volt is such a strong oxidant that it can withdraw an
electron from a tyrosine residue in the protein of the reaction center and a
tyrosine radical remains. This reactive tyrosine residue is often designated as
Z. The electron deficit in the tyrosine radical is restored by oxidation of a
manganese ion (Fig. 3.20). The PS II complex contains several manganese
ions, probably four, which are close to each other. This arrangement of Mn
ions is called the Mn cluster. The Mn cluster depicts a redox system that can
take up four electrons and release them again. During this process the Mn
ions probably change between the oxidation state Mn3+ and Mn4+.

To liberate one molecule of O2 from water, the reaction center must 
withdraw four electrons and thus capture four excitons. The time differences
between the capture of the single excitons in the reaction center depends on
the intensity of illumination. If oxidation of water were to proceed stepwise,
oxygen radicals could be formed as intermediary products, especially at low
light intensities. Oxygen radicals have a destructive effect on biomolecules
such as lipids and proteins (section 3.10). The water splitting machinery of
the Mn clusters minimizes the formation of oxygen radical intermediates by
supplying the reaction center via tyrosine with four electrons one after the
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cytochrome-c to the reaction center. Energy is conserved in this electron
transport to form a proton potential (section 4.1), which is used for ATP-
synthesis. The structure and mechanism of the cytochrome-b/c1 complex and
of ATP-synthase will be described in section 3.7 and Chapter 4, respectively.

In summary, the cyclic electron transport of the purple bacteria may
resemble a simple electric circuit as shown in Figure 3.13. The chlorophyll
pair and pheophytin, between which an electron is transferred by light
energy, may be regarded as the two plates of a capacitor between which a
voltage is generated, driving a flux of electrons, a current. A very large part
of electron energy is dissipated as heat by a voltage drop via a resistor. This
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sugiere una extracción alternativa de e- donde se involucran el citocromo b559, un carotenoides 

y una clorofila periférica (Figura 6) (Nelson y Ben, 2004; Heldt y Heldt, 2005; Stryer et al., 

2002; Okamura et al., 2000; Nelson y Cox, 2008).  

 

 
Figura 7. Complejos productores de oxígeno. Con experimentos realizados por Pierre Joliot y Bessel 

Kok se ha postulado que el complejo productor de oxigeno tiene diferentes estados de oxidación, 

conocidos como estados S y van del S0 al S4 hasta oxidar 2H2O. La tirosina es un aceptor de electrones 

entre en complejo de iones Mn y P680. 

 

 I.III. El complejo Citocromo B6f conecta a los fotosistemas I y II. 

 

PQH2 se disocia por la porción de hidrocarbonos de la membrana hasta llegar al complejo 

Citocromo B6f (Figura 5). Las estructuras de cristales del citocromo B6f que se encuentra en la 

membrana tilacoide indican que funciona como homodímero, cada monómero consiste de 

cuatro subunidades: proteína citocromo-b6 (23 KDa) integra dos grupos hemo b, proteína 

citocromo-f (de foliar, 33 KDa) tiene un grupo hemo c, proteína hierro-azufre Rieske (Mr 

20,000) y una subunidad IV (17 KDa), también cuatro pequeñas subunidades hidrofóbicas 

PetG, PerL, PetM, y Petn, dan al dímero un peso molecular de 217 KDa (Kurisu et al., 2003; 

Stroebel et al., 2003) y dos co-factores con función desconocida, una molécula de clorofila a y 

de β caroteno (Figura 9), conforman el complejo. Citocromo-b6 expande la membrana como lo 

hace la subunidad IV, incluso ambos son homólogos en las mitades N-terminal y C-terminal, 

respectivamente, al complejo cit-bC1, Los Citocromos son proteínas que unen de uno a dos 
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FIGURE 7.25 Structure of the photosystem II reaction center from
the cyanobacterium Synechococcus elongatus, resolved at 3.8 Å. The
structure includes the D1 and D1 core reaction center proteins, the
CP43 and CP47 antenna proteins, cytochromes b559 and c550, the
extrinsic 33 kDa oxygen evolution protein PsbO, and the pigments
and other cofactors. Seven unassigned helices are shown in gray.
(A) View from the lumenal surface, perpendicular to the plane of
the membrane. (B) Side view parallel to the membrane plane. (After
Zouni et al. 2001.)
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anillos tetrapirroles con átomos de Hierro en el centro, conocido como grupo hemo (en plantas 

el anillo tetrapirrol tiene un átomo de Mg), los citocromos funcionan como acarreadores de 

electrones, en comparación con las quinonas que transfieren dos e– junto con dos protones. 

Estos están divididos en tres grupos a, b, y c, corresponde a los grupos hemos a, b, y c, en el 

cit-b el grupo hemo-b no está covalentemente unido a la proteína, en contraste con el grupo 

hemo-c unido covalentemente al cit-c mediante enlaces tioéter, donde se unen el SH2 del 

residuo de cisteína y dos grupos vinilo del hemo-b, (Figura 8), el citocromo c del complejo 

citocromo B6f no está relacionado con el citocromo c1 del complejo citocromo bC1, el restante 

grupo hemo a tiene una fila de tres unidades de isopreno unidas a un grupo vinilo del hemo b, 

la fila de isoprenos emula una ancla en la parte hidrofóbica de la membrana igual que en las 

quinonas. Acerca de la proteína hierro-azufre Rieske del complejo citocromo B6f es muy 

similar a la del complejo citocromo bC1, mientras que PetG, PerL, PetM, y Petn no tienen 

homólogos en el complejo bC1, el hemo c funcional del cit- f yace en la periferia de la 

membrana del lado luminal, del mismo lado está la proteína hierro-azufre Rieske que se ancla 

ligeramente a la membrana. El electrón pasa a través del complejo Citocromo B6f como la 

describe el ciclo Q, PQH2 es oxidado al unirse al sitio Q0 del lado luminal liberando dos 

protones al mismo lado, uno de los dos electrones va por el proceso cíclico que, incrementa 

(pmf) el número de protones bombeados transversalmente por la membrana, durante que el 

otro electrón sigue un ciclo lineal hasta llegar a la plastocianina. Durante el transporte lineal de 

electrones, PQH2 es oxidado en el sitio Q0 del lado del lumen por la proteína hierro-azufre 

Rieske, debido al potencial redox muy positivo de la proteína Rieske un electrón es quitado de 

la plastohidroquinona que se reduce a PQ-, a su vez libera dos protones al lado acuoso del 

lumen, este e– es pasado al cit-f y enseguida a la plastocianina que, es una proteína (m m de 

10.5 kDa) con un átomo de Cu (cobre), el cual está unido a un residuo de cisteína, uno de 

metionina, y dos de histidina de la misma proteína (Figura 8), la cual sucesivamente reduce las 

clorofilas P700 del PSI (Carell et al., 1997; Martinez et al., 1994; Nelson y Ben, 2004). 
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tion state in reduced cytochromes and in the 3+ oxidation state in oxidized
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cytochrome f ), a Rieske Fe–S protein (FeSR),
and two quinone oxidation–reduction sites. (A)
The noncyclic or linear processes: A plastohy-
droquinone (QH2) molecule produced by the
action of PSII (see Figure 7.27) is oxidized near
the lumenal side of the complex, transferring its
two electrons to the Rieske Fe–S protein and
one of the b-type cytochromes and simultane-
ously expelling two protons to the lumen. The
electron transferred to FeSR is passed to
cytochrome f (Cyt f ) and then to plastocyanin
(PC), which reduces P700 of PSI. The reduced b-
type cytochrome transfers an electron to the
other b-type cytochrome, which reduces a
quinone (Q) to the semiquinone (Q••!) state (see
Figure 7.27). (B) The cyclic processes: A second
QH2 is oxidized, with one electron going from
FeSR to PC and finally to P700. The second elec-
tron goes through the two b-type cytochromes
and reduces the semiquinone to the plastohy-
droquinone, at the same time picking up two
protons from the stroma. Overall, four protons
are transported across the membrane for every
two electrons delivered to P700.

b)  
Plastocianina	
  

 

  

 

 

 

 
 

 

Figura 8. Citocromos y plastocianina. a). Figura del grupo prostético del citocromo b y c. El hemo-b 

no está unido covalentemente al cit-b (azul), así el hemo-c (naranja) tiene similar estructura al hemo-b, 

pero está unido covalentemente a residuos de cisteína de la proteína cit-c. Fe2+ es el estado de 

oxidación en citocromos reducidos y Fe3+ el estado de oxidación en citocromos oxidados.                    

b). Estructura de la plastocianina, un residuo de cisteína, uno de metionina y dos de histidina unen un 

átomo de Cu en un arreglo de tetraedro distorsionado que, cambia su estado de Cu+ a Cu2+.  

 

En el vía cíclica, la plastosemiquinona radical PQ- producida es muy inestable y pasa el 

electrón entre la membrana al primer grupo hemo bL del citocromo-b6 y de ahí en el mismo 

cit-b6 al segundo hemo bH luego, reduce una oxidada plastoquinona en el sitio Q1 del lado del 

estroma, para producir un radical plastosemiquinona PQ-, seguido de una segunda reducción 

toma dos protones del estroma para formar PQH2 que, se libera al pool de quinonas reducidas 

de la bicapa lipídica. En el sitio Q0, cuatro protones son translocados al lumen por dos 

moléculas de PQH2 oxidadas, de las PQ hechas una retorna al PSII y la otra quinona se 

difunde por la capa de lípidos de la membrana para unirse a otro sitio Q1 donde es reducido 

por el grupo hemo bH via PQ- radical a PQH2, la hidroquinona regenerada es oxidada por la 

proteína Rieske del lado del lumen (Figura 9), y así gradualmente (Carell et al., 1997; 

Martinez et al., 1994. 
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a ……b  

Figura 9. Complejo citocromo-B6f de Chlamydomonas reinhardtii y los cofactores implicados en el 

transporte de electrones PDB ID 1Q90. a). Vista perpendicular del complejo homodimérico 

Citocromo-B6f  desde la membrana, el eje de simetría del dímero está resaltado por una línea. El 

citocromo-b6 está mostrado con estructuras de listón moradas, la subunidad IV es la estructura de listón 

gris, las proteína hierro-azufe mostrada como listón naranja, y la subunidad citocromo-f es mostrada 

como estructura de listón azul oscuro. Las subunidades pequeñas PetG, PerL, PetM, y Petn son las 

estructuras de listón rosa ligero. Los grupos hemos-bL, bH y f son representados por estructuras de 

bastones rojos (las esferas rojas centrales simulan al ión de hierro) y los grupos hemo extras son los 

bastones rojo oscuro localizados entre el hemo-bH y el sitio Q1. Los bastones naranjas representan β-

caroteno y las estructuras de bastones rosa oscuro representan las quinonas. b). Los cofactores 

posicionados como en la figura de a lado, y las flechas indican la transferencia de electrones en el ciclo 

Q de la oxireducción de la plastoquinona (PQ) y la plastocianina (Stroebel et al., 2003).  

 

 I.IV. Fotosistema I reduce NADP 

 

La soluble plastocianina reducida proveniente del citocromo B6f viaja a través del lumen hasta 

unirse a un sitio positivamente cargado del fotosistema I (PSI), dona un electrón y se difunde 

de regreso al citocromo B6f. El PSI está compuesto de dos partes; el centro de reacción y el 

complejo periférico cosechador de luz I (LHC-I), el PSI también contiene un par de clorofilas 

a (Chla)2 especiales que absorben la luz a 700 nm de longitud de onda como máximo, en 

contraste con el PSII, hay alrededor 100 clorofilas antenas ligadas intrínsicamente a dos 

grande proteínas (PsaA y PsaB) en el centro de reacción, el cual consta de 12-14 subunidades 

proteicas a saber; PsaA-PsaL, PsaN y PsaO. Los heterodímeros PsaA y PsaB como en D1 y 

D2 del PSII, fincan el corazón del PSI uniendo al par especial de chl-a P700, el aceptor 
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Photosystem I
PSI of higher plants is composed of two moieties: a reac-
tion centre and the peripheral light-harvesting complex I
(LHCI; FIG. 4). The reaction centre comprises 12–14 sub-
units that are denoted PsaA–PsaL,PsaN and PsaO. The
PsaA–PsaB heterodimer forms the heart of PSI. It binds
the P700 special chlorophyll pair, which is where the light-
driven charge separation occurs, and it also includes the
primary electron acceptors A0 (chlorophyll-a), A1 (phyl-
loquinone) and FX (an Fe4–S4 cluster; FIG. 5). In addition,
this heterodimer coordinates ~80 chlorophylls that
function as an intrinsic light-harvesting antenna58,59.
The terminal components of the electron-transfer
chain — that is, two further Fe4–S4 clusters (FA and FB)
— are bound to PsaC. The rest of the subunits partici-
pate in the docking of ferredoxin (PsaC, PsaE and
PsaD) and plastocyanin (PsaF), the association with
LHCI (PsaK, PsaG, PsaJ and PsaF), the docking of
LHCII (PsaI? PsaH and PsaL) and the maintenance
of complex integrity, and they probably also have
other functions60.

Like all the other protein complexes that carry out
oxygenic photosynthesis,PSI is present in cyanobacteria,
algae and plants. The core of the PSI reaction centre is
highly conserved in these organisms, and it is therefore
assumed that a similar structure existed at the dawn of
oxygenic photosynthesis more than three billion years
ago61. As was shown by the crystal structures of
cyanobacterial and plant PSI59,62, the bulk of the reaction
centre is built of two,homologous, large subunits (PsaA
and PsaB) that harbour most of the PSI pigments and all
of the cofactors that are involved in light-induced elec-
tron transfer from the special, tightly-coupled, chloro-
phyll pair (P700) to the electron acceptor FX

59. Therefore, a
basic pseudo-twofold-symmetry structure dominates
the central core of PSI63. The evolution of PSI was proba-
bly initiated over 3.5 billion years ago by the formation of
a homodimeric reaction centre that is similar to the one
found today in green bacteria38,64–67. Gene duplication
probably generated a heterodimeric reaction centre that
subsequently evolved into the PSI that is now found in
cyanobacteria, and in the chloroplasts of algae and
plants63.

Oxygenic photosynthesis operates under vastly
different conditions, which are dictated by the ecological
niches that different organisms occupy. Whereas green
algae and plants are mainly present on the surface of
oceans and on land, cyanobacteria usually proliferate
deep in oceans and other bodies of water. Consequently,
they are protected from high light intensities and must
compete for the dim light of their environment68. This
has led to the formation of several specific light-harvest-
ing complexes in cyanobacteria, such as phycobilisomes
that absorb the green light that filters through the green
algae on the surface. A life at low light intensities proba-
bly drove the formation of the trimeric PSI that is pre-
sent in cyanobacteria69,70.

The plant PSI uses an extrinsic, peripheral light-
harvesting membrane antenna (LHCI), and this
antenna is composed of a modular arrangement of
four light-harvesting chlorophyll-containing proteins

complex47 or conformational changes that result from the
oscillation of the Rieske centre57 were proposed to fulfill
this task, but no clear answer has been obtained. The
recent structures of the cytochrome-b6 f complex should
prove invaluable in helping to shed light on this issue.

Figure 3 | The structure of the cytochrome-b
6
f complex from Chlamydomonas reinhardtii

and the cofactors that are involved in its mechanism of action. a | A view of the 
cytochrome-b6f complex dimer perpendicular to the membrane normal. The axis of symmetry of
the dimer is highlighted by a line. The coordinates of the protein residues and cofactors were taken
from the Protein Data Bank file 1Q90 (REF. 47). The cytochrome-b6 subunits are shown as purple
ribbon structures, the subunit IV subunits as grey ribbon structures, Rieske iron–sulphur proteins
are shown as orange ribbon structures and cytochrome-f subunits are shown as dark-blue ribbon
structures. The small subunits (PetG, PetL, PetM and PetN) are shown as light-pink ribbon
structures. Haems bH, bL and f are shown in a red stick representation (the central red spheres
represent iron ions), and the extra haems are shown in dark red. Orange spacefill structures
represent !-carotene, chlorophylls are shown in a dark-green stick representation (with the central
magnesium ions shown as yellow spheres), and iron–sulphur clusters are represented by red and
green spheres. b | The cofactors that are involved in electron transport are shown in the same
positions as in FIG. 3a. The arrows indicate the electron transport that occurs during the Q cycle of
plastoquinone (PQ)–plastocyanin oxidoreduction and the proton transport activity of the complex.
The extra haems (dark red) are not directly involved in the Q cycle.
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the P700 special chlorophyll pair, which is where the light-
driven charge separation occurs, and it also includes the
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loquinone) and FX (an Fe4–S4 cluster; FIG. 5). In addition,
this heterodimer coordinates ~80 chlorophylls that
function as an intrinsic light-harvesting antenna58,59.
The terminal components of the electron-transfer
chain — that is, two further Fe4–S4 clusters (FA and FB)
— are bound to PsaC. The rest of the subunits partici-
pate in the docking of ferredoxin (PsaC, PsaE and
PsaD) and plastocyanin (PsaF), the association with
LHCI (PsaK, PsaG, PsaJ and PsaF), the docking of
LHCII (PsaI? PsaH and PsaL) and the maintenance
of complex integrity, and they probably also have
other functions60.

Like all the other protein complexes that carry out
oxygenic photosynthesis,PSI is present in cyanobacteria,
algae and plants. The core of the PSI reaction centre is
highly conserved in these organisms, and it is therefore
assumed that a similar structure existed at the dawn of
oxygenic photosynthesis more than three billion years
ago61. As was shown by the crystal structures of
cyanobacterial and plant PSI59,62, the bulk of the reaction
centre is built of two,homologous, large subunits (PsaA
and PsaB) that harbour most of the PSI pigments and all
of the cofactors that are involved in light-induced elec-
tron transfer from the special, tightly-coupled, chloro-
phyll pair (P700) to the electron acceptor FX

59. Therefore, a
basic pseudo-twofold-symmetry structure dominates
the central core of PSI63. The evolution of PSI was proba-
bly initiated over 3.5 billion years ago by the formation of
a homodimeric reaction centre that is similar to the one
found today in green bacteria38,64–67. Gene duplication
probably generated a heterodimeric reaction centre that
subsequently evolved into the PSI that is now found in
cyanobacteria, and in the chloroplasts of algae and
plants63.

Oxygenic photosynthesis operates under vastly
different conditions, which are dictated by the ecological
niches that different organisms occupy. Whereas green
algae and plants are mainly present on the surface of
oceans and on land, cyanobacteria usually proliferate
deep in oceans and other bodies of water. Consequently,
they are protected from high light intensities and must
compete for the dim light of their environment68. This
has led to the formation of several specific light-harvest-
ing complexes in cyanobacteria, such as phycobilisomes
that absorb the green light that filters through the green
algae on the surface. A life at low light intensities proba-
bly drove the formation of the trimeric PSI that is pre-
sent in cyanobacteria69,70.

The plant PSI uses an extrinsic, peripheral light-
harvesting membrane antenna (LHCI), and this
antenna is composed of a modular arrangement of
four light-harvesting chlorophyll-containing proteins

complex47 or conformational changes that result from the
oscillation of the Rieske centre57 were proposed to fulfill
this task, but no clear answer has been obtained. The
recent structures of the cytochrome-b6 f complex should
prove invaluable in helping to shed light on this issue.

Figure 3 | The structure of the cytochrome-b
6
f complex from Chlamydomonas reinhardtii

and the cofactors that are involved in its mechanism of action. a | A view of the 
cytochrome-b6f complex dimer perpendicular to the membrane normal. The axis of symmetry of
the dimer is highlighted by a line. The coordinates of the protein residues and cofactors were taken
from the Protein Data Bank file 1Q90 (REF. 47). The cytochrome-b6 subunits are shown as purple
ribbon structures, the subunit IV subunits as grey ribbon structures, Rieske iron–sulphur proteins
are shown as orange ribbon structures and cytochrome-f subunits are shown as dark-blue ribbon
structures. The small subunits (PetG, PetL, PetM and PetN) are shown as light-pink ribbon
structures. Haems bH, bL and f are shown in a red stick representation (the central red spheres
represent iron ions), and the extra haems are shown in dark red. Orange spacefill structures
represent !-carotene, chlorophylls are shown in a dark-green stick representation (with the central
magnesium ions shown as yellow spheres), and iron–sulphur clusters are represented by red and
green spheres. b | The cofactors that are involved in electron transport are shown in the same
positions as in FIG. 3a. The arrows indicate the electron transport that occurs during the Q cycle of
plastoquinone (PQ)–plastocyanin oxidoreduction and the proton transport activity of the complex.
The extra haems (dark red) are not directly involved in the Q cycle.
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primario de electrón A0 (chl-a), A1 (filoquinona, figura 10) y una serie de tres proteínas 

membranales con un grupo de Fe4–S4 conocidas como FX, FA y FB (unidos a PsaC, los dos 

últimos). La excitación por el fotón o el excitón en la P700 provoca una separación de cargas 

(Chla)2
+ que es luego reducida por la plastocianina al momento de empalmarse a PsaF, el 

electrón es transferido inmediatamente de P700 a A0 (monómero de Chl-a) y de aquí a una 

filoquinona A1 fuertemente unida (su función corresponde a QA del PSII), de la filoquinona 

radical el electrón va hacia el centro FX y sucesivamente a los centros FA y luego a FB, en 

orden que, el electrón llega a la Ferredoxina (Figura 10 y 11), proteína Fe2S2 de 11 KDa 

cercana al lado estromal de la membrana tilacoide, esta proteína acarrea solo un electrón a la 

vez y se encuentra ligada a la subunidad PsaD, PsaC y PsaE, la ferredoxina reduce a la 

flavoproteína asociada a la membrana tilacoidal FNR (ferredoxina NADP+ reductasa) 

aceptando un electrón a la ves, generando un flavino semiquinona, la proteína recibe un 

segundo electrón para formar FNRH2, el cual transfiere dos electrones y un protón a NADP+ 

para crear NAPDH, produciendo NADPH como producto final del transporte fotosintético no 

cíclico de electrones (Binda et al., 1998; Xue et al., 1998). 

                    
Figura 10. Estructura de Filoquinona y Ferredoxina. a) La filoquinona contiene la misma cadena 

fitol que la Clorofila a y su función corresponde al de la Quinona A (QA) del PSII. La ferredoxina (b) 

es una proteína que contiene un grupo Fe2S2 cordinado por un cuatro residuos de cisteína, el grupo 

Fe2S2 puede acarrear electrones a la Ferredoxina NADP+ reductasa (FNR), así complementando el flujo 

no cíclico de electrones que empezó con la oxidación del H2O 

 

El centro reacción del PSI en plantas usa un cinturón extrínseco de antenas cosechadoras de 

luz (LHCI) en el que la organización modular es de cuatro proteínas con clorofilas 

cosechadoras de luz (Lhca1-Lhca4), los cuatro Lhca se juntan en dos dímeros (Lhca1-4 

yLhca2-3) para formar una medialuna o cinturón que sobresale de la subunidad PsaF, la 

phylloquinone (Q) (Fig. 3.32). Phylloquinone contains the same phytol side
chain as chl-a and its function corresponds to QA in photosystem II. The
electron is transferred from the semiquinone form of phylloquinone to an
iron-sulfur center named FX.

FX is a 4Fe-4S center with a very negative redox potential. It transfers
one electron to two further 4Fe-4S centers (FA, FB), which in turn reduce
ferredoxin, a protein with the molecular mass of 11 kDa, containing a 2Fe-
2S center. Ferredoxin also takes up and transfers only one electron. The
reduction occurs at the stromal side of the thylakoid membrane. For this
purpose, the ferredoxin binds at a positively charged binding site on subunit
D of PS I (Fig. 3.33). The reduction of NADP+ by ferredoxin, catalyzed by
ferredoxin-NADP reductase, yields NADPH as an end product of the pho-
tosynthetic electron transport.

The PS I complex consists of at least 11 different subunits (Table 3.4).
The center of the PS I complex is also a heterodimer (as is the center of PS
II) consisting of subunits A and B (Fig. 3.33). The molecular masses of A
and B each (82–83 kDa) correspond to about the sum of the molecular
masses of D1 and CP43 and D2 and CP47, respectively, in PS II (Table 3.2).

3.8 Photosystem I reduces NADP 101

CH3

CH3 CH3 CH3 CH3

O

O

CH3

Phylloquinone

Figure 3.32
Phylloquinone.

Table 3.4: Protein components of photosystem I (list not complete)

Protein Molecular mass Localization Encoded in Function
(kDa)

A 83 In membrane Chloroplast Binding of P700, chl-a, A0, A1, Q 
Fx, antennae function

B 82 ≤ ≤ (as in protein A)
C 9 Peripheral:stroma ≤ Binding of FA, FB, ferredoxin
D 17 ≤ Nucleus ≤
E 10 ≤ ≤ ≤
F 18 Peripheral:lumen ≤ Binding of plastocyanin
H 10 Peripheral:stroma Nucleus Binding of phosphorylated LHC II
I 5 In membrane Chloroplast ?
J 5 ≤ ≤ ?

(After Andersson and Franzén, 1992, Schubert et al., 1997).
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asociación con el centro de reacción es asimétrico en el sentido que, solo el monómero Lhca1 

a través de una unión hélice se une a PsaG, los restantes tres monómeros a causa que, no 

envuelven enlaces helice-helice interaccionan débilmente con el centro de reacción en los 

dominios lumenales y estromales y entre los mismos monómeros. De tal manera que, Lhca1 o 

el dímero Lhca1-Lhca4 actúa como ancla para el ensamblaje y estabilidad de los Lhca. Los 

dominios en el extremo C-terminales de PsaA y PsaB del PSI muestran el mismo arreglo 

helicoidal de D1 y D2 del PSII, similarmente, el extremo N-terminal de PsaA y PsaB es 

parecido en secuencia, estructura y pigmentos a las subunidades cosechadoras de luz 

intrínsecas CP47 y CP43 del PSII. Quizá, la característica más destacada de ambos 

fotosistemas son los componentes de que transfieren el electrón y su arreglo en dos brazos, en 

el cual, un par de cofactores está relacionado por un eje de simetría perpendicular a la 

membrana, esto deja claro que ambos fotosistemas provienen de un ancestro en común. 

Mientras que el PSII produce un potencial de oxidación muy fuerte en cualquier sistema 

biológico, el PSI se encarga de suplementar la célula con equivalentes oxidantes fuertes (Ben 

et al., 2004; Ben et al., 2003) 

a  b  c   

Figura 11. Modelo del PSI y los cofactores involucrados en el transporte de electrones. a) Vista de 

lado del PSI, las coordenadas estructurales del PSI fueron tomadas de PDB 1QZV, 1AG6 y 1A70. El 

centro de reacción comprende de 12 a 14 subunidades PsaA-PsaL, PsaN y PsaO. Las subunidades 

estromales son mostradas en estructuras de listón amarillas, las novedosas subunidades no encontradas 

en la contraparte de las cianobacterias están en listones rojos, entretanto que, las estructuras 

conservadas son los listones grises, el complejo LHCI (Lhca1-4) son los listones verdes. Los 

componentes del flujo de electrones del PSI son; en estructura de bastones verde oscuro las clorofilas 

con el ión Mg central como esfera naranja, las filoquinonas son los bastones morados y los grupos de 

Fe4S4 son resaltados como esferas verdes y rojas, la plastocianina es simulada por estructura de listones 
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pigment content.Perhaps even more striking is the fact
that, in both photosystems, the electron-transfer com-
ponents are arranged in two branches, in which pairs of
cofactors are related by a pseudo-twofold-symmetry
axis that is perpendicular to the membrane (FIGS 2b,5b). It
therefore became clear that the two photosystems are
derived from a common ancestor38.

However, whereas PSII produces the strongest oxidiz-
ing potential in any biological system, the task of PSI is to
supply the cell with strong reducing equivalents.
Furthermore, in PSI, the last electron acceptor is an
iron–sulphur protein that is oxidized and reduced by a
single electron during every light cycle (FIG. 5b). In PSII,
this role is taken by a quinone that, after being reduced
twice, takes up two protons from the stroma and dissoci-
ates from PSII (FIG. 2b). So, although they share general
design principles, the two photosystems must provide
essentially different environments for their cofactors.
This is evident in the chlorophyll content of the central
domain. In PSI,nearly 50 chlorophylls are 20–30-Å away
from the electron-transport chain and these chlorophylls
might provide the special chlorophyll pair (P700) with
excitation energy59,62. In sharp contrast, the central
domain of PSII contains only two light-harvesting
chlorophylls. This, and the fact that there are no protec-
tive carotenoids in the vicinity of P680,might be because

PSI to form trimers, but enabled the binding of LHCII
and therefore the state-transition response.

In addition to the structure of plant PSI, the struc-
tures of both its electron donor (plastocyanin) and
acceptor (ferredoxin) have also been determined at rela-
tively high resolutions82,83, which gives a more complete
picture of the charge-transfer mechanism of PSI.
Moreover, the structure of the complex that is formed
by ferredoxin–NADP reductase (which is known to
be bound to PSI) and ferredoxin is also available84.
FIGURE 5a depicts a model of a super-complex that con-
tains PSI, plastocyanin and ferredoxin. Under certain
conditions the reduced ferredoxin might leave its bind-
ing site to donate its electron directly to the cytochrome-
b6 f complex and therefore facilitate ATP formation
through cyclic phosphorylation (FIG. 1b).

One of the conclusions that could immediately be
drawn from the published structures of PSI and PSII is
that — as was predicted before85 — they share funda-
mental architectural features38. The central C-terminal
domains of PsaA and PsaB in PSI, which harbour the
initial electron-transfer components (from P700 to FX),
show the same helical arrangement that is observed for
D1 and D2 of PSII. Similarly, the N termini of PsaA and
PsaB resemble the intrinsic light-harvesting subunits of
PSII (CP43 and CP47) in sequence, structure and

Figure 5 | A model for the interaction of plant photosystem I with its electron donors/acceptors and the pathways for
light-induced electron transport. a | A side view of the putative interactions between plant photosystem I (PSI), plastocyanin and
ferredoxin. The structural coordinates for PSI were taken from the Protein Data Bank (PDB) file 1QZV (REF. 62). The coordinates for
plastocyanin and ferredoxin were taken from PDB files 1AG6 (REF. 83) and 1A70 (REF. 82), respectively. The reaction centre comprises
12–14 subunits that are denoted PsaA–PsaL, PsaN and PsaO, and two of these subunits are labelled in this figure. The stromal
subunits are shown as yellow ribbon structures, and novel structural elements in the reaction centre that are not present in the
cyanobacterial counterpart are shown as red ribbon structures. The conserved features of the reaction centre are shown as grey
ribbon structures, and the light-harvesting complex I (LHCI) is shown as a green ribbon structure. The electron-transfer components
of PSI are: chlorophylls (dark-green stick representations, in which the central orange spheres represent magnesium ions); quinones
(dark-pink stick representations); and three Fe4S4 clusters that are highlighted by red and green spheres. Plastocyanin is shown as an
orange ribbon structure and its copper atom is represented by a blue sphere. Ferredoxin is shown as a dark-pink ribbon structure and
its Fe2S2 cluster is also represented by red and green spheres. b | The cofactors that are involved in light-induced electron transport in
PSI (REF. 59; PDB file 1JBO). The positions of PsaA, PsaB, PsaC, plastocyanin, ferredoxin and the special chlorophyll pair P700 are
indicated. The colour scheme is the same as for part a, and the chlorophyll molecules are represented by symmetrical porphyrins.
Two tryptophan residues that might be involved in electron transport from plastocyanin to P700 are also shown (light-blue and light-pink
spacefill structures that are shown in the context of their secondary structural environment).
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the complex. Another similar sequence of electron flow
fully reduces the plastoquinone, which picks up protons
from the stromal side of the membrane and is released
from the b6 f complex as plastohydroquinone.

The net result of two turnovers of the complex is that
two electrons are transferred to P700, two plastohydro-
quinones are oxidized to the quinone form, and one oxi-
dized plastoquinone is reduced to the hydroquinone form.
In addition, four protons are transferred from the stromal
to the lumenal side of the membrane.

By this mechanism, electron flow connecting the acceptor
side of the PSII reaction center to the donor side of the PSI
reaction center also gives rise to an electrochemical potential
across the membrane, due in part to H+ concentration differ-
ences on the two sides of the membrane. This electrochemi-
cal potential is used to power the synthesis of ATP. The cyclic
electron flow through the cytochrome b and plastoquinone
increases the number of protons pumped per electron
beyond what could be achieved in a strictly linear sequence.

Plastoquinone and Plastocyanin Carry Electrons
between Photosystems II and I
The location of the two photosystems at different sites on
the thylakoid membranes (see Figure 7.18) requires that at
least one component be capable of moving along or within
the membrane in order to deliver electrons produced by
photosystem II to photosystem I. The cytochrome b6 f com-
plex is distributed equally between the grana and the
stroma regions of the membranes, but its large size makes
it unlikely that it is the mobile carrier. Instead, plasto-
quinone or plastocyanin or possibly both are thought to
serve as mobile carriers to connect the two photosystems.

Plastocyanin is a small (10.5 kDa), water-soluble, cop-
per-containing protein that transfers electrons between the
cytochrome b6 f complex and P700. This protein is found in
the lumenal space (see Figure 7.29). In certain green algae
and cyanobacteria, a c-type cytochrome is sometimes found
instead of plastocyanin; which of these two proteins is syn-
thesized depends on the amount of copper available to the
organism.

The Photosystem I Reaction Center 
Reduces NADP+

The PSI reaction center complex is a large
multisubunit complex (Figure 7.30) (Jordan
et al. 2001). In contrast to PSII, a core
antenna consisting of about 100 chlorophylls
is a part of the PSI reaction center, P700. The
core antenna and P700 are bound to two
proteins, PsaA and PsaB, with molecular
masses in the range of 66 to 70 kDa (Brettel
1997; Chitnis 2001; see also Web Topic 7.8). 

The antenna pigments form a bowl sur-
rounding the electron transfer cofactors,
which are in the center of the complex. In
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FIGURE 7.30 Structure of photosystem I. (A) Structural model of the PSI
reaction center. Components of the PSI reaction center are organized
around two major proteins, PsaA and PsaB. Minor proteins PsaC to PsaN
are labelled C to N. Electrons are transferred from plastocyanin (PC) to
P700 (see Figures 7.21 and 7.22) and then to a chlorophyll molecule, A0, to
phylloquinone, A1, to the FeSX, FeSA, and FeSB Fe–S centers, and finally to
the soluble iron–sulfur protein, ferrodoxin (Fd). (B) Side view of one
monomer of PSI from the cyanobacterium Synechococcus elongatus, at 2.5 Å
resolution. The stromal side of the membrane is at the top, and the lumenal
side is at the bottom of the figure. Transmembrane !-helices of PsaA and
PsaB are shown as blue and red cylinders, respectively. (A after Buchanan
et al. 2000; B from Jordan et al. 2001.)
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pigment content.Perhaps even more striking is the fact
that, in both photosystems, the electron-transfer com-
ponents are arranged in two branches, in which pairs of
cofactors are related by a pseudo-twofold-symmetry
axis that is perpendicular to the membrane (FIGS 2b,5b). It
therefore became clear that the two photosystems are
derived from a common ancestor38.

However, whereas PSII produces the strongest oxidiz-
ing potential in any biological system, the task of PSI is to
supply the cell with strong reducing equivalents.
Furthermore, in PSI, the last electron acceptor is an
iron–sulphur protein that is oxidized and reduced by a
single electron during every light cycle (FIG. 5b). In PSII,
this role is taken by a quinone that, after being reduced
twice, takes up two protons from the stroma and dissoci-
ates from PSII (FIG. 2b). So, although they share general
design principles, the two photosystems must provide
essentially different environments for their cofactors.
This is evident in the chlorophyll content of the central
domain. In PSI,nearly 50 chlorophylls are 20–30-Å away
from the electron-transport chain and these chlorophylls
might provide the special chlorophyll pair (P700) with
excitation energy59,62. In sharp contrast, the central
domain of PSII contains only two light-harvesting
chlorophylls. This, and the fact that there are no protec-
tive carotenoids in the vicinity of P680,might be because

PSI to form trimers, but enabled the binding of LHCII
and therefore the state-transition response.

In addition to the structure of plant PSI, the struc-
tures of both its electron donor (plastocyanin) and
acceptor (ferredoxin) have also been determined at rela-
tively high resolutions82,83, which gives a more complete
picture of the charge-transfer mechanism of PSI.
Moreover, the structure of the complex that is formed
by ferredoxin–NADP reductase (which is known to
be bound to PSI) and ferredoxin is also available84.
FIGURE 5a depicts a model of a super-complex that con-
tains PSI, plastocyanin and ferredoxin. Under certain
conditions the reduced ferredoxin might leave its bind-
ing site to donate its electron directly to the cytochrome-
b6 f complex and therefore facilitate ATP formation
through cyclic phosphorylation (FIG. 1b).

One of the conclusions that could immediately be
drawn from the published structures of PSI and PSII is
that — as was predicted before85 — they share funda-
mental architectural features38. The central C-terminal
domains of PsaA and PsaB in PSI, which harbour the
initial electron-transfer components (from P700 to FX),
show the same helical arrangement that is observed for
D1 and D2 of PSII. Similarly, the N termini of PsaA and
PsaB resemble the intrinsic light-harvesting subunits of
PSII (CP43 and CP47) in sequence, structure and

Figure 5 | A model for the interaction of plant photosystem I with its electron donors/acceptors and the pathways for
light-induced electron transport. a | A side view of the putative interactions between plant photosystem I (PSI), plastocyanin and
ferredoxin. The structural coordinates for PSI were taken from the Protein Data Bank (PDB) file 1QZV (REF. 62). The coordinates for
plastocyanin and ferredoxin were taken from PDB files 1AG6 (REF. 83) and 1A70 (REF. 82), respectively. The reaction centre comprises
12–14 subunits that are denoted PsaA–PsaL, PsaN and PsaO, and two of these subunits are labelled in this figure. The stromal
subunits are shown as yellow ribbon structures, and novel structural elements in the reaction centre that are not present in the
cyanobacterial counterpart are shown as red ribbon structures. The conserved features of the reaction centre are shown as grey
ribbon structures, and the light-harvesting complex I (LHCI) is shown as a green ribbon structure. The electron-transfer components
of PSI are: chlorophylls (dark-green stick representations, in which the central orange spheres represent magnesium ions); quinones
(dark-pink stick representations); and three Fe4S4 clusters that are highlighted by red and green spheres. Plastocyanin is shown as an
orange ribbon structure and its copper atom is represented by a blue sphere. Ferredoxin is shown as a dark-pink ribbon structure and
its Fe2S2 cluster is also represented by red and green spheres. b | The cofactors that are involved in light-induced electron transport in
PSI (REF. 59; PDB file 1JBO). The positions of PsaA, PsaB, PsaC, plastocyanin, ferredoxin and the special chlorophyll pair P700 are
indicated. The colour scheme is the same as for part a, and the chlorophyll molecules are represented by symmetrical porphyrins.
Two tryptophan residues that might be involved in electron transport from plastocyanin to P700 are also shown (light-blue and light-pink
spacefill structures that are shown in the context of their secondary structural environment).
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naranja con su ión cobre como esfera azul y la ferredoxina es el listón morado y su grupo Fe2S2 son las 

esferas verdes y rojas. b) Dibujo de las subunidades del centro de reacción del PSI y los procesos en 

los que se involucran. c) Cofactores implicados en la conducción de electrones del PSI, posicionados 

como se indicó en la parte a, dos residuos de triptófano que pueden estar implicados en el paso del 

electrón de la plastocianina a P700 son presentados como listones rosa claro y azul claro dentro del 

contexto de su ambiente estructural secundario. 

 

 I.V. La ATP Sintasa y su mecanismo rotatorio. 

 

Una parte de la energía luminosa capturada es almacenada como NADPH al viajar el electrón 

desde la molécula de agua. Sincronizadamente, los protones son bombeados al interior 

(lumen) de la membrana tilacoide conservando la energía en un potencial electroquímico, éste 

gradiente de protones provee la energía necesaria para la síntesis de ATP dependiente de luz a 

partir de ADP y un fosfato inorgánico (Pi) por la ATPasa o ATP sintasa, evento conocido 

como fotofosforilación. Proceso descubierto por Daniel Arnon en 1954, en condiciones 

normales la fotofosforilación es llevada acabo por un flujo de electrones, sin embargo, en 

condiciones controladas la fotofosforilación puede llevarse de manera independiente del flujo 

de electrones, conocido como flujo desacoplado. Ahora se sabe que, la fotofosforilación 

funciona vía mecanismo quimiosmótico, propuesto por Peter Mitchell en 1961 (Edinburgo), 

tal hipótesis menciona que el flujo de electrones acoplado a la fotofosforilación genera un 

gradiente electroquímico de protones, llamado Fuerza Protón Motriz (PMF por sus siglas en 

ingles o Δp) que suplementa la energía para la síntesis de ATP. El principio básico de la 

quimiosmosis es la diferencia en la concentración de iones y la diferencia de potencial 

eléctrico a través de la membrana son fuentes de energía libre disponibles para célula, según la 

segunda ley de la termodinámica cualquier distribución de energía o materia no uniforme es 

fuente de energía. En 1966 André Jagendorf y colaboradores presentaron evidencia conclusiva 

que apoya la hipótesis quimiosmótica de la fotofosforilación, donde los cloroplastos sintetizan 

ATP en la oscuridad cuando se imponen a un gradiente electroquímico de pH a través de la 

membrana tilacoide, ellos suspendieron cloroplastos en un buffer ácido de pH 4 con el 

objetivo de acidificar el lumen tilacoidal, agregaron fosfato inorgánico (Pi) y ADP a la 

suspensión y rápidamente la mezcla fue transferida a un buffer alcalino de pH 8, así generando 

una diferencia de pH de 4 unidades en el lumen ácido con respecto al exterior estromal, 
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provocando una ráfaga de síntesis de ATP acompañado con la desaparición del gradiente de 

pH a través de la membrana tilacoide (Taiz y Zeiger, 2002; Heldt y Heldt, 2005; Yoshida et 

al., 2001). 

 

De tal suerte que, la energía guardada en protones del proceso luminoso es útil para sintetizar 

ATP por la o ATPasa o complejo CF1-CF0 (C es por cloroplasto y F de Factor). El complejo 

enzimático se encuentra tanto en la membrana interna mitocondrial, en la membrana 

plasmática en bacterias como en la membrana tilacoidal de cloroplastos, está enzima se ha 

mantenido constante durante la evolución con ≥60% de su secuencia aminoacídica conservada 

en la subunidad catalítica β. La ATPasa es un complejo consistente de una parte integrada a la 

membrana tilacoide llamada F0 que canaliza los protones pasantes por la membrana, unido a la 

porción estromal F1 donde se haya el lugar catalítico encargado de la formación de ATP a 

partir de los substratos ADP y Pi, utilizando la energía de PMF. Todas las F1-ATPasa están 

estructuradas por una parte hidrofílica CF1 y CF0 es la parte hidrofóbica. Las subunidades 

únicas menores ε, γ y δ construyen el tallo central de F1 conectado al cilindro hecho de 

alternadas tres copias de las subunidades mayores α y β (α3β3) circundantes a la subunidad γ. 

El complejo hidrofóbico F0 de cloroplastos, se conforma de las subunidades I, II, III, y IV en 

una posible disposición estequiométrica de 1:2:14:1 respectivamente, igual corresponde a las 

subunidades a, b, y c de mitocondria, mientras que la subunidad IV es similar en secuencia a 

la subunidad a. La subunidad IIIc contiene dos hélices transmembranales apareciendo en 

conjunto de 14 para formar un anillo que expande la membrana, se cree que, en la zona 

hidrofóbica de la membrana tilacoide la subunidad Ia se asocia con la superficie exterior del 

anillo de proteínas IIIc, además las dos subunidades F0IIb se asocian con F0Ia y F1δ como lo 

muestra la figura 12 (Boyer, 1989; Stock et al., 2000)  .  

 

Análisis estructurales con cristalografía de rayos x confirman un arreglo del subcomplejo F1αβ 

para formar una sola cámara con sitio de unión a un nucleótido de adenina, de esta manera se 

forman tres cámaras de reacción representando los diferentes momentos de la síntesis de ATP, 

una cámara contiene ADP (βDP), otra cámara lleva un análogo de ATP (βTP) (5´ adenilil-

imidodifosfato, AMP-PNP difiere en que los últimos dos residuos de fosfato están conectados 
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Figura 12. Modelo de la ATPasa de cloroplasto. Los dominios F1 y F0 también se conectan por un 

segundo tallo periférico sirviendo quizá como estabilizador al contrarrestar la tendencia de αβ de 

seguir el giro del tallo central F1, erigido por las dos idénticas subunidades F0IIb (morado), ambas 

interactúan en su dominio transmembranal (una α helice cada uno) con la proteína de F0 Ia (morado) y 

la proteína δ del dominio F1, la subunidad δ no es mostrada porque no se sabe su localización exacta, 

pero se piense que se conecta con las dos subunidades IIb de F0 y el subconjunto αβ de F1. En rojo la 

proteína γ y en café la subunidad ε, aunque no se conoce mucho de la subunidad IV ha sido agregada 

esquemáticamente, tanto el subconjunto αβ mostrado en verde, como el subconjunto αβ gris y azul 

simulan los diferentes estados de cambios en el sitio catalizador de ATP.  
 

por un átomo N) y la restante cámara está vacante (βE). La subunidad γ es una estructura larga 

y enrollada en forma de espiral asimétrica que sobresale de entre F1 y se dobla hacia el lado de 

la cámara αβ con ADP (βDP). Según Boyer el movimiento rotatorio de γ fuerza al dominio del 

extremo c-terminal de la subunidad β a girar ∼30° alterando la estructura del sitio de unión al 

nucleótido de adenina de la subunidad β, estos cambios se alternan hasta completar un ciclo y 

liberar ATP, puede existir la acción contrario de hidrolizar el ATP induciendo la rotación de 

gama en el sentido opuesto, con esto se bombean protones en la dirección contraria. La 

rotación de γ y ε, tallo central F1, se conectada con la rotación del anillo de subunidades IIIc 

físicamente unidos al tallo de F1, así formando el motor rotatorio de la ATPasa (Boyer, 1989; 

Stock et al., 2000; Yoshida et al., 2001).  
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the rotation of which is prevented by the stator (station-
ary) subunits I and II. Therefore, a complete cycle of
the rotor yields three ATP molecules.The structure of the
central stalk of an intact F1-domain has recently been
determined to a high resolution90, and the structure of
the yeast F1-domain attached to a ring of 10 c-subunits
has also been solved to 3.9-Å resolution91. The close
contact between the !- and "-subunits and the c-ring
supports the idea that this central stalk and the c-ring
form the rotary ensemble of the ATPase motor.Models
for rotation of the stalk have been proposed in which
the ring of c-subunits rotates past a fixed a-subunit
(subunit IV in chloroplasts)92,93. FIGURE 6 depicts a
model for the structure of the chloroplast F-ATPase that
was assembled from crystal structures of partial com-
plexes of the mitochondrial F-ATPase88,90,91. The chloro-
plast F-ATPase resembles that of mitochondria, but
shows significant unique features. Recent structural data
from yeast93 and plants94 indicate that there are 10 and
14 c/III-subunits per F-ATPase complex, respectively.
This has come as a surprise, as it was widely anticipated
that the number of c/III-subunits would be fixed and
would probably be 12 (REF.95). The finding that the num-
ber of c/III-subunits is not divisible by three indicates

of the devastatingly high potential that is produced by
P680, which might oxidize any pigments in its proximity24.
These differences are manifested in the fact that there is
no sequence similarity between D1–D2 and the core
domain of PsaA–PsaB, despite the structural resem-
blance. The relatively low quantum yield of PSII might
be mostly due to this lack of chlorophylls in the core
domain, and also due to features that are common to
reaction centres that have a mobile quinone as their last
acceptor. Another fundamental difference between PSI
and PSII lies in the fact that, in PSII,only one of the elec-
tron-transfer branches is active, whereas electrons are
translocated by both branches in PSI, albeit at different
rates86 (FIGS 2b,5b).PSII cannot use this bidirectional elec-
tron transfer, as it would take longer,on average, for the
same quinone to be reduced twice, and would therefore
increase the risk of back transfer from a singly reduced
quinone to P680. The structure of the cyanobacterial PSI
revealed several features that might account for the
uneven electron-transfer rate along the two branches59.
However, the structural features that are responsible for
this phenomenon need to be confirmed, and the biologi-
cal advantages that this confers need to be determined.

The ATP synthase (F-ATPase)
ATP synthase (F-ATPase) is ubiquitously found on
energy-transducing membranes, such as chloroplast
thylakoid membranes,mitochondrial inner membranes
and bacterial plasma membranes. In cyanobacteria and
the chloroplasts of algae and plants, this enzyme cataly-
ses ATP synthesis using a transmembrane pmf that is
generated by the photosynthetic electron-transport
chain15. The general structural features of the chloro-
plast F-ATPase are highly conserved, and its structure
and mechanism are similar to those of bacterial and
mitochondrial F-ATPases87. The enzyme is a multisub-
unit complex with distinct stromal and transmembrane
regions that are known as CF1 and CF0, respectively, and
it represents a molecular motor that is driven by a pmf.
Proton movement through CF0 is coupled to ATP syn-
thesis/hydrolysis at sites in the #-subunits of CF1. In
chloroplasts, CF0 contains four subunits I, II, III and IV
in a probable stoichiometry of 1:1:14:1. The 14 III sub-
units form a ring-like structure that is equivalent to the
c-ring of other F-ATPases15. The whole CF0–CF1 com-
plex is thought to function as a rotary proton-driven
motor, in which the stationary subunits are I, II, IV,$,%
and #, and the rotary subunits are III (c), ! and " (FIG. 6).

The crystal structure of the bovine mitochondrial
F1-ATPase showed an alternating arrangement of three
%-subunits and three #-subunits around the central,
helical, coiled-coil !-subunit88. The structure strongly
supported the binding-change mechanism that was
proposed by Boyer89, which is a mechanism that
involves alternating conformational changes in the
nucleotide-binding sites of the catalytic #-subunits. The
binding of protons to the c-subunit drives the rotation
of the c-ring and the central stalk (!- and "-subunits)
that is physically attached to the ring. The rotation of
the stalk induces alternating conformational changes in
the nucleotide-binding sites of the catalytic #-subunits,

Figure 6 | A composit model for the structure of the
chloroplast F-ATPase. This model was created by W. Frasch
(Arizona State University, Arizona, USA) using available structural
data for mitochondrial F-ATPase subcomplexes (REFS 88,90,91),
as well as biochemical information. The missing subunit IV has
been added in a schematic form, whereas the $ subunit is not
shown because its exact location is unclear. Only one of the three
%-subunits and one of the three #-subunits are labelled, and the
green, grey and blue shading of the %- and #-subunits highlights
three different conformations. It is thought that the c/III-ring
contains 14 c/III-subunits, rather than 12 as shown in this figure.
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Cada subunidad IIIc tiene dos α-hélices que expanden la membrana, justamente se une el 

anillo en la parte hidrofóbica de la membrana la proteína Ia, tieniendo consigo dos medios 

canales para protones que no expanden la membrana y por donde pueden pasar los protones 

pero no traspasar la membrana. Un  medio canal esta del lado del lumen tilacoidal y el otro 

medio canal del lado del estroma. De los dos canales del prótido Ia cada cual interactúa con 

una proteína IIIc del anillo, en la mitad de la segunda hélice de alguna proteína IIIc se 

encuentra un residuo de aspartato (Asp 61), el Asp 61 dentro del canal luminal está en su 

forma ácida neutral teniendo contacto con la parte hidrofílica del lumen, en esta parte, el 

residuo ASp 61 es protonado para neutralizar su carga  y ahora en anillo IIIc puede rotar pero 

solo en dirección de las manecillas del reloj, de esta manera el protón puede dar la vuelta al 

anillo y llegar al medio canal de la proteína Ia que esta conectado al lado estromal donde el 

protón se disocia del acido aspártico y se mueve por el medio canal hacia el estroma, aquí la 

concentración de protones es menor y puede de esta manera ser restaurada. La rotación por el 

gradiente de protones del anillo de subuniades IIIc causa la rotación de la fuermente unida 

proteína γ, a la vez el giro de γ origina un cambio en la conformación del sitio de unión al 

núcleotido de adenina en la subunidad β, el cual sucesivamente promueve la síntesis de ATP 

(Stryer et al., 2002). 

 

 I.VI. Fijación de CO2, fase oscura de la fotosíntesis y síntesis de sacarosa.  

 

Las plantas pueden sintetizar carbohidratos a partir de agua e incorporación de CO2 usando el 

poder reductante de NADPH y la energía de ATP, generados por la oxidación de agua en las 

reacciones dependientes de luz de la fotosíntesis. Plantas y otros organismos autótrofos 

pueden usar CO2 como única fuente de átomos de carbono para la producción de celulosa, 

almidón, proteínas, lípidos, ácidos nucleicos y otros compuestos orgánicos. Las reacciones que 

se llevan a cabo para la reducción de CO2 son realizadas por enzimas en el estroma del 

cloroplasto, provistas de la energía del ATP y NADPH. Los organismos autótrofos fijan el 

CO2 bajo el mismo mecanismo, entre 1946 y 1953 Melvin Calvin, Andrew Benson y James 

Bassham, en Berkeley, California, descubrieron el sistema por el cual se fija en CO2, las 

investigaciones fueron realizadas en la alga verde Chlorella, posteriores descubrimientos 

resolvieron que la fijación de CO2 procede cíclicamente por lo que también es llamado ciclo 
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de Calvin, el ciclo de Calvin comprende tres estados, a saber: 

 1er estado. Carboxilación del aceptor ribulosa 1,5 bisfosfato para  dar origen a dos 

moléculas de 3-fosfoglicerato, primer intermediario estable.  

2do estado. Reducción del intermediario 3-fosfoglicerato al carbohidrato gliceraldehido-3-

fosfato (triosa fosfato). 

3er estado. Regeneración del aceptor ribulosa 1,5 bisfosfato de las triosas fosfato formadas 

(Taiz y Zeiger, 2002). 

 

El CO2 es el compuesto más oxidado en la naturaleza (+4), el carbono del primer 

intermediario 3-fosfoglicerato es más reducido (+3), y la siguiente forma en gliceraldehido-3-

fosfato es aún más reducido (+1), la reducción del carbono atmosférico facilita su 

incorporación a componentes orgánicos. La carboxilación sucede en el estroma, la 

condensación de CO2 a la ribulosa 1-5 bisfosfato es realizada por la enzima ribulosa 1,5 

bisfosfato carboxilasa/oxigenasa o rubisco. Existen dos tipos de rubisco, la forma I se 

encuentra el plantas vasculares, algas y cianobacterias, la forma II se presenta sólo en algunas 

bacterias y es más simple a causa que se forma de dos subunidades que semejan a dos 

subunidades grandes de la enzima de planta. La forma I de la enzima rubisco está elaborado de 

ocho subunidades grandes idénticas (Mr 53,000; codificadas por el genoma del plástido) cada 

una contiene un sitio catalítico y ocho subunidades pequeñas idénticas (Mr 14,000; codificados 

por el genoma nuclear) con función incierta, al parecer estabilizan el complejo enzimático 

pero no son necesarias para la carboxilación. Todas las subunidades grandes de rubisco 

contienen un residuo de lisina en el aminoácido 201 de ∼470 aminoácidos, la rubisco activasa 

facilita la reacción del grupo amino ε de la lisina 201 con CO2 (éste CO2 es diferente al que se 

fija a ribulosa 1,5 bisfosfato) para formar carbamato (amida de ácido carbónico), incluso la 

rubisco requiere un cofactor para la activación, en esta caso Mg (magnesio) se une a la lisina 

carbamoilada y orienta los reactantes al sitio catalítico, la activación se debe a cambios en la 

conformación de la proteína (figura 13). La Ribulosa 1,5 bisfosfato se une al ión Mg mediante 

su grupo ceto del 2do carbón y el grupo hidroxilo adyacente del 3er carbón, complejo que 

fácilmente desprotona e isomeriza de ceto a enol a la ribulosa 1,5 bisfosfato produciendo un 

enediol, a su vez, el ión Mg polariza CO2 atmosférico y lo fija con un ataque nucleofílico al 

carbono 2 del enediol generando 2-carboxi 3-ceto arabinitol 1,5 bisfosfato o β-cetoácido. Éste 
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intermediario de 6 carbonos es hidrlizado enseguida al agregar una molécula de H2O en el 

carbono 3 y descompuesto en dos moléculas de 3 carbonos, 3-fosfoglicerato, terminando el 

primer paso del ciclo, de fijar CO2 (Heldt y Heldt, 2005). 

 

a Ribulosa 1,5 bisfosfato   b  
 

       3-fosfoglicerato 

e   d  c   

Figura 13. Fijación de CO2 al aceptor ribulosa 1,5 bisfosfato, primer paso del ciclo de Calvin. La 

fijación es realizada por la ribulosa 1,5 bisfosfato carboxilasa/oxigenasa, rubisco. El sitio activo de la 

rubisco yace en la subunidad larga donde se liga un ión Mg mediante los residuos de aspartato, 

glutamato y la lisina carbamoilada de la enzima, La ribulosa 1,5 bisfosfato se une al el ión Mg, aquí el 

aceptor dona un protón y es convertido en enediol, en este momento el CO2 polarizado al ión Mg se fija 

al aceptor, construyendo un azúcar intermediario, una molécula de H2O hidroliza al azúcar ramificado 

en el C-3 rompiendola en dos la molécula 3-fosfoglicerato. Uno es liberado al instante mientras el otro 

es protonado por el residuo de lisina 175 para su liberación.  

 

El producto de la carboxilación y descomposición de ribulosa 1,5 bisfosfato a 3-fosfoglicerato 

pasa al segundo paso del ciclo, la reducción, al ser fosforilado por la 3-fosfoglicerato cinasa 

con el uso de ATP generado en las reacciones luminosas produciendo 1,3 bisfosfoglicerato, 

éste enseguida es reducido a gliceraldehido 3-fosfato y Pi por la enzima NADP-gliceraldehido-

fosfato-deshidrogenasa, primero cambiando el residuo fosfato del grupo carboxilo por un 

grupo SH del residuo de cisteína en el centro activo de la enzima y así formar un tioester, 

luego un NADPH de las reacción luminosa reduce al tioester para dar gliceraldehido 3-

fosfato (triosa fosfato), la triosa fosfato isomeraza interconvierte de gliceraldehido 3-fosfato a 
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dihidroxiacetona fosfato (figura 14). La mayoría de las de las triosas fosfatos son recicladas 

para regenera al aceptor ribulosa 1,5 bisfosfato y comenzar de nuevo, el resto de las triosas 

fosfato pueden ser guardadas para futuro uso como almidón en el cloroplasto o para uso 

inmediato en el citosol tanto en formación de sacarosa para transportarse a tejidos no 

fotosintéticos como en la síntesis de hexosas para energía y material de construcción celular 

(Nelson y Cox, 2008). 

 

 
 

                                      
Figura 14. Triosas fosfato. En la reducción, la enzima 3-fosfoglicerato cinasa transfiere un grupo 

fosforilo del ATP a 3-fosfoglicerato produciendo 1,3 bisfosfoglicerato, el anterior es reducido por la 

enzima gliceraldehido fosfato deshidrogenasa con el protón donado por NADPH catalizando a la triosa 

Gliceraldehido 3-fosfato que es substrato de la enzima triosa fosfato isomerasa interconvirtiendolo a la 

triosa dihidroxiacetona fosfato, la isomerasa mantiene a estas dos triosas en equilibrio. 

 

En el tercer paso del ciclo es la regeneración del aceptor ribulosa 1,5 bisfosfato con los 

gliceraldehido 3-fosfato. De la fijación de tres moléculas de CO2 con tres aceptores, se 

producen seis moléculas de triosas fosfato (dieciocho carbonos), cinco (quince carbonos) de 

seis triosas se reutilizan para regenerar tres ribulosa 1.5 bisfosfato, la ganancia neta es una 

triosa (tres carbonos) fosfato de seis que, será usada para formar almidón o sacarosa. La 

6.3 The reduction of 3-phosphoglycerate
yields triose phosphate

For the synthesis of dihydroxyacetone phosphate, the carboxylation product
3-phosphoglycerate is phosphorylated to 1,3-bisphosphoglycerate by the
enzyme phosphoglycerate kinase. In this reaction, with the consumption of
ATP, a mixed anhydride is formed between the new phosphate residue and
the carboxyl group (Fig. 6.9). As the free energy for the hydrolysis of this
anhydride is similarly high to that of the phosphate anhydride in ATP, the
phosphoglycerate kinase reaction is reversible. An isoenzyme of the chloro-
plast phosphoglycerate kinase is also involved in the glycolytic pathway pro-
ceeding in the cytosol, where it catalyzes the formation of ATP from ADP
and 1,3-bisphosphoglycerate.

The reduction of 1,3-bisphosphoglycerate to D-glyceraldehyde 3-
phosphate is catalyzed by the enzyme glyceraldehyde phosphate dehydroge-
nase (Fig. 6.9). A thioester is formed as an intermediate of this reaction by
the exchange of the phosphate residue at the carboxyl group for an SH-
group of a cysteine residue in the active center of the enzyme (Fig. 6.10).
The free energy for the hydrolysis of the so formed thioester is similarly high
to that of the anhydride (“energy-rich bond”). When a thioester is reduced,
a thio-semiacetal is formed which has a low free energy of hydrolysis.

Through the catalysis of phosphoglycerate kinase and glyceraldehyde
phosphate dehydrogenase, the large difference in redox potentials between
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Figure 6.9 Conversion of 3-phosphoglycerate to triose phosphate.

the aldehyde and the carboxylate in the reduction of 3-phosphoglycerate 
to glyceraldehyde phosphate is overcome by the consumption of ATP.
It is therefore a reversible reaction. A glyceraldehyde phosphate dehy-
drogenase in the cytosol catalyzes the conversion of glyceraldehyde phos-
phate to 1,3-bisphosphoglycerate. In contrast to the cytosolic enzyme,
which mainly catalyzes the oxidation of glyceraldehyde phosphate with
NAD+ as hydrogen acceptor, the chloroplast enzyme uses NADPH as a
hydrogen donor.

This is an example of the different roles that the NADH/NAD+ and
NADPH/NADP+ systems play in the metabolism of eukaryotic cells.
Whereas the NADH system is specialized in collecting reducing equivalents
to be oxidized for the synthesis of ATP, the NADPH system mainly gathers
reducing equivalents to be donated to synthetic processes. Figuratively
speaking, the NADH system has been compared with a hydrogen low 
pressure line through which reducing equivalents are pumped off for 
oxidation to generate energy, and the NADPH system as a hydrogen high
pressure line through which reducing equivalents are pressed into synthesis
processes. Usually the reduced/oxidized ratio is about 100 times higher for
the NADPH system than for the NADH system. The relatively high degree
of reduction of the NADPH system in chloroplasts (about 50–60% reduced)
allows the very efficient reduction of 1,3-bisphosphoglycerate to glyceralde-
hyde-3-phosphate.

Triose phosphate isomerase catalyzes the isomerization of glyceraldehyde
phosphate to dihydroxyacetone phosphate. This conversion of an aldose to
a ketose proceeds via an 1,2-enediol as intermediate and is basically similar
to the reaction catalyzed by ribose phosphate isomerase. The equilibrium of
the reaction lies toward the ketone. Triose phosphate as a collective term,

6.3 The reduction of 3-phosphoglycerate yields triose phosphate 175

C
C

O O PO3

C
C

O H

C
C

O SHS

P

HS

EnzymeEnzyme

Enzyme
C
CH S
OH

Enzyme

2

Carboxylic acid
phosphoanhydride Thioester

Thio-semiacetalAldehyde

NADPH + H

NADP

Figure 6.10 Reaction
sequence catalyzed by
glyceraldehyde phosphate
dehydrogenase. H-S-enzyme
symbolizes the sulfhydryl
group of a cysteine residue
in the active center of the
enzyme.

the aldehyde and the carboxylate in the reduction of 3-phosphoglycerate 
to glyceraldehyde phosphate is overcome by the consumption of ATP.
It is therefore a reversible reaction. A glyceraldehyde phosphate dehy-
drogenase in the cytosol catalyzes the conversion of glyceraldehyde phos-
phate to 1,3-bisphosphoglycerate. In contrast to the cytosolic enzyme,
which mainly catalyzes the oxidation of glyceraldehyde phosphate with
NAD+ as hydrogen acceptor, the chloroplast enzyme uses NADPH as a
hydrogen donor.

This is an example of the different roles that the NADH/NAD+ and
NADPH/NADP+ systems play in the metabolism of eukaryotic cells.
Whereas the NADH system is specialized in collecting reducing equivalents
to be oxidized for the synthesis of ATP, the NADPH system mainly gathers
reducing equivalents to be donated to synthetic processes. Figuratively
speaking, the NADH system has been compared with a hydrogen low 
pressure line through which reducing equivalents are pumped off for 
oxidation to generate energy, and the NADPH system as a hydrogen high
pressure line through which reducing equivalents are pressed into synthesis
processes. Usually the reduced/oxidized ratio is about 100 times higher for
the NADPH system than for the NADH system. The relatively high degree
of reduction of the NADPH system in chloroplasts (about 50–60% reduced)
allows the very efficient reduction of 1,3-bisphosphoglycerate to glyceralde-
hyde-3-phosphate.

Triose phosphate isomerase catalyzes the isomerization of glyceraldehyde
phosphate to dihydroxyacetone phosphate. This conversion of an aldose to
a ketose proceeds via an 1,2-enediol as intermediate and is basically similar
to the reaction catalyzed by ribose phosphate isomerase. The equilibrium of
the reaction lies toward the ketone. Triose phosphate as a collective term,

6.3 The reduction of 3-phosphoglycerate yields triose phosphate 175

C
C

O O PO3

C
C

O H

C
C

O SHS

P

HS

EnzymeEnzyme

Enzyme
C
CH S
OH

Enzyme

2

Carboxylic acid
phosphoanhydride Thioester

Thio-semiacetalAldehyde

NADPH + H

NADP

Figure 6.10 Reaction
sequence catalyzed by
glyceraldehyde phosphate
dehydrogenase. H-S-enzyme
symbolizes the sulfhydryl
group of a cysteine residue
in the active center of the
enzyme.

the aldehyde and the carboxylate in the reduction of 3-phosphoglycerate 
to glyceraldehyde phosphate is overcome by the consumption of ATP.
It is therefore a reversible reaction. A glyceraldehyde phosphate dehy-
drogenase in the cytosol catalyzes the conversion of glyceraldehyde phos-
phate to 1,3-bisphosphoglycerate. In contrast to the cytosolic enzyme,
which mainly catalyzes the oxidation of glyceraldehyde phosphate with
NAD+ as hydrogen acceptor, the chloroplast enzyme uses NADPH as a
hydrogen donor.

This is an example of the different roles that the NADH/NAD+ and
NADPH/NADP+ systems play in the metabolism of eukaryotic cells.
Whereas the NADH system is specialized in collecting reducing equivalents
to be oxidized for the synthesis of ATP, the NADPH system mainly gathers
reducing equivalents to be donated to synthetic processes. Figuratively
speaking, the NADH system has been compared with a hydrogen low 
pressure line through which reducing equivalents are pumped off for 
oxidation to generate energy, and the NADPH system as a hydrogen high
pressure line through which reducing equivalents are pressed into synthesis
processes. Usually the reduced/oxidized ratio is about 100 times higher for
the NADPH system than for the NADH system. The relatively high degree
of reduction of the NADPH system in chloroplasts (about 50–60% reduced)
allows the very efficient reduction of 1,3-bisphosphoglycerate to glyceralde-
hyde-3-phosphate.

Triose phosphate isomerase catalyzes the isomerization of glyceraldehyde
phosphate to dihydroxyacetone phosphate. This conversion of an aldose to
a ketose proceeds via an 1,2-enediol as intermediate and is basically similar
to the reaction catalyzed by ribose phosphate isomerase. The equilibrium of
the reaction lies toward the ketone. Triose phosphate as a collective term,
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the aldehyde and the carboxylate in the reduction of3-phosphoglycerate 
to glyceraldehyde phosphate is overcome by the consumption ofATP.
It is therefore a reversible reaction.A glyceraldehyde phosphate dehy-
drogenase in the cytosol catalyzes the conversion ofglyceraldehyde phos-
phate to 1,3-bisphosphoglycerate.In contrast to the cytosolic enzyme,
which mainly catalyzes the oxidation ofglyceraldehyde phosphate with
NAD+as hydrogen acceptor,the chloroplast enzyme uses NADPH as a
hydrogen donor.

This is an example ofthe different roles that the NADH/NAD+and
NADPH/NADP+systems play in the metabolism ofeukaryotic cells.
Whereas the NADH system is specialized in collecting reducing equivalents
to be oxidized for the synthesis ofATP,the NADPH system mainly gathers
reducing equivalents to be donated to synthetic processes.Figuratively
speaking,the NADH system has been compared with ahydrogen low 
pressure linethrough which reducing equivalents are pumped offfor 
oxidation to generate energy,and the NADPH system as a hydrogen high
pressure linethrough which reducing equivalents are pressed into synthesis
processes.Usually the reduced/oxidized ratio is about 100 times higher for
the NADPH system than for the NADH system.The relatively high degree
ofreduction ofthe NADPH system in chloroplasts (about 50–60% reduced)
allows the very efficient reduction of1,3-bisphosphoglycerate to glyceralde-
hyde-3-phosphate.

Triose phosphate isomerasecatalyzes the isomerization ofglyceraldehyde
phosphate to dihydroxyacetone phosphate.This conversion ofan aldose to
a ketose proceeds via an 1,2-enediol as intermediate and is basically similar
to the reaction catalyzed by ribose phosphate isomerase.The equilibrium of
the reaction lies toward the ketone.Triose phosphate as a collective term,
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It is therefore a reversible reaction. A glyceraldehyde phosphate dehy-
drogenase in the cytosol catalyzes the conversion of glyceraldehyde phos-
phate to 1,3-bisphosphoglycerate. In contrast to the cytosolic enzyme,
which mainly catalyzes the oxidation of glyceraldehyde phosphate with
NAD+ as hydrogen acceptor, the chloroplast enzyme uses NADPH as a
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NADPH/NADP+ systems play in the metabolism of eukaryotic cells.
Whereas the NADH system is specialized in collecting reducing equivalents
to be oxidized for the synthesis of ATP, the NADPH system mainly gathers
reducing equivalents to be donated to synthetic processes. Figuratively
speaking, the NADH system has been compared with a hydrogen low 
pressure line through which reducing equivalents are pumped off for 
oxidation to generate energy, and the NADPH system as a hydrogen high
pressure line through which reducing equivalents are pressed into synthesis
processes. Usually the reduced/oxidized ratio is about 100 times higher for
the NADPH system than for the NADH system. The relatively high degree
of reduction of the NADPH system in chloroplasts (about 50–60% reduced)
allows the very efficient reduction of 1,3-bisphosphoglycerate to glyceralde-
hyde-3-phosphate.

Triose phosphate isomerase catalyzes the isomerization of glyceraldehyde
phosphate to dihydroxyacetone phosphate. This conversion of an aldose to
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to the reaction catalyzed by ribose phosphate isomerase. The equilibrium of
the reaction lies toward the ketone. Triose phosphate as a collective term,
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reconstrucción del aceptor ribulosa 1,5 bisfosfato incluye la producción de varios azúcares 

intermediarios de cuatro, cinco, seis, y siete carbonos, el último paso en ésta serie de 

conversiones requiere un ATP per ribulosa 1,5 bisfosfato o un total de tres ATP (Nelson y 

Cox, 2008). De esta manera, se completa el ciclo de Calvin como lo ilustra la figura 15.  

 

 
Figura 15. Ciclo de Calvin. Estequiométricamente, cada una de las tres moléculas de CO2 es fijada a 

una ribulosa 1,5 bisfosfato, eventualmente, producen seis moléculas de 3-fosfoglicerato, sólo un 

gliceraldehido 3-fosfato de tres carbonos es el aprovechamiento neto, mientras que las otras cinco 

partículas de triosas fosfato son recicladas en la generación del aceptor. Durante el ciclo, nueve ATP y 

seis NADPH provenientes de la fotosíntesis son consumidos. 

 

La ribusco implícitamente tiene actividad de oxigenasa, proceso nombrado fotorespiración, 

ya que el CO2 no es substrato específico de la enzima, sino que, el oxigeno molecular (O2) 

compite por el sitio activo de la enzima tanto que, en uno de tres o cuatro ciclos de Calvin es 

fijado una molécula de O2 obteniendo un hipotético peróxido, intermediario que al agregar una 

molécula de agua se hidroliza en dos partes; una en gliceraldehido 3-fosfato y otra parte de 

carbonos llamada 2-fosfoglicolato, un producto metabólicamente inútil. La fijación de O2 al 

aceptor no genera alguna ganancia neta de carbohidratos y el 2-fosfoglicolato entra al ciclo C2 

para producir CO2, implicando a 2 organelos más, peroxisomas y mitocondria. El 2-

fosfoglicolato en el cloroplasto es rápidamente desfosforilado a glicolato por una fosfatasa 

específica, posteriormente es transportado al peroxisoma. El rescate del 2-fosfoglicolato es 

6
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energéticamente costoso al haber más de diez reacciones enzimáticas entre los tres organelos 

(Stryer et al., 2002). 

 

En el estroma del cloroplasto de algunas de las plantas los carbohidratos son convertidos en 

almidón como reserva alimenticia temporal, en tanto que en la mayoría de las plantas las 

triosas fosfato preceden la síntesis de sacarosa, carbohidrato que es distribuido a otras partes 

de la planta como las raíces o algún lugar en desarrollo p.e. en la caña o el betabel. En la 

formación de almidón, gliceraldehido 3-fosfato y dihidroxiacetona fosfato se encuentran en 

equilibrio y son substrato del la aldolasa fructosa 1,6 bisfosfato, la enzima da origen a fructosa 

1,6 bisfosfato, en orden para ser desfosforilado por la fructosa 1,6 bisfosfatasa, liberando un Pi 

y una molécula de fructosa 6 fosfato, enseguida la última molécula es convertida en una 

glucosa 6 fosfato vía hexosa fosfato isomerasa, después la fosfoglucomutasa cambia el fosfato 

de la carbono 6 al 1, mutando la molécula a glucosa 1 fosfato, la hexosa 1 fosfato es activada 

condensándose con ATP vía ADP-glucosa pirofosforilasa a ADP-glucosa y liberando un 

pirofosfato que es inmediatamente hidrolizado a 2 Pi por la pirofosfatasa. Sucesivamente, el 

residuo de glucosa de la ADP-glucosa es transferido vía almidón sintasa hacía la preexistente 

cadena de glucano creciente oxidando el grupo hidroxilo del no reducido carbono 4 terminal, 

resultando así en un enlace glicosídico α1-4. La amilosa consiste de aproximadamente 1000 

moléculas de glucosa unidas, aún más grande es la amilopectina con 104 hasta 105 moléculas 

de glucosa unidas, además cada 20 o 25 residuos de glucosa hay ramificaciones con enlaces 

glicosídico α1-6 a otros residuos de glucosa. Los en laces α1-4 del almidón pueden ser rotos 

por la acción de la enzima α-amilasa durante la germinación (Stryer et al., 2002). 

 

Por otra parte, algunas triosas fosfato en intercambio con fosfatos son exportadas por un 

transportador específico del estroma del cloroplasto al citosol celular, lugar en el que se 

sintetiza la sacarosa , disacárido consistente de glucosa y fructosa. La ruta metabólica en la 

que se forma la sacarosa es similar a la ruta en la síntesis de almidón, esto es con la utilización 

de isozimas ( múltiples formas de enzimas con la misma función catalítica pero con diferente 

secuencia de aminoácidos, diferente afinidad por substratos y otras propiedades), por la vía de 

la fructosa 1,6 bisfosfato y glucosa 1 fosfato con la diferencia que esta última es activada con 

UTP vía UDP-glucosa pirofosforilasa, enzima análoga a ADP-glucosa pirofosforilasa estromal 
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del cloroplasto, liberando UDP-glucosa y un pirofosfato que es hidrolizado a 2 Pi (Heldt y 

Heldt, 2005).  

 

La sacarosa 6 fosfato sintasa (SPS), figura 16, cataliza la transferencia del residuo glucosa de 

la Uridina Difosfato-glucosa a la fructosa 6 fosfato para elaborar sacarosa 6 fosfato enlazado 

mediante glucosa α1-β2 fructosa, incluso SPS integra como complejo a la sacarosa fosfato 

fosfatasa para desfosforilar la sacarosa 6 fosfato y crear sacarosa. La forma para transportar 

los carbohidratos es la sacarosa, p.e. en la producción de la celulosa la sacarosa sintasa (actúa 

reversamente a SPS) usa sacarosa citosólica y UDP para hacer fructosa y UDP-glucosa, la 

glucosa del último actúa como precursor en la síntesis de celulosa (Heldt y Heldt, 2005). 

 

 
Figura 16. Actividad de la sacarosa fosfato sintasa o SPS. La enzima SPS favorece la reacción entre 

el carbono α1 de la glucosa de la UDP-glucosa y en carbono β2 de la fructosa, tanto la fructosa como 

la glucosa provienen de las triosas fosfato translocadas del estroma del cloroplasto al citosol celular, en 

esta parte de la célula las isozimas trabajan como en el estroma, condensando las triosas y formando 

fructosa 1,6 bisfosfato, así sucesivamente hasta formar glucosa 1 fosfato, la isozima UDP-glucosa 

pirofosforilasa condensa esta última hexosa con UTP en UDP-glucosa y libera PPi.  
 

and is the entrance valve where triose phosphate is withdrawn for the syn-
thesis of sucrose. Figure 9.15 shows how this valve functions. An important
role is played here by fructose 2,6-bisphosphate (Fru2,6BP), a regulatory sub-
stance that differs from the metabolic fructose 1,6-bisphosphate only in the
positioning of one phosphate group (Fig. 9.16).

Fru2,6BP was discovered to be a potent activator of ATP-dependent
fructose 6-phosphate kinase and an inhibitor of fructose 1,6-bisphosphatase
in liver. Later it became apparent that Fru2,6BP has a general function in
controlling glycolysis and gluconeogenesis in animals, plants, and fungi. It
is a powerful regulator of cytosolic fructose 1,6-bisphosphatase in mesophyll
cells and just micromolar concentrations of Fru2,6BP, as may occur in the

258 9 Polysaccharides are storage and transport forms of carbohydrates
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explained in detail in Figure 9.15.
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EL gen sacarosa fosfato sintasa (SPS E.C. 2.3.1.14 ) actúa en el citoplasma de la célula 

sintetizando la reacción entre la UDP-glucosa y la fructosa 6 fosfato, tal glicosiltranferasa, 

posiciona el grupo glucosídico de la uridina difosfato glucosa a la F6P, formando así al 

disacárido sacarosa 6 fosfato, este es desfosforilado al instante por la enzima hidrolasa 

sacarosa 6 fosfato fosfatasa alcalina (SPP E.C. 3.1.3.00), con el cual forma complejo SPS, 

para crear sacarosa que puede ser transportada a los lugares no fotosintéticos de la planta y ser 

usado como fuente energética o ser precursor de la síntesis de compuestos como la celulosa. 

La actividad de SPS en hojas frecuentemente se correlacionada con los niveles de síntesis de 

sacarosa y exportación (Geigenberger et al., 1999). La clonación de SPS, para su estudio, ha 

sido realizada en varias especies de plantas; primero fue la enzima de maíz (Worrel et al., 

1991), después de espinaca (Sonnewald et al., 1993, Klein et al., 1993), luego de papa 

(Sonnewald y Basner 1993), posteriormente de betabel (Hesse et al., 1995) y de arroz 

(Valdez-Alarcón et al., 1996).  

 

II.I. Características de SPS 

 

Esta enzima en hojas de plantas puede ser regulada a diferentes niveles jerárquicos como en la 

regulación de la transcripción del gen, pero es principalmente controlada a nivel enzima, en 

oscuridad es inactivada o menos activa mediante la fosforilación covalente reversible en el 

grupo OH- del residuo de serina 158 vía sacarosa fosfato sintasa cinasa (SPSk) y para activarla 

es desfosforilada por la sacarosa fosfato sintasa fosfatasa (SPS-PP tipo 2A), la iluminación 

aumenta la diligencia de SPS-PP probablemente por la síntesis de novo; también la unión no 

covalente o alostérica del metabolito glucosa 6 fosfato (G6P) activa la enzima sacarosa fosfato 

sintasa e inhibe a SPSk. La afinidad de la enzima por los substratos UDP-G y F6P es 

modificada, SPS fosforilado muestra menos afinidad por los substratos como por su efector 

alostérico, SPS desfosforilado muestra mayor afinidad para el efector G6P como hacia los 

substratos y menor afinidad por Pi (inhibidor). La enzima SPS es aún mas compleja, se ha 

estudiado en tubérculos de papas y hojas de espinaca en condiciones hiperosmóticas y han 

resuelto que ésta enzima es activada al ser fosforilada en el grupo OH- del residuo de serina en 

la posición 424 por la cinasa SPSk dependiente de calcio activada por estrés osmótico, ésta 

fosforilación podría actuar antagónicamente a la fosforilación inhibitoria del residuo 158 de 
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serina conjuntamente con un decrecimiento del 90% en almidón y tres veces más sacarosa, 

relacionado con la acumulación del disacárido en reacción a estrés de agua y e incluso a las 

bajas temperaturas (Huber y Huber, 1992; Toroser y Huber, 1997; Geigenberger et al., 1999). 

 

 En plantas superiores y en respuesta al estrés osmótico, la reducción del potencial de agua 

celular es controlado por la síntesis de osmolitos como el azúcar, facilitando la absorción de 

agua proveniente del ambiente y dirigiendo la repartición de carbono hacia la sacarosa 

(Toroser y Huber, 1997), aunando a lo anterior, se cree que SPS de planta regula 

osmóticamente la presión de la turgencia intracelular en eucariontes (Huynh et al., 2004). 

 

Al parecer, entre las especies discrepantes de SPS solo existen diferencias cuantitativas y no 

cualitativas, es decir que, la enzima específicamente actúa en la síntesis de sacarosa. Hay 

algunas desigualdades sobre el control de SPS, algunas especies presentan una marcada 

activación de SPS en presencia de luz (nombradas como clase I), mientras que la clase II es 

sensible a metabolitos bajo condiciones de saturación o limitación, por último SPS clase III no 

reacciona con la luz pero su actividad es influenciada por fosforilación (Huber y Huber, 1996).  

 

Las variantes propiedades de SPS permiten distribuir el flujo de carbono o triosas P entre la 

síntesis de sacarosa y la de almidón en respuesta a señales de luz/oscuridad o cambios en la 

demanda de sacarosa. Actualmente, el rol en la repartición del carbono de SPS en hojas está 

bien entendido y ha sido ampliamente estudiado, sin embargo, falta comprender el papel de 

SPS en la distribución de carbono en la planta entera. En planta de tomate (Lycopersicon 

esculentum, dicotiledónea) fue expresado en gen SPS de maíz (Zea mayz, monocotiledónea) 

encontrando que, la distribución de carbono fue mayor en tallo que en raíz, hubo por lo tanto, 

un incremento en el radio del peso de la masa seca del tallo correlacionado con el incremento 

de actividad de SPS en hojas y un decrecimiento en el radio del peso de la materia seca, no 

correlacionado con tal incremento de actividad SPS en raíz (Galtier et al., 1993). 

Experimentos realizados con SPS de maíz en plantas transgénicas de tomate realizados por 

Laporte et al. (2001), demostraron que, actividad excesiva de SPS provoca un decrecimiento 

en el rango de síntesis de aminoácidos que podría explicar la respuesta no linear del 

crecimiento de la planta, efecto del cambio de repartición de carbono entre el almidón, 
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sacarosa y compuestos iónicos (principalmente aminoácidos) y además, sólo una expresión de 

aproximadamente lo doble resulta en un crecimiento optimo y producción de frutos. 

 

En Nicotiana tabacum se sobre expresaron tres genes del metabolismo de la sacarosa, UDP-

glucosa pirofosforilasa UGPasa, sacarosa fosfato sintasa SPS y sacarosa sintasa SuSy, creando 

inicialmente creando plantas con un único transgen, entre las cuales fueron sucesivamente 

cruzadas para engendrar líneas transgénicas portadoras con dos y tres transgenes; la 

manipulación de estos tres genes no tuvo efecto en la producción de celulosa, por su parte 

todas la líneas tuvieron incrementos en el crecimiento de la altura, esto es congruente con la 

sobre expresión individual de alguno de estos genes en experimentos previos realizados por 

Park et al., (2008) y Coleman et al., (2006) presentando un incremento del 15% en la altura 

del tabaco. Las plantas conteniendo dos trangenes exhibieron una incremento en la altura del 

10% - 48%, y las plantas que sobre expresaban los tres genes SPS, UGPasa y SuSy tuvieron 

un ligero incremento en la altura con respecto a lo anterior, en general las líneas transgénicas 

exhibieron una cantidad reducida de carbohidratos en las hojas, probablemente por el 

transporte directo de los fotoasimilados al tallo y el rápido uso de estos para el aumento del 

crecimiento. En este mismo estudio se observó una alteración del número de internodos 

florales así como un retardo en el tiempo de floración relacionado con la altura de la planta, 

esto es, que la línea de planta más altas fue la última en florear, a causa que el almidón no se 

almacena en las plantas transgénicas es posible que esto sea una razón en el retraso de la 

floración. La floración ha sido asociada con el contenido de carbohidratos, la degradación del 

almidón y transporte de sacarosa hacia los meristemos del tallo y raíz (Coleman et al., 2009). 

 

SPS se ha registrado también en tallos de caña de azucar (Zhu et al., 1997), cotiledones 

heterotróficos de Ricinus (Geigenberger y Stitt, 1991), frutas de kiwi (MacRae et al., 1992) y 

durante la maduración de bananas (Hubbard et al., 1990). Lo anterior ha llevado a creer en 

algunas posibles funciones en tejidos no fotosintéticos; una es que, SPS podría re-sintetizar 

azúcar, como en tubérculos de papa, después que la sacarosa se escinda y viaje vía apoplástica 

o simplástica. Otra idea es que, SPS está involucrado en un ciclo regulatorio en el cual la 

sacarosa es simultáneamente degradada y re-sintetizada (Geigenberger y Stitt, 1993).  
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II.II. El gen de la sacarosa fosfato sintasa de O. sativa ssp. índica, sps1. 

 

En arroz (Oriza sativa sub. Indica) se caracterizó el gen sps1 con 13 exones y 12 intrones, 

productor de una proteína de 1048 aa (116.4 kDa) que según por sus características 

bioquímicas se puede clasificar como clase I, asimismo, SPS de A. thaliana es clasificado 

como clase III. La comparación de la secuencia de aa de SPS de maiz y arroz, ambos de la 

clase I, reporta un 78.4% de identidad, en tanto que, la comparación de la porción N-terminal 

de arroz, maíz, espinaca y tomate, específicamente la región de 180 a 700 aa es notablemente 

conservada, al contrario de la parte C-terminal es menos conservada. Se determinó que la 

región 5´ UTR de 368 nucleótidos, contiene algunas secuencias repetitivas involucradas en la 

formación de la estructuras secundarias. Aún más, mediante Southern blot se demostró que 

solo hay un gen codificante para SPS en el ADN genómico de arroz (Valdéz-Alarcón et al., 

1996)  

 

En cuanto la expresión tejido específico del gen sps1, fue determinada transcripcionalmente 

por reacciones de RT-PCR in situ, detectando productos de la reacción RT-PCR del mRNA de 

sps1 en células mesófilas de la hoja, en escutelo y aleurona de la semilla, ínterin no fueron 

detectados productos de RT-PCR en tejido vascular, interesantemente hay un gradiente de 

expresión del mRNA del gen sps1 identificado por RT-PCR in situ en la hoja que cubre el 

tallo, siendo mayor la expresión en la parte más externa de la hoja que está más expuesta a la 

luz que gradualmente va disminuyendo hacia la parte más interna. Análisis por computadora 

del promotor del gen sps1 hasta los 2,196 pb permitió identificar algunos motivos cis 

involucrados en la regulación de este gen, dos clases de elementos se encontraron en el 

promotor; uno es de la clase de elementos en respuesta a luz (LREs por light responsive 

elements), motivos regulados por luz y en tejido específico encontrados en genes de la 

fotosíntesis. La otra clase de motivos encontrados fueron los elementos en respuesta a 

giberelinas (GARE gibberellin-response elements) presentes también en los genes α-amilasa, 

además, se encontró la secuencia cis principal de elementos de respuesta a baja temperatura. 

Para analizar el patrón de expresión de sps1 tomaron 1.8 kb del promotor junto con el 5´ UTR, 

el primer exón, el primer intrón y parte del segundo exón fusionados transcripcionalmente al 

gen de reportero GUS, creando un gen quimera sps-gus1, encontrando actividad de GUS en 
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células mesófilas y sin actividad en tejido vascular (xilema y floema) de la hoja, igualmente 

fue para la hoja que cubre el tallo pero con un patrón de mayor actividad GUS en la zona más 

externa de la hoja y menor actividad en la parte más interna o menos expuesta a la luz de la 

hoja. La presencia de secuencias LREs en el promotor de sps1 proponen una regulación por 

luz, en las hojas de las plantas transgénicas sps-gus1 la actividad de SPS es 65% mayor en 

plantas con 16 hrs de luz/8 hrs oscuridad en relación con la plantas en continua oscuridad, 

otras plantas fueron crecidas en las mismas condiciones para la detección de actividad GUS, 

no habiendo actividad de GUS en las hojas primarias de plantas en continua oscuridad, 

mientras que la actividad de GUS fue detectada en la hoja completa de plantas con luz. Tanto 

en hojas expandidas como en hojas que cubren el tallo, la distribución de la actividad de SPS 

es basipétala, lo que es, del ápice hacia la base. En contraste, durante el desarrollo de la hoja 

emergente sólo hay actividad GUS en el ápice, sugiriendo que sps1 sigue un patrón de 

expresión transicional de tejido fuente a tejido consumidor. Conforme la hoja va 

desarrollándose de importador neto de azúcar, siendo la yema del brote y la hoja inmadura, la 

actividad de GUS va aumentando concomitante con la actividad de SPS durante en desarrollo 

de hojas expandidas o exportadoras de azúcar. Sobre el mismo gen quimera sps-gus1 

detectaron expresión de GUS en escutelo de plántulas de tres días de germinación como 

también durante la germinación de la semilla en la que el almidón, los lípidos o ácidos grasos 

son convertidos en el disacárido sacarosa que es transportado del endospermo al embrión a 

través del escutelo. Adicionalmente, en las plantas transgénicas sps-gus1 se detecto actividad 

GUS en otro tejido, en el polen el promotor de sps1 dirigió la expresión del gen quimera. En 

cuanto que no identificaron expresión de GUS en las raíces de los transgénicos, la tinción de 

GUS fue localizada en el polen de las inflorescencias inmaduras, pareciendo que sps1 es 

expresado durante el desarrollo de polen (Chávez-Barcenas et al., 2000).  

 

El promotor de sps1 no tiene caja TATA reconocible ni secuencias iniciadoras cerca del sitio 

de inicio de la transcripción, en su lugar, río arriba del sitio de inicio a la transcripción tiene 

algunas regiones ricas en G/C, secuencias degeneradas del lugar de unión a Sp1. Utilizando el 

sistema de bombardeo de partículas realizaron ensayos de expresión transitoria en discos de 

hojas de tabaco midiendo los radio de los focos de fluorescencia verde/azul del gen reportero 

GFP derivaron que, el promotor sps1 es débil. Con el mismo sistema de bombardeo se 
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demostró la expresión tejido específico dirigida por el promotor sps1 en semillas de arroz 

germinantes, notablemente, delimitaron una parte hasta la posición -1830 del promotor con 

capacidad de expresión en ambas capas, escutelo y aleurona de la semilla, a partir de tal 

posición el promotor conduce una expresión exclusivamente en escutelo y no en aleurona de la 

semilla. Con plantas transgénicas de arroz se evidenció la expresión tejido específico 

controlada por el promotor sps1, análisis histoquímicos a semillas germinantes sugieren que 

desde -1857 del promotor hacia 5’ se encuentran los elementos que suprimen la expresión en 

aleurona ya que sólo hay expresión en escutelo. Complementariamente, la expresión tejido 

específico se demostró al situar actividad GUS en el mesófilo y no detectar GUS en epidermis 

y tejido vascular de la hoja de plantas transgénicas. La expresión tejido específico también se 

identifico en granos de polen de la antera en desarrollo (Martínez-Trujillo et al., 2004).   

 

La parte mínima funcional del promotor de sps1 se ha reducido a 22 pb en las proximidades de 

la posición -6 a +15 según el sitio de inicio de la transcripción, así descartando la intervención 

de las regiones ricas en G/C junto con el factor de unión Sp1 en los promotores de plantas, y 

eliminando la posibilidad de que actúen elementos DPE (Downstream Promoter Elements) por 

que la secuencia consenso no está presente, para esto, se identifico la secuencia TCACCC 

como iniciadora en base a que están superpuestos pirimidinas cumpliendo la regla de purina 

+1 y pirimidina -1 (Martínez-Trujillo et al., 2008). Los promotores sin caja TATA se han visto 

en la mayoría de las genes nucleares de la fotosíntesis, apuntando a la presencia de elementos 

activadores en el promotor por luz (Nakamura et al., 2002).  

 

El 5’ UTR o líder de sps1 es inususalmente largo con 368 pb y se predice una estructura 

secundaria estable (con -106.6 Kcal/mol). En éste 5’ UTR hay algunas secuencias TC como 

elementos potenciadores de la función del líder. El control génico del gen SPS tiene diferentes 

ordenes, ocurriendo cada uno progresivamente, siendo el principal de estos la regulación 

transcripcional. En el caso de sps1, la porción 5’ UTR determina el nivel de expresión dirigido 

por el promotor, lo anterior fue determinado usando el método de bombardeo de partículas 

ensayado en disco de hojas de tabaco para la expresión transitoria de tres diferentes 

construcciones; una de estas es el promotor de -2 kb fusionado transcripcionalmente (hasta 

+20) al gen uidA, otra construcción, el promotor más 5’ UTR, por último el promotor, el líder, 
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primer exón y parte del segundo (hasta +676) fusionados al gen uidA, obteniendo que, la 

remoción de los exones y el intrón no tiene cambio o efecto alguno en la acción de GUS con 

relación al promotor más el líder, en cambio el promotor solo, es decir, la eliminación del 

líder, confirió una disminución de hasta 10 veces en la intensidad del gen reportero. Sabiendo 

que la regulación de la expresión de GUS por el líder podría ser transcripcional o traduccional, 

se fusionó el líder hacia el extremo 5’ del promotor truncado -90 y -46 del CaMV 35S para 

controlar la expresión de GUS, y no hubo ningún cambio en la expresión de GUS mostrando 

que no tiene efecto transcripcional. Por lo cual el 5’ UTR fue insertado en dirección 3´ del 

promotor entre éste y el gen uidA, los ensayos de expresión transitoria mostraron que el líder 

clonado sólo en su orientación nativa entre el promotor débil -46 de 35S CaMV y el gen uidA 

potencia la expresión de GUS hasta 10 veces, inclusive el 5’ UTR clonado en medio de 

promotores fuertes, como el completo de 35S CaMV o CVMV, y uidA amplifica la expresión 

de GUS 30% más. Para estudiar SPS en condiciones fisiológicas dos vectores binarios fueron 

usados para crear plantas transgénicas de A. thaliana, uno contenía el promotor -46 de 35S 

CaMV::uidA y el otro -46::5’UTR-uidA, se elaboraron extractos de cada planta transgénica 

para cuantificar los niveles de GUS por análisis fluorométricos, se pudo medir 13 veces más 

actividad de GUS en la planta con el líder que en las líneas sin el líder; la estructura secundaria 

del 5’ UTR podría intervenir en la regulación, para responder a esto, los niveles de ARNm de 

líder-GUS se evaluaron valiéndose de la técnica RT-PCR en dos pasos en las plantas 

transgénicas de A. thaliana con las construcciones con y sin líder; el radio de los productos de 

las amplificaciones de PCR GUS provenientes del ARNm entre ambas líneas transgénicas 

reveló que los niveles de transcritos de GUS son semejantes y que el líder de sps1 no altera la 

estabilidad del RNAm (Martínez-Trujillo et al., 2003).  

 

Con la intención de conocer como actúa el 5’ UTR en la traducción, llevaron a cabo 

experimentos in vitro de construcciones génicas en la cuales el gen uidA se clonó al promotor 

T7 sin el líder y con el líder, usando un sistema de transcripción in vitro dependiente del 

promotor T7 su obtuvieron transcritos entrambos plásmidos, iguales cantidades de estos 

transcritos fueron sometidos a traducción in vitro usando extracto de germen de trigo con 35S 

metionina, resultando en un incremento de 3 veces más incorporación de 35S metionina en los 

productos de traducción de los transcrito de GUS con líder en comparación con trascritos sin 
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líder. Sugiriendo que el 5’ UTR actúa como un potenciador traduccional, a través del cual 

están contenidos secuencias reiteradas o elementos estructurales responsables de la actividad 

potenciadora durante la traducción del ARNm (Martínez-Trujillo et al., 2003). 

 

En las plantas y animales, los 5’ UTR son generalmente cortos de alredor 20 a 100 nucleótidos 

(Joshi, 1997). Tales regiones líder son clasificadas conforme al mecanismo ejecutante de la 

siguiente manera: (a) presencia de uORFs cortos en la región líder, los cuales tienen un efecto 

inhibitorio durante la traducción, los uORFs falsos son traducidos y por lo tanto reducen el 

inicio de la traducción río abajo del codón de inicio (Fütterer y Hohn, 1996). (b) Potenciación 

de la traducción dirigido por el líder solo o coadyuvado con la región 3’ trailer, como en el 

virus mosaico de tabaco (TMV con un líder de 68 bases) las repeticiones de secuencias en la 

región líder Ω en donde una secuencia de 8 nucleótidos se haya repetida dos o tres veces al 

mismo tiempo que una región de 25 nt (CCA)n (Gallie y Walbot, 1992), en el gen nuclear 

psaDb codificador de la subunidad D del fotosistema I de N. sylvestris la estructura primaria 

del ARNm es responsable de la eficiencia traduccional, su 5’ UTR (con 23 bases) aumentador 

de la traducción tiene secuencias redundantes de TC caracterizadas por controlar la actividad 

potenciadora del líder; las mismas secuencias repetitivas TC están en el líder del gen nuclear 

FedA de A. thaliana (Yamamoto et al., 1995); ciertamente en el líder de FedA lleva la 

secuencia ACAAAA traslapada dos veces río arriba del ATG de inicio de la traducción 

(Caspar y Quail, 1993), repetición que además portan los genes de ferredoxina de espinaca 

(Wedel et al., 1988) y de guisante, Fed-1 (Dobres et al., 1987), entre otros. Un caso de 

incremento en la traducción por colaboración de 5’ con el 3’ UTR es el del gen α-amilasa de 

cebada (Gallie y Young, 1994). (c) Los potenciadores de la transcripción o elementos 

silenciadores han sido documentados en las regiones líderes de algunos genes como lo son, 

PetH, PetE y PsaF (codificadores para ferredoxina-NADP oxidoreductasa, plastocianina y 

subunidad III del fotosistema I, correspondientemente) que tienen secuencias reiterantes que 

incrementan la expresión cuantitativa transcripcional (Bolle et al., 1994), por el contrario el 

líder del gen LAT59 inhibe la acumulación del ARNm (Curie y McCormick, 1997). (d) La 

existencia de secuencias de elementos que median la estructura secundaria, estabilidad y vida 

media del ARNm han sido registradas, la abundancia del ARNm del gen Fed-1 es regulado 

por luz, se evidenció un elemento repetido en el 5’ UTR capaz de alterar la estabilidad del 



	
  

	
   36	
  

ARNm y la capacidad de carga de poliribosoma, en luz el ARNm es estable cuando se asocia 

con el poliribosoma pero en oscuridad no se asocia con el poliribosoma y el ARNm es 

rápidamente degradado por un proceso que involucra estas secuencias (Dickey et al., 1998), 

otros genes en los cuales el 5’ UTR eleva la estabilidad y abundancia del ARNm son el 

Lhcb1*4 de guisante y un gen de heat-shock de Daucus carota (Anderson et al., 1999). 

 

Se ha propuesto que los líderes pueden actuar de manera pasiva al no presentar limitaciones a 

la subunidad ribosomal 40S durante la búsqueda del codón de inicio de traducción, o mediante 

un mecanismo activo que requiere un factor regulador actuante en trans. La redundancia 

funcional de secuencias repetitivas del 5’ UTR podrían intervenir en la efectividad de la 

traducción estableciendo una afinidad mayor o un requerimiento menor de los componentes la 

maquinaria traduccional (Jobling y Gehrke, 1987; Timmer et al., 1993; Wang et al., 1997).  

 

Las redundancias de elementos formados por secuencias consenso en la región líder del ARN 

genómico del TMV estimulan la traducción ensamblando específicamente una proteína de 102 

kDa de unión a ARN en la región de poli(CAA) homologo a HSP101 (Heat Sock Protein) 

(Wells et al., 1998), la misma proteína también ha sido reconocida por unirse al iLRE (internal 

light-regulatory element) en el 5’ UTR e intensificar la traducción del transcrito del único gen 

para ferredoxina Fed-1 de guisante, secuencias ricas en CA similares al elemento poli(CAA) 

del líder Ω del TMV han sido determinadas como el sitio de unión de la proteína HSP101 

(Ling et al., 2000). Comparablemente ambos genes el de FedA de A. thaliana junto con psaDb 

de N. sylvestris contienen secuencias profusas en TC (como la serie TCTCTCAA de psaDb), 

la substitución de tal caja de secuencias decrece la eficiencia de la traducción, entonces 

permitiendo especular que la traducción de los dos genes puede ser potenciados por el mismo 

mecanismo (Yamamoto et al., 1995).  

 

Análisis del líder de sps1 exhibieron una estructura secundaria estable de -106.8 kcal/mol con 

varias configuraciones tallo y asa con efecto positivo en la traducción (Martínez-Trujillo et al., 

2002). Dentro del líder existen cinco regiones copiosas en TC, que forman parte de las 

estructuras tallo y asa del ARNm, como posibles censores de la función potenciadora 

traduccional del líder de sps1. Deleciones hechas al 5’ UTR han justificado una redundancia 
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funcional provocada por la distribución de los grupos de secuencias repetidas a causa que en 

las versiones truncadas del líder sps1 hay al menos una repetición de TC (Martínez-Trujillo et 

al., 2003). Por lo anterior, es posible suponer que alguna proteína específicamente actúe en 

trans sobre el 5’ UTR del ARNm de sps1 y aumente la traducción. 

 

II.III. Método de tres híbridos en S. cerevisiae. 

 

Para analizar los complejos ARN-proteína se ha usado un método genético molecular; el 

sistema de tres híbridos en levadura (Saccharomyces cerevisiae) toma ventaja de la unión 

específica de la proteína al ARN, la interacción puede ser detectada rápidamente en levadura 

de una manera independiente al rol biológico de la proteína y el ARN, el sistema faculta un 

monitoreo del crecimiento celular por auxotrofía aminoacídica, al momento de la activación 

del gen reportero nutricional HIS3 (dictador de una proteína necesaria para la biosíntesis de 

histidina) o por el color de las colonias inducido por la actividad del gen repotero LacZ al 

metabolizar su substrato cromogénico (Bernstein et al., 2002). 

 

 
Figura 1. Diagrama del sistema de tres híbridos de levadura. Una proteína híbrida 1 contiene un 

dominio de unión a ADN (p.e. LexA) en el extremo N junto con un dominio de unión a ARN (p.e. 

proteína MS2 que se une y encapsida el ARN viral) en el extremo C terminal; El ARN quimera 

contiene dos concomitantes sitios de unión MS2 clonados junto a el ARNX de secuencia conocida e 

interés; en la proteína híbrida 2 el dominio de activación transcripcional (AD) Gal4 invariablemente va 

en el N terminal mientras que en el extremo C terminal va insertado el péptido Y de unión a ARN en 

búsqueda. Los genes reporteros HIS3 y LacZ son regulados por los operadores LexA (cuatro 

repeticiones en el promotor de HIS3 en tanto que ocho en el promotor de LacZ). 
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Department of Biochemistry
433 Babcock Drive                                                                                                  

Madison, Wisconsin  53706-1544   USA

Marvin Wickens
Telephone  608-262-8007
FAX 608-262-9108
email: wickens@biochem.wisc.edu

Dear Colleague,

Thanks for your interest in the Three-Hybrid System to detect RNA-protein interactions.  The
system was developed through a collaboration between Stan Fields’ laboratory (University of
Washington-Seattle) and my own. We are enclosing plasmids and strains that should enable you to
get started using the system. Not all of the plasmids are yet designed optimally (i.e., few cloning
sites, etc), but we thought it best to send this out to you now.  We ask you not to pass these
reagents on to others, and that the reagents not be used for commercial purposes.

If you have questions about the system, Dhruba Sengupta in Stan Fields’ lab (206-616-4523;
e-mail sengupta@genetics.washington.edu).

The arrangement of hybrid components is as drawn in the figure below.  The LexA DNA binding
domain is fused to the MS2 coat protein to form Hybrid Protein 1.  Hybrid Protein 2 consists of
the Gal4 activation domain linked to the RNA binding domain, Y, you wish to test.  The Hybrid
RNA consists of two MS2 RNA binding sites and the RNA sequence you wish to test, RNAX.
Hybrid Protein 1 and the presence of MS2 sites in the Hybrid RNA are fixed, as is the Gal4
Activation Domain.  RNAX and RNA Binding Domain Y vary.
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We have now demonstrated that seven different known RNA-protein interactions can be detected
using the method.  The Kd’s of these interactions range from approx 0.1 nM to 10 nM.  We have
not determined the relationship between Kd of the RNA-protein interaction and extent of
transcriptional stimulation.

We and others have screened cDNA libraries to identify novel RNA binding proteins.  In cDNA
library screening, the large majority of false positives can be RNA-independent (probably due to
protein-protein intereactions with the LexA-MS2 coat protein).  We have developed a colony color
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En el sistema de tres híbridos (Figura 1), la levadura contiene en su genoma los genes 

reporteros HIS3 y LacZ bajo el control de múltiples copias de un sitio de unión del ADN de 17 

nucleótidos, o UAS, upstream activating sequence (Putz et al., 1996), secuencia reconocida 

por una proteína híbrida 1 hecha de un dominio de unión a ADN originaria de la proteína 

LexA de E. coli fusionado a la proteína capsídica de unión a ARN del bacteriófago MS2, el 

último es un pequeño polipéptido que se une específicamente como dímero a una secuencia 

conocida para tallo-asa de 21 nucleótidos del ARN MS2 (SenGupta et al., 1996). La molécula 

quimera de ARN consta por una parte de dos copias en tándem del sitio de unión para la 

proteína MS2 unido a la secuencia ARN de interés conocida, X, en cual se asocia un 

polipéptido de unión a ARN en búsqueda, Y, el ARN híbrido es bifuncional a causa que 

contiene el sitio de unión para el péptido Y de unión a ARN. El polipéptido quimera 2 porta la 

proteína cognado Y de unión a ARNX asociado al dominio de activación transcripcional Gal4 

de levadura (Bernstein et al., 2002). 

 

El método fue diseñado para descubrir proteínas que se unen a una secuencia de ARN 

conocida, para la confirmación de interacciones ARN-proteína  sospechadas o el análisis de 

mutaciones sobre la estructura específica de ARNs o proteínas interactuantes y para el 

descubrimiento de complejos multiproteicos. Cualitativamente la afinidad de la interacción, 

débil o fuerte, entre ARN-proteína se distingue por sus niveles de expresión de HIS3 

fenotípicamente y LacZ por ensayo colorimétrico. Ampliamente usado además para detectar 

proteínas cognado de unión a ARN provenientes de una biblioteca de ADNc que se unen a una 

secuencia específicas de ARN de interés. Una ventaja de la técnica es saber por medio de 

escrutinio cual clona de ADNc cognado codificó el péptido de unión a ARN e interés 

(Bernstein et al., 2002; Hook et al., 2005).  

 

La existencia de un factor proteico que interaccione con el ARN de la región líder sps1 es una 

posibilidad que no puede ser descartada a priori y que se analiza en este trabajo. La interacción 

de ARN con proteínas puede determinarse ya sea in vitro mediante el análisis de retardo de la 

migración del ARN en geles de poliacrilamida o bien en condiciones in vivo, para lo cual se 

utiliza el sistema de tres híbridos en la levadura S. cerevisiae (SenGupta et al. 1996).  



III.	
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Existe una proteína que interacciona con la región líder en el ARN del gen sps1 

 

 

 

 

IV.	
  OBJETIVOS	
  

	
  
IV.I. Objetivo general 

 

Determinar la interacción in vivo en el 5’ UTR del ARN del gen sacarosa fosfato sintasa de 

arroz con proteínas. 

 

IV.II. Objetivos particulares 

 

Obtener secuencias de genes que codifiquen para proteínas que interaccionen con el 5’ UTR 

del ARN del gen sacarosa fosfato sintasa de arroz. 

 

Analizar tanto el promotor como la posible función biológica de la proteína encontrada 

mediante análisis bioinformático. 

 

Aislar del genoma versiones de diferentes tamaños de la región promotora de la proteína 

encontrada y clonarlas en vectores. 

 

 



V.	
  MATERIALES	
  Y	
  MÉTODOS	
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V.I. Vectores de las moléculas en el sistema de tres híbridos. 

 

El vector pHybLex/Zeo-MS2 (Figura 1) codifica una proteína híbrida con un dominio de 

unión al ADN y un dominio de unión al ARN de MS2, que formará parte del RNA híbrido. 

 

 
Figura 1. pHybLex/Zeo-MS2. Promotor ADH1: bases 1-399. Proteína de fusión LexA/MS2; ORF 

LexA: bases 420-1026, proteína de abrigo de MS2: bases 1044-1436. Región de término de 

transcripción de ADH1: bases 1508-1665. Origen de replicación para levadura 2µ: bases 1804-2685. 

Promotor TEF1: bases 3219-3627. Promotor EM-7: bases 3632-3698. Gen resistente a Zeocina: bases 

3699-4073. Región de término de transcripción CYC1: bases 4074-4391. Origen de replicación para 

bacteria pUC: bases 4402-5075 (cadena complementaria) 

 

pSPS-MS2. Construido a partir del vector pRH3’ (Fig. 2) por López-Salmerón, 2007, produce 

el transcrito de ARN híbrido con la región líder sps1 y el MS2 de unión al dominio de la 

proteína MS2. Formando un puente entre la proteína generada por pHybLex/Zeo-MS2 y 

alguna proteína codificada en la biblioteca de ADNc de A. thaliana que se una al ARN del 

líder sps1. 
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Figura 2. Vector pRH3´ genera el ARN híbrido, INVITROGEN. Promotor RPR1: bases 3658-4065. 

Inicio de transcripción: 3981. Secuencia líder de ARNasa P: bases 3981-4065. Sitio de hibridación del 

cebador pRH Forward: 3937-3958. Sitio múltiple de clonación: bases 4094-4124. MS2 RNA: bases 

4148-4220. Sitio de hibridación del cebador pRH Reverso: 4315-4337. Región de término de 

transcripción RPR1: 4247-4684. Origen f1: bases 6110-6565 (cadena complementaria). Gene URA3 

bases 6615-7723 (cadena complementaria). Origen 2 µ: bases 534-1412 (cadena complementaria). 

Gene con resistencia a ampicilina: bases 1543-2395 (cadena complementaria). Origen pUC: bases 

2548-3221. 

 

En el vector pGAD10 (CLONTECH), Fig 3, está clonada la biblioteca genómica que contiene 

los ADNc de los genes de  Arabidopsis thaliana fusionados a la región codificante del 

dominio de activación de la proteína GAL4, por lo que en la expresión se generan proteínas 

híbridas. La fuente de los ARN mensajeros fue de tejido verde vegetativo de una planta de 3 

semanas de A. thaliana proporcionada por el Dr. Luis Herrera Estrella y el Dr. Gustavo 

Acevedo Hernández (CINVESTAV-IPN, Unidad Irapuato) 
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Figura 3. Vector pGAD10. Promotor truncado ADH1 de S. cerevisiae: bases 10-406. Codón de inicio 

(ATG) del polipéptido del domino de activación: 422-424. Codón de alto 866-868, codones GAL4 

768-881: 491-829, Señal de localización nuclear SV40: 452-472. Sitio múltiple de clonación: 828-857. 

Codones de alto de traducción: 859–861, 866–868 & 873–875. Señal de término de transcripción, 

fragmento terminador ADH1 de S. cerevisiae: 1096-1423.  Secuencias codificadoras de LEU2: Codón 

de inicio (ATG):2631-2629; Codón de alto: 1539-1537. Origen de replicación del plásmido Col E1: 

3448–4091. Gene de resistencia a ampicilina: Promotor: región –35: 5169–5164; región –10; 5146–

5141. Inicio de transcripción: 5134, sitio de unión del ribosoma: 5111–5107. Secuencias codificantes 

de β-lactamasa: codón de inicio (ATG): 5099–5097; codón de alto: 4241–4239, Señal del péptido β-

lactamasa: 5099–5031, Proteína madura de β-lactamasa: 5030–4242. 

 

V.II. Saccharomyces cerevisiae cepa L40-ura3. 

 

Esta cepa contiene dos genes reporteros, lacZ e HIS3, cuya expresión es regulada por 

secuencias del operón LexA. La expresión de estos dos genes permite detectar la actividad de 

β-galactosidasa y seleccionar en medios carentes de histidina, respectivamente. La cepa 

requiere uracilo para su crecimiento. Se obtuvo a través de la empresa INVITROGEN. 

Algunas características importantes de L40-ura3 son: 
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Características	
  de	
  L40-­ura3	
  
Cepa	
   Genotipo	
   Fenotipo	
  

L40-­‐ura3	
   MAT	
  a,	
  ura3-­‐52,	
  leu2-­‐3112,	
  his3∆200,	
  trp1∆1,	
  ade2,	
  
LYS2::(LexA	
  op)4-­‐HIS3,	
  ura3::(LexA	
  op)8-­‐lacZ	
  

His-­‐,	
  Trp-­‐,	
  Ura-­‐,	
  Ade-­‐,	
  Leu-­‐	
  

	
  
Característica	
   Propósito	
  

Expresión	
  constitutiva	
  de	
  los	
  genes	
  dirigidos	
  por	
  
el	
  promotor	
  GAL1	
  	
  

Permite	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  proteína	
  de	
  interacción	
  
(“presa”)	
  en	
  un	
  medio	
  que	
  contiene	
  glucosa	
  (YC	
  o	
  
YPAD)	
  

Marcador	
   auxótrofo	
   de	
   histidina	
   regulado	
   por	
  
LexA	
  

Reportero	
   que	
   permite	
   la	
   selección	
   de	
  
interacciones	
   positivas	
   de	
   RNA-­‐proteína	
   en	
   un	
  
medio	
  deficiente	
  de	
  histidina	
  

Marcador	
  auxótrofo	
  ura3	
   Permite	
   la	
   selección	
   de	
   los	
   plásmidos	
   que	
  
contienen	
  el	
  gen	
  URA3	
  (Ej.	
  pSPS-­‐MS2)	
  

Gen	
  LacZ	
  regulado	
  por	
  LexA	
  
Reportero	
   que	
   permite	
   la	
   selección	
   de	
   interacciones	
  
positivas	
   de	
   RNA-­‐proteína	
   mediante	
   el	
   ensayo	
   de	
   la	
  
actividad	
  de	
  β-­‐galactosidasa.	
  

Marcador	
  auxótrofo	
  trp1∆1	
  	
   Permite	
   la	
  selección	
  de	
  plásmidos	
  que	
  contienen	
  
el	
  gen	
  TRP1	
  

 
El medio YPD líquido (CLONTECH cat. 630409) o sólido (CLONTECH cat. 630410) es para 

crecimiento no selectivo y general de la cepa L40-ura3. Contiene 1% de extracto de levadura, 

2% de peptona, 2% de glucosa. El medio sólido se complementa con 2% de agar 

bacteriológico. 

 

El medio mínimo YC se utiliza para el crecimiento de levadura y es selectivo de acuerdo a la 

mezcla de aminoácidos adicionada. Se utilizó SD base CLONTECH cat. 630411 para líquido 

y cat. 630412 para sólido. A este medio se le agregan mezclas de aminoácidos requerida para 

la selección de la cepa con los plásmidos transformados de acuerdo a los marcadores. Se 

utilizaron los siguientes suplementos: -Ura (cat. 630416), -His/-Leu/-Ura (cat. 630423) y -Leu 

(cat. 630414). 

 
V.III. Transformación secuencial de S. cerevisiae L40-ura3 con los plásmidos 

pHybLex/Zeo-MS2, pSPS-MS2 y la biblioteca de ADNc de A. thaliana y escrutinio para 

seleccionar la interacción. 

 

Se inoculó la cepa L40-ura3 en 10 ml. de medio YPD, y se incubó toda la noche a 30°C en 

agitación. Se diluyó el cultivo a una OD600 de 0.4 en 50 ml de medio YPAD o YPD a una 

densidad de 5 x 106 células/ml. Se incubó este cultivo a 30°C en agitación a 200 rpm hasta una 

densidad de 2 x 107 células/ml (de 2 a 4 horas), posteriormente se realizó el siguiente 
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protocolo:  

Concentración de las células por centrifugación a 2500 rpm por 5 minutos. Resuspensión de la 

pastilla con 40 ml de 1X TE, y centrifugación nuevamente (2500rpm x 5 min). Resuspensión 

de la pastilla en 2 ml de 1X LiAc/0.5X TE. Incubación a temperatura ambiente por 10 

minutos. Preparación y adición de la mezcla de transformación (100 µg ADNTT (ADN 

acarreador de salmón INVITROGEN, 1 µg DNA del plásmido, 100 µl de células de levadura, 

700 µl 1X LiAc/40% PEG-3350/1X TE). Incubación por 30 minutos a 30°C. Adición de 88 µl 

de DMSO. Incubación por 7 minutos a 42°C. Centrifugación a 14 000 rpm por 15 segundos. 

Resuspensión en 1 ml de 1X TE. Centrifugación a 14 000 rpm por 15 segundos. Eliminación 

del sobrenadante y resuspensión en 50-100µl de 1X TE. Plaqueo en el medio de selección 

deseado. Incubación a 30°C durante  48 horas. 

 

La selección de la transformación con el plásmido pHybLex/Zeo-MS2 se realizó en medio YC 

con zeocina (200 µg/ml). A partir de esta levadura transformada se realizó la transformación 

con el plásmido  pSPS-MS2 y se seleccionó la co-transformación en medio con zeocina (200 

µg/ml) carente de uracilo. 

 

El escrutinio de las interacciones de las moléculas híbridas se realizó de la siguiente manera. 

Inoculación de 100 ml de medio YC –U Zeo con una colonia de levadura (L40-Ura3) co-

transformada con pSPS-MS2 y pHybLex/Zeo-MS2, a 30º C en agitación durante toda la noche 

hasta fase estacionaria. Transferencia del cultivo a 500 ml de medio YC –U Zeo fresco hasta 

alcanzar una OD600 de 0.2 – 0.4. Incubación en agitación a 30º C por 4 hrs. Centrifugación a 

2500 rpm por 5 min y retiro del sobrenadante. Resuspensión de la pastilla en 250 ml de TE 

1X. Centrifugación a 2500 rpm por 5 min y retiro del sobrenadante. Resuspensión de la 

pastilla en 4 ml de AcLi/TE 0.5X. Incubación de las células a temperatura ambiente por 10 

min. Transformación con 40 µl de ADN de la Biblioteca de ADNc (a una concentración de 1.9 

µg/ml), 1 ml de ADN desnaturalizado de espera de salmón, 5 ml de células de levadura y 30 

ml de AcLi 1X /40% PEG 3350 /TE 1x. Incubación de la solución a 30º C por 30 min. 

Adición de 3.5 ml de DMSO. Choque térmico a 42º C por 15 min en baño María. Incubación 

de la mezcla en hielo por 1 min. Centrifugación a 12000 rpm por 30s y decantado del 

sobrenadante. Resuspensión de la pastilla en 4 ml de TE 1x. Plaqueo de 50 µl por caja con 
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medio YC –ULH Zeo, hasta completar 100 cajas. Incubación a 30º C esperando el crecimiento 

de las primeras colonias. Otros plaqueos se realizaron en medio YC –ULH Zeo con el 

inhibidor 3-AT (3 amino 1, 2, 4, triazol) a una concentración de 20 mM, ya que la fuerza de la 

interacción se determina por los niveles de resistencia a este compuesto, que es un inhibidor 

competitivo del producto del gen HIS3 que se activa durante la interacción (Bernstein et al. 

2002). Se tomaron las colonias que crecieron en los primeros 5 días y que tuvieron un tamaño 

al menos de un mm de ancho.  

 

V.IV. Ensayo de β-galactosidasa. 

 

Se Agregó 1 g de agarosa (Sigma cat: A9539), a 100 ml (100mM) de buffer de fosfatos pH 7.0 

(39 ml 0.1 M de KH2PO4 y 61 ml 0.1 M de K2HPO4) y se disolvió calentando por 3-5 min en 

el horno de microondas. Se mantuvo la solución a 65º C. Por separado se agregaron 800 µl de 

X-Gal/Dimetilformamida (25 mg/ml) en 8 ml de Dimetilformamida (Sigma) y se mezclaron 

con 12 ml de la agarosa de bajo punto de fusión disuelta en el buffer de fosfatos. Se incubó la 

solución a 65º C por 5 min y se colocó una ligera capa de la solución en las cajas de petri 

ensayadas, permitiendo de 5-10 min a que solidificara la agarosa. Se incubaron las cajas de 

petri en la obscuridad de 2-3 hrs o bien toda la noche a 30º C para que la colonias positivas a 

la actividad β-galactosidasa se tornaran de color azul. 

 

V.V. Extracción de ADN de levadura para recuperar los plásmidos de la biblioteca de 

ADNc de Arabidopsis thaliana. 

 

Inoculación de una colonia de levadura a 30º C en agitación en 10 ml de medio YC –Leu de 

24 a 48 hrs. Centrifugación a 2000 rpm por 5 min. Eliminación del sobrenadante. 

Resuspensión de la pastilla en 1 ml de Sorbitol 1M, NaEDTA 0.1 M (pH 7.5). Adición de 50 

µl de solución de Liticasa (SIGMA) (4000 U/ml) e incubación por 1 h a 37º C. Centrifugación 

a 12000 rpm por 1 min. Eliminación del sobrenadante y resuspensión de las células en 1 ml de 

Tris-Cl 50 mM (pH 7.4) NaEDTA 20 mM. Adición de 100 µl de SDS al 10%, mezclado e 

incubación a 65º C por 30 min. Adición de 400 µl de acetato de potasio 5 M y transferencia a 

hielo por 1 h. Centrifugación a 12000 rpm por 5 min a 4º C. Transferencia del sobrenadante a 
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un tubo nuevo y adición de un volumen de isopropanol. Mezclado suave e incubación por 5 

min a temperatura ambiente. Almacenamiento a -20º C toda la noche. Centrifugación por 5 

min a 12000 rpm. Eliminación del sobrenadante y secado de la pastilla. Resuspensión de la 

pastilla en 100 µl de TE (pH 7.4). 

 

V.VI. Selección de plásmidos de la biblioteca de ADNc extraídos de la levadura. 

 

Las levaduras que mostraron crecimiento en medios YC-ULH Zeo 3-AT 20 mM incorporaron 

teóricamente los plásmidos pHybLex/Zeo-MS2, pSPS-MS2 y algún plásmido de la biblioteca 

de ADNc de Arabidopsis thaliana. Los dos últimos tienen resistencia a carbenicilina y el 

primero a zeocina. La mezcla de plásmidos extraída se utilizó para transformar E. coli DH5α y 

se hizo una selección en medio LB con carbenicilina (100 µg/µl). Se escogieron 10 colonias y 

se extrajo ADN por la técnica de miniprep. Se cortó el ADN con EcoRI y las mezclas se 

corrieron en geles de agarosa al 1%. Los vectores provenientes de la biblioteca de ADNc 

liberaron un fragmento de 6.65 Kb correspondientes al vector pGAD10. Los plásmidos de la 

biblioteca de ADNc recuperados se mandaron secuenciar utilizando el oligonucleótido  5’ 

TAC CAC TAC AAT GGA TG 3’. 

 

V.VII. Secuenciación.  

 

Se utilizó el método de terminación de cadenas (Sanger et al. 1977), usando 

dideoxinucleótidos fluorescentes (ABI) y un secuenciador de DNA ABI PRISMTM 374. Se 

solicitaron los servicios del CINVESTAV-IPN Unidad Irapuato.  

 

V.VIII. Identificación de las proteínas que generaron interacción en el sistema de tres 

híbridos. 

 

Las secuencias de los ADNc de los plásmidos recuperados de la levadura se utilizaron para 

alinearse con secuencias de la base de datos del servidor del Nacional Center of Biotechnology 

Information (NCBI), mediante el uso de la herramienta BLASTn con la opción nucleotide  

collection (nr/nt). http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. 
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V.IX. Identificación de las proteínas Spen de A. thaliana y arroz índica. 

 

La proteína del gen encontrado en el BLASTn, At4g12640, fue sometida a un análisis 

comparativo de las secuencias de aminoácidos para descubrir sus ortólogos de O. sativa ssp. 

índica usando la herramienta BLASTp con la opción Non-redundance protein sequences (nr) 

de NCBI. La posición, orientación y secuencia de los genes de arroz índica dentro del genoma 

fueron encontrados en la base de datos de ENA (European Nucleotide Archive) de EMBL-EBI 

http://www.ebi.ac.uk/ena/. 

 

V.X. Alineación de la secuencia de aminoácidos entre las proteínas de arroz índica y 

Arabidopsis thaliana. 

 

La secuencias de aminoácido de las proteínas Spen de los genes At4g12640 y de arroz índica 

OJ1381_H04.27 y P0450E05.35 fueron alineadas usando la herramienta BLAST2seq de NCBI 

 

V.XI. Análisis de los promotores de los genes de O. sativa ssp. índica y de A. thaliana. 

 

Las secuencias de nucleótidos de los promotores de los genes de arroz índica se obtuvieron al 

alinear la secuencia de los genes, obtenida de la base de datos ENA, contra la base de datos de 

NCBI en la herramienta BLASTn de Oryza sativa con la opción O. sativa (indica cultivar-

group) WGS contigs. Mientras que la secuencia del promotor del gen de A. thaliana se 

encontró en la base de datos de NCBI. 

Para conocer los elementos que regulan la expresión de estos genes se uso la base de datos de 

secuencias cis para plantas PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/ ). 

 

V.XII. Diseño de oligonucleótidos.  

 

Los oligonucleótidos fueron diseñados en la pagina  de IDT (Integrated DNa Technologies) 

http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/, además se les agregó en el 

extremo 5’ la secuencia para corte con la enzima Hind III. Los oligos fueron:   
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Reverso 2 

5'- AAGCTT TCT GCA TTC GTC AGA TCT ATC GCA -3' 

Forward 500 

5´- AAGCTT ACA TGA CGA GCA GAT CTA CGG AGA – 3´ 

Forward 1000 

5´ - AAGCTT ACC TCA CAG AAT TGA CAG ATC CA – 3´ 

 

V.XIII. Extracción de ADN de A. thaliana y amplificación de las diferentes versiones del 

promotor del gen At4g12640. 

 

El ADN de planta fue aislado usando el kit DNeasy Plant Mini (cat. 69104) tal bajo el mismo 

protocolo del fabricante. Este ADN se utilizó como templado para realizar PCRs con los 

oligonucleótidos diseñados empleando el kit para PCR de fermentas (EP0403), utilizando la 

formula de reacción del fabricante y el siguiente protocolo: 

95º C 5’ – por 35 ciclos; 95º C 1’, 55º C 1’, 68º C 1’– 68º C 10’ y 4º C ∞’. 

 

V.XIV. Clonación de las diferentes versiones del promotor del gen At4g12640 al vector 

de entrada pCR8/GW/TOPO y secuenciación. 

 

Las versiones amplificadas del promotor del gen At4g12640 por PCR se clonaron al vector de 

entrada Gateway pCR8/GW/TOPO, fig. 4, usando la mezcla de reacción sugerida por el 

mismo fabricante (cat. K2500-20, invitrogen). Para comprobar que los productos de PCR se 

hayan insertado en la orientación 5’-3’ de acuerdo al vector, las clonaciones se mandaron 

secuenciar a el CINVESTAV-IPN Unidad Irapuato. 
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Figura 4. Características del vector pCR8/GW/TOPO. rrnB T2 secuencia de terminación de la 

transcripción: bases 268-295. rrnB T1 secuencia de terminación de la transcripción: bases 427-470. 

M13 sitio para el primer forward (-20): bases 537-552. attL1: bases 569-668. GW1 sitio de este primer: 

bases 607-631. TOPO sitio de reconocimiento 1: bases 678-682. TOPO sitio de reconocimiento 2: 

bases 683-687. attL2: bases 696-795. GW2 sitio de este primer: bases 733-757. T7 promotor/sitio del 

primer: 812-831 (c). M13 sitio para el primer reverso: bases 836-852. Espectinomicina promotor: bases 

930-1063. Espectinomicina gen de resistencia (Spn): 1064-2074. pUC origen: bases 2141-2814. (c) = 

secuencia complementaria.  

 

V.XV. Manejo del ADN plasmídico y transformación de células competentes. 

 

Para la replicación y obtención de ADN de los plásmidos se utilizó la cepa TOP10 de E. coli 

(INVITROGEN) y la cepa DH5α (Sambrook et al. 1989). Para el aislamiento del ADN de los 

plásmidos bacterianos se utilizaron los métodos de Miniprep y Maxiprep (con polietilenglicol) 

descritos por Sambrook et al. (1989). Las condiciones de corte con endonucleasas de 

restricción se hicieron siguiendo las indicaciones del fabricante (INVITROGEN).                    

Se transformaron células competentes de E. coli TOP10 o DH5α con las mezclas de ligación, 

las cuales se dializaron previamente en membranas millipore con un tamaño de poro de 0.025 

µm, utilizando un electroporador Eppendorf 2510 a 1800 V. 

El medio LB se utilizó para el crecimiento de E. coli contiene 1% de Bacto triptona, 0.05% de 

extracto de levadura y 1% de cloruro de sodio. Para  medio sólido se adiciona 1.5 % de agar 

bacteriológico. En tanto que los geles de agarosa se elaboraron con 1% agarosa a 1X TAE. 

!
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The figure below shows the features of the pCR®8/GW/TOPO® vector. The 
complete sequence of pCR®8/GW/TOPO® is available for downloading from 
our Web site (www.invitrogen.com) or by contacting Technical Service (see 
page 27).  
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V.XVI. Recombinación dirigida entre los sitios LR de los vectores de entrada y el vector 

destino pKGWFS7.  

 

Las versiones del promotor de At4g12640 clonadas en el vector de entrada pCR8/GW/TOPO 

se amplificaron por PCR con los oligos M13, llevando dentro de los productos los stitios de 

attL1 y attL2 que se recombinan con los sitios attR1 y attR2 correspondientemente del vector 

binario pKGWFS7 (fig. 5). La recombinación fue hecha con el Kit de invitrogen -LR clonase 

II enzyme Mix- (Cat. 11791-020) del sistema Gateway. Y se usó el producto de PCR como 

sustrato, a diferencia del protocolo del kit que suguiere usar a la construcción con el vector de 

entrada como sustrato. 

 
Figura 5. El vector binario pKGWFS7. Diseñado para el análisis de promotores regulando, en todos los 

casos, la expresión del gen reportero GUS-GFP. Este vector, además posee el gen nptII de resistencia a 

kanamicina bajo la regulación del promotor nos. Aparte posee el gen ccdB, que permite la selección 

negativa del mismo en E. coli DH5α luego de la recombinación y transformación. Tanto el vector 

pKGWFS7,0 como pCR8/GW/TOPO poseen la resistencia al antibiótico espectinomicina. 
 

pKGWFS7 

 

 
 

Notes: Promoter analysis. Drives expression of GFP and GUS. 

 

http://www.psb.ugent.be/gateway/index.php?NAME=pKGWFS7&_app=vector&_act=co

nstruct_show& 
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Algunos escrutinios exitosos del sistema de tres híbridos han reportado diversas familias de 

proteínas de unión a ARN (Le et al., 2000; Poleev et al., 200; Xu et al., 2001; Wood et al., 

2001). Para lograr el objetivo de identificar alguna proteína que interaccione específicamente 

con el 5’ UTR del ARNm del gen sps1 durante la traducción, se seleccionó el sistema de tres 

híbridos en Saccharomyces cerevisiae L40-ura3. La cepa se transformó introduciendo el 

plásmido pHybLex/Zeo-MS2 que expresa la proteína fusionada LexA-MS2 de unión a ADN y 

ARN correspondientemente, después se introdujo el vector pSPS-MS2 (López-Salmerón, 

2007) que genera el ARN híbrido de interés. Posteriormente una biblioteca de ADNc de A. 

thaliana clonados en el vector pGAD10 fue introducida a la población de levaduras para 

realizar un escrutinio cuando el ARNX (5’ UTR de sps1) interactúa con la proteína afín 

producida por el ADNc. Así, formando con las tres moléculas híbridas un puente 

transcripcional que activa el gen HIS3 permitiendo que la levadura crezca en medio YC sin 

histidina, sin leucina, sin uracilo, con zeocina.  

 

VI.I. Análisis de la interacción del 5’ UTR ARNm de sps1 y proteínas codificadas en una 

biblioteca de ADNc de A. thaliana 

 

Las células transformadas fueron cultivadas en 200 cajas de petri con medio sólido YC Zeo –

HLU, después de cinco días crecieron aproximadamente 6 X 106 colonias. Las cuales fueron 

cultivadas en 5 ml del mismo medio y sembradas en 100 cajas petri con medio sólido YC Zeo 

–HLU y 3-AT a 20 mM (3-amino 1,2,4- triazol, inhibidor competitivo de la enzima cifrada por 

HIS3) por 48 horas. En este lapso las primeras 200 colonias crecidas fueron escogidas para ser 

aisladas en cajas petri con YC Zeo –HLU 3-AT 20 mM. De ésta manera, se seleccionaron las 

primeras 33 cepas de levadura cepa L40-ura3 con el mejor crecimiento en el medio de alta 

astringencia a las 48 horas (Cuadro 1). Se hicieron las extracciones de ADN total de cada una 

de las 33 cepas de levadura y se analizaron por electroforesis en geles de agarosa (Fig 1). 
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Cuadro 1. Selección de colonias de levaduras y plasmidos 

 
Condiciones Número 

Crecimiento en medio selectivo sin 3-AT a 120 h ≈ 6 000 000 colonias de 
levadura 

Crecimiento en medio selectivo con 3-AT 20 mM a   
48 h 

200 colonias de levadura 

Selección de colonias con mayor crecimiento en 3-AT 
20 mM a 48 h 

 
33 colonias de levadura 

aislamiento de plasmidos cDNA´s  15 plásmidos 
Plasmidos con el DNAc en orientación correcta y 
adecuado posición para traducción 

 
3 plásmidos 

Plasmidos que confieren ensayo positivo de β-
galactosidase  

 
1 plásmido 

 

 

 
figura 1. ADN total de seis colonias de levadura; carril M, marcador de peso molecular; en la parte 

superior de los carriles 1-6 ADN cromosómico, mientras que en la parte media están los plásmidos 

introducidos. La mezcla de ADN fue posteriormente utilizada para transformar E. coli y así seleccionar 

vectores derivados de la biblioteca de ADNc. 

 

Posteriormente, el ADN total de cada una de las 33 cepas de levadura conteniendo los 

plásmidos pSPS-MS2 que genera el ARN híbrido y el plásmido pGAD10 de la biblioteca 

genómica de ADNc de A. thaliana, fue utilizado para transformar a E. coli cepa DH5α y 

seleccionar en medio LB con carbenicilina, considerando que éstos vectores otorgan 

resistencia a este antibiótico, a excepción de pHybLex/Zeo-MS2. A las colonias de bacterias 

crecidas del medio selectivo se les extrajeron sus plásmidos y con cortes con la enzima EcoR I 

se pudo diferenciar cual plásmido había sido ingresado a la bacteria, en base a que en el vector 
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pSPS-MS2 un sitio para EcoR I flanquea el ARNX (5’ UTR sps1) más el RNA MS2, 

liberando un fragmento de 440 pb y al vector de 7907 pb; mientra que en el vector pGAD10, 

el corte con EcoR I libera al vector de 6.65 kb y un fragmento de tamaño desconocido de 

ADNc. En la Fig. 2 se muestran los plásmidos de bacterias transformadas con el ADN total de 

una de las cepas de S. cerevisiae denominada 79; en el carril 7 la banda superior corresponde 

al vector pGAD10 de 6.65 kb y las otras dos bandas corresponden al ADNc con un tamaño 

aproximado de 2 kb y 700 pb. Con base en el tamaño del ADNc, éste fue uno de los 15 

diferentes plásmidos considerados como candidatos para portar un ADNc que codificara para 

una proteína de unión a RNA, provenientes de cepas (Cuadro 1).  

 

 
Figura 2. Purificaciones de los plásmidos de E. coli transformados con ADN total de la cepa 79 de 

levadura. El carril M corresponde al marcador molecular. Los demás carriles son plásmidos extraídos 

y cortados con la enzima EcoR I. Las escisiones que liberan pedazos de alrededor 440 pb iguales al 

tamaño del ARNX del vector pSPS-MS2 fueron descartados. En el carril 7 hay un banda adecuada a 

pGAD10 de 6.65 kb y otras dos de 2 kb y 700 pb consideradas como ADNc. 

 

Los plásmidos pGAD10 seleccionados fueron purificados y secuenciados. Se obtuvieron 9 

secuencias de ADNc, las cuales fueron alineadas con la base de datos de A. thaliana del 

National Center of Biotechnology information (NCBI) utilizando la herramienta BLASTn. En 

el  cuadro 2 se presenta la información obtenida. Se determinó que cinco de los ADNc estaban 

clonadas en orientación inversa, y de las cuatro restantes, tres estaban en marco de lectura 

correcto, siendo los loci NM_125810, NM_117319 y NM_117334.  
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estar invertido con relación al promotor a partir del 
cual se genera la expresión en el vector pGAD10. 
En los ADNc que tuvieron la orientación correcta se 
analizó el marco de lectura, ya que sólo una de tres 
posiciones es la correcta para que la traducción del 
ARN mensajero codi!cado por el ADNc se dé de 
manera adecuada. Una unión desfasada del ADNc 
con  el marco de lectura proveniente del codón de 
inicio ocasionó una lectura incorrecta y una proteína 
diferente. En el cuadro 1 se presenta la relación de 
proteínas codi!cadas por los ADNc de los plásmidos 
aislados. De las nueve proteínas identi!cadas, 5 ADNc 
se encontraron en la orientación inversa. De las 4 
proteínas con los ADNc orientados correctamente, 
tres se encontraron en el marco de lectura adecuado, 
NM_125810, NM_117319 y NM_117334.  

Análisis de las proteínas

Proteína codi!cada por el locus NM_125810
Corresponde a la proteína S28E, que es un 

componente de la subunidad ribosomal 30S. Es 
probable que la S28E controle al precursor del 
empalme del ARN y el reciclaje en el ARNm durante 
el proceso de maduración, sin embargo, su función en 
el ribosoma es desconocida. Un análisis de dominios 
conservados  permitió identi!car el dominio de unión 
al ARN parecido a S1. Este dominio se encuentra en 
una amplia variedad de proteínas asociadas a ARN. El 
gen RPS28 está conservado en humanos, perros, vacas, 
ratas, ratones, pollo, el pez zebra, mosquito, arroz y en 
Arabidopsis thaliana. (Chang et al. 2005, Carrol et al. 
2008).

La secuencia de la proteína es la siguiente:
mdsqikhavvvkvmgrtgsrgqvtqvrvkftdsdr!mrnvkgpvre-
gdvltlleserearrlr

Proteína codi!cada por el locus NM_117319
Corresponde a un inhibidor de proteasa, que 

participa en almacenamiento en semilla. La secuencia 
encontrada es la siguiente:
masknsaslal"alnil"tltagtncrcnpspkprplpnpkvpspkvp-
tpsvpspyvptpsvpspsvptpsvpspsvpspnptpvipprtpgssg-

FIGURA 4. Digestión de los plásmidos con EcoR1 aislados de colonias de E. coli, transformada con el ADN de la clona 79 de 
S. cerevisiae. Los plásmidos fueron aislados por la técnica de Mini-prep y separados en geles de agarosa al 1%.
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Cuadro 2. Resultados del BLAST, de las secuencias de los ADNc elegidos, contra el genoma 
de A. thaliana en la base de datos de NCBI  

 

El locus NM_125810 corresponde al gen RPS28 que codifica la proteína S28 de 64 

aminoácidos. Tal proteína funciona como constituyente estructural del ribosoma 40s y 

contiene un dominio de unión a ARN tipo S1 encontrado en una amplia variedad de proteínas 

asociadas a ARN. La proteína S28E, altamente conservada en arqueas y eucariontes, puede 

controlar la exportación del ARNr del núcleo, la biogénesis del ribosoma, la traducción el 

splicing del ARN y la cantidad del proceso de maduración del ARN, sin embargo, su 

mecanismo en el ribosoma es desconocida (Chang et al., 2005).  

 

El locus NM_117319 codifica para una proteína de 182 aminoácidos bifuncional, como 

inhibidor de amilasa o como proteínas que transfieren lípidos, perteneciente a la subfamilia 

HPS (Hydrophobic Protein from Soybean), esta clase de proteínas defienden a la planta de 

Locus ARN 
codif icado 

Observac iones de la 
c lonac ión 

Observac iones de la 
prote ína 

NM_117334 ARNm lineal 
de 2802 pb 

Orientada correctamente en el 
vector pGAD10 y en el marco 
de lectura adecuado 

Probable proteína 

NM_125810 ARNm lineal 
de 480 pb 

Orientada correctamente en el 
vector pGAD10 y en el marco 
de lectura adecuado 

Proteína ribosomal S28; 
componente estructural del 
ribosoma 

NM_117319 ARNm lineal 
de 786 pb 

Orientada correctamente en el 
vector pGAD10 y en el marco 
de lectura adecuado 

Inhibidor de proteasa/ 
almacenamiento de semillas/ 
transferencia de lípidos.  
De la familia LTP 

NM_122009 ARNm lineal 
de 1049 pb 

Orientada correctamente en el 
vector pGAD10. Con marco de 
lectura incorrecto para la 
traducción 

Proteína nuclear relacionada 
con Ras 

NM_128268 ARNm lineal 
de 2501 pb 

Orientada incorrectamente en el 
vector pGAD10 Factor de trascripción SE 

NM_120116 ARNm lineal 
de 1513 pb 

Orientada incorrectamente en el 
vector pGAD10 De la familia F-box 

NM_129704 ARNm lineal 
de 1157 pb 

Orientada incorrectamente en el 
vector pGAD10 Probable proteína 

NM_120952 ARNm lineal 
de 2300 pb 

Orientada incorrectamente en el 
vector pGAD10 

Probable proteína LepA de 
enlace-GTP 

NM_117188 ARNm lineal 
de 737 pb 

Orientada de manera incorrecta 
en el vector pGAD10 Factor de iniciación IF-1 
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insectos y patógenos, transfieren lípidos entre membranas intracelulares y almacenan 

nutrientes en la semilla.  

 

La proteína proveniente del ADNc de la cepa 79 de levadura y registrada en el locus 

NM_117334 se identificó como el gen At4g12640 de A. thaliana con 4 exones y 3 intrones, su 

péptido se conforma por 823 aa (NP_193001.2) y sin función conocida.  

 

Para determinar que la interacción entre las proteínas codificadas por los ADNc fuera 

específica, se analizó la expresión del gen reportero LacZ, el cual se activa cuando interactúa 

el ARN y la proteína. En la figura 3 se presentan los resultados para la proteína 79 y la 

ribosomal S28. La interacción entre la proteína 79 y el ARN híbrido activó en gen LacZ 

además de proporcionar buen crecimiento de la cepa en el medio YC Zeo -HLU 3-AT 20 mM, 

en tanto que la proteína 43 no activó el gen reportero LacZ y el crecimiento en el medio 

selectivo fue mas lento. La proteína codificada por el locus MN_117319 tampoco activó el 

gen reportero (no mostrado). Estos ensayos colorimétricos refuerzan las evidencias de la 

formación del puente transcripcional de las tres moléculas híbridas e interacción con la RNA 

polimerasa II en la cepa 79 con el plásmido que alberga el gen codificante para la proteína 

cognado. 

 
Figura 3. Actividad positiva del gen LacZ en la cepa 79 de S. cerevisiae. El medio YC Zeo –HLU 

contiene 3-AT a 20 mM y X-gal/dimetilformamida (2.5 µg/ml). Solamente la cepa 79 activó el gen 

LacZ concomitante con el gen reportero HIS3. 

MS2 RNA, SIN PREOTEÍNA

MS2-SPS RNA SIN PROTEÍNA

MS2 RNA + PROTEÍNA 79

MS2-SPS RNA + PREOTEÍNA 43

MS2 RNA + PROTEÍNA 43

MS2-SPS RNA + PROTEÍNA 79
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VI.II. Análisis funciónal de la proteína codificada por el gen At4g12640. 

 

La proteína NP_193001.2 codificada por At4g12640 pertenece a la familia Spen (Split ends) 

caracterizada por un dominio RRM (RNA recognition motif) N-terminal y un dominio bien 

conservado C-terminal SPOC (Spen paralog and ortholog C-terminal). El dominio RRM es 

conocido como RBD (RNA binding domain) o RNP (Ribonucleoprotein domain), consta de 

90 aa y tiene una estructura de cuatro laminas beta empacadas contra dos hélices alfa que 

interactúan con ARNss y ADNss como también con proteínas. RRM es encontrado en una 

variedad de proteínas hnRNPs (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) implicadas durante 

el splicing alternativo y proteínas componentes snRNPs (small nuclear ribonucleoproreins). 

En cuanto al dominio SPOC contiene alrededor de 165 residuos de amino ácidos y exhibe bajo 

grado de homología en la secuencia de aa de la región estructuralmente conservada (Shi-Yan 

et al., 2007) que, consta de un núcleo de siete láminas beta formantes de un barril central y en 

algunos casos dos hélices pequeñas (Sánchez-Pulido et al., (2004). SPOC está implicado en la 

señalización del desarrollo, facilitando la interacción proteína-proteína en el complejo de 

represión transcripcional. Sánchez-Pulido et al. (2004) utilizaron métodos bioinformáticos 

para identificar genes que codifican proteínas similares a las Spen en protozoarios y plantas, 

encontrando que las proteínas Spen podrían jugar un rol en la muerte celular programada y la 

generación de tumor, por lo tanto proveyendo una nueva función para el dominio SPOC. Las 

proteínas Spen participan en diferentes procesos biológicos como la diferenciación de la célula 

neuronal, sobrevivencia y orientación del axón (Chen y Rebay, 2000; Kuang et al., 2000), 

regulación del ciclo celular (Lane et al., 2000), represión en la identidad de la cabeza del 

tronco embrionario de Drosophila (Wiellette et al., 1999), así como en la actuación en la 

señalización de la proteína Wingless (Wg) en los discos imaginales del ojo, alas y piernas de 

la mosca (Lin et al., 2003). La proteína Spen humana SHARP (SMRT7HDAC1-associated 

represor proteína) ha sido identificada como componente del complejo de represión 

transcripcional tanto en el receptor nuclear como en las vías de señalización Notch/RBP-

jkappa; por consiguiente las proteínas de la familia Spen parecen regular la transcripción 

mediante algunas vías de señalización (Sánchez-Pulido et al., 2004). 
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En el mismo BLASTp de NCBI utilizado fueron halladas otras 40 proteínas Spen de plantas y 

2 de animal (Ailuropoda melanoleuca) de una identidad minima del 34% con respecto a la 

proteína del gen de A. thaliana At4g12640. Razonando que el ARNX de interés o cebo en el 

sistema de tres híbridos es de Oriza sativa subespecie índica y la biblioteca de ADNc de A. 

thaliana, se buscaron proteínas Spen de arroz con homología a la codificada por A. thaliana. 

Fueron identificadas dos proteínas Spen de arroz índica: una de 1005 aa también sin función 

conocida (EEC84301.1, etiqueta del locus OsI_30787) con una identidad del 73% a la proteína 

de A. thaliana, junto con otra proteína hipotética con función desconocida (EEC84885.1, locus 

OsI_32043) de 900 aa y 40% idéntica a la proteína de A. thaliana. El locus OsI_30787 de O. 

sativa ssp. índica se localiza en la hebra reversa del cromosoma 9 y corresponde al gen 

OJ1381_H04.27 conformado de tres exones y dos intrones, es homólogo (100%) al gen 

Os09g0298700 de O. sativa ssp. japónica nombrado OsRRM por Shi-Yan et al. (2007). El 

locus OsI_32043 contiene al gen P0450E05.35 orientado en la hebra reversa del cromosoma 9, 

estructurado por seis exones y cinco intrones, el gen tiene un 100% homologo en arroz ssp. 

japónica llamado Os09g0516300. 

 

Particularmente, las proteínas NP_193001.2 de A. thaliana, EEC84301 y EEC84885 ambas de 

Oriza sativa subespecie índica, llevan dos dominios RRM N-terminal y un dominio C-

terminal SPOC. En la figura 4 se presenta la alineación de los dos dominios RRM N-terminal 

y el dominio SPOC alrededor de la parte media de los genes, realizado con la herramienta 

BLAST2seq de NCBI usando la proteína del gen At4g12640 contra las proteínas de arroz 

índica de los genes OsI_30787 y OsI_32043: 

 

Primer RRM 
OsI_32043 38-122       GGSGAPETNTLWVGNLPAQAAEDDVMAAFSPHGALDCVMAR 
                            P +  LWVGNLP    E ++   F   G L+ +  + 
At4g12640 15- 98       GRGRNPPSRHLWVGNLPHGILERELADRFLRFGELESLAFQ 
                       G G  PPSRHLWVG+L  G+   +L++ FLR G++E ++   
OsI_30787 41-124       GWGVAPPSRHLWVGSLSPGVAAADLSELFLRCGDVEGISRD  
 
AGPRSYAFVLFRSVPEARAALDALQGSKVKGSVVRLEFARPARA    
 G RSYAFV F    +A AA+++LQG  + G+ +R+EFA+  +      
PG-RSYAFVNFNHDEDAFAAIESLQGFPLSGNPLRIEFAKAEKS   
PG-RS+AFV F  +EDA A +  LQG  L G P+RIEF+K +K  
PG-RSFAFVTFAREEDAVAAVRELQGIHLRGAPIRIEFSKGDKG    
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Segundo RRM 
OSI_32043 220-303       VRNRESNPTNVLWVGFPNTAKINEEALRQAMAVHGAVTNTKVFP 
                        + +R + P+ VL++GFP   K+++  LR   +  G +T   VFP 
at4g12640 142-225       MNDRNAEPSEVLYIGFPASLKVDDALLRNVFSSFGEITKVTVFP 
                           R AEPSEVL+IGFP  LKVD+A L   FS FGE+ K+T FP 
OsI_30787 161-244       KRSRPAEPSEVLWIGFPVGLKVDEATLWEAFSPFGEVVKITTFP 
 
TRQYAFVEFATVGEASNAKKNLDGRLFNDQRIQILFSNSE 
 R YAFV+F +  A   AK++L G+LF + R+ I F+ SE                  
GRSYAFVQFRNLMAACKAKESLQGKLFGNPRVHICFAKSE  
GR+YAFVQ+  + AAC+AKE+LQG LF NPRV ICF++S+  
GRTYAFVQYTTIAAACRAKETLQGNLFNNPRVSICFSRSD  
 
SPOC 
VHRTSYLE-HFWRGSIAKGGSPVCRARCLPIRKGVEIPLPDVVNCSARTGLDMLAK 
++R S  +   W G+IAKGG+P+CRA+C P+ K +++ LP+ ++C+ARTGLDMLAK  
LNRPSLKD-WNWEGTIAKGGNPICRAKCFPVGKVMDMMLPEFLDCTARTGLDMLAK   
 + P LK+ W W+GTIAKGG PICRA+CFPVGKV++ MLPEFLDCTART L+ML+K 
YHEPLLKEEWKWDGTIAKGGTPICRARCFPVGKVLNFMLPEFLDCTARTSLEMLSK  
 
HYRDASGFDIVFFLPDSEDDFVSYTEFLRYLGSKSRAGVVKVDGGTTLFLVPPSDFLRNV  
HY  +S   +VFF+P S+ D V Y EF+ YL  K RA V K+D  TTLFLVPPSDF   V 
HYYQSSKAWVVFFVPGSDADIVFYDEFMHYLEEKQRAAVSKLDDTTTLFLVPPSDFSEKV   
HYYQ++ +WVVFFVP +DAD+  Y+EFM+YL +KQRAAV KL + ++LFLVPPSDFSE+V 
HYYQAASSWVVFFVPENDADMAAYNEFMNYLGDKQRAAVCKLGERSSLFLVPPSDFSEQV  
 
LQVDGPERLYGVVLHIP  OsI_32043 430-561 
L+V G   + GV+L + 
LKVPGKLSISGVILRLE  at4g12640 461-592 
L+VPGK+SISGVIL+ E 
LRVPGKVSISGVILKFE  OsI_30787 487-619 
Figura 4. Comparación de aminoácidos de los dominios RRM y SPOC del gen de A. 

thaliana At4g12640 contra los de sus ortólogos OsI_30787 y OsI_32043 de O. sativa ssp. 

indica. La proteína de A. thaliana comparte en sus dominios RRM1, RRM2 y SPOC una 

identidad de 49, 65 y 72 % correspondientemente, con la proteína de OsI_30787. En tanto que, 

la misma proteína tiene una identidad de 38, 42 y 57 % en relación a los mismo dominios con 

la proteína del gen OsI_32043. 

 

Para conocer un poco más acerca de la posible función del gen At4g12640 como al mismo 

tiempo de los genes de arroz índica, se tomó de referencia al gen OJ1381_H04.27 

considerando que es 100% homólogo a OsRRM de arroz japónica reportado con actividad 

tejido específico en la regulación del desarrollo de las células especializadas del endospermo y 

polen. La proteína cifrada se localizada en el núcleo, lo que indica una función en la 
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transcripción del RNA o durante su procesamiento (Shi-Yan et al.,2007). Inclusive, una 

alineación con BLAST2seq de NCBI del promotor de OJ1381_H04.27 contra el promotor del 

gen OsRRM corroboró la idea de que también los promotores de estos genes son homólogos. 

Aunque las proteínas ofrecen información sobre la posible función del gen, las regiones 

reguladoras de los genes aportan información sobre la regulación de la expresión. Se decidió 

analizar y comparar elementos reguladores conservados entre los promotores de arroz índica y 

A. thaliana. 

 

PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/ ) es una base de datos de motivos de 

secuencias nucleotídicas encontrados en elementos reguladores actuantes en cis del ADN de 

plantas (Higo et al., 1999). Se analizaron 500 pb del promotor de los genes de arroz índica, 

Os09g0516300 y OJ1381_H04.27, y de A. thaliana At4g12640, los cuales fueron sometidos a 

escaneo de señales. Los resultados ubicaron diferentes elementos de secuencias de unión a 

factores transcripcionales o de control en la expresión genética (anexo 1); entre los promotores 

de At4g12640, OJ1381_H04.27 y P0450E05.35 hubo 6 elementos comunales, a saber; 

CAATBOX1 responsable de la actividad promotora tejido específico en semilla de guisante, 

CACTFTPPCA1 elemento cis para la expresión específica en mesófilo de Flaveria trinervia, 

DOFCOREZM sitio requerido para la unión de proteínas Dof en maíz, GTGANTG10 motivo 

encontrado en el promotor del gen g10 de polen de tabaco, NODCON2GM uno de las dos 

secuencias consenso putativas de nodulación para soja (Glycine max), WRKY71OS en arroz 

es sitio de unión para el represor transcripcional de la ruta de señalización de giberelinas.       

A parte de los elementos cis anteriores, el gen At4g12640 con su ortólogo OJ1381_H04.27 y 

OsRRM con expresión en endospermo y polen (Shi et al.,2007), comparten exclusivamente los 

motivos: ARR1AT o elemento de unión ARR1, GATABOX requerida para la expresión de 

alto nivel, regulada por luz y tejido específico, GT1CONSENSUS sitio de unión GT-1 en 

algunos genes regulados por luz, IBOX secuencia conservada corriente arriba de genes 

regulados por luz, POLLEN1LELAT52 uno de dos elementos reguladores co dependientes 

para la activación específica en polen del gen Lat52 en tomate, ROOTMOTIFTAPOX1, por 

último, SEF4MOTIFGM7S sitio de unión para el factor SEF4.  
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La caja CAAT situada a -97, corriente arriba de la caja TATA en el gen legA de leguminosa, 

es responsable de la actividad tejido específico (Shirsat et al., 1989). El gen codifica para la 

proteína mas importante de almacenamiento en la semilla. Estas proteínas son usadas como 

fuente de nitrógeno en plántulas en desarrollo, existen dos clases principales de proteínas de 

almacenamiento en la semilla de la leguminosa; 11 S leguminas y 7 S vicilinas, la síntesis de 

estas proteínas empieza en la mitad del desarrollo de la semilla hasta que comprende del 60%-

80% de la proteína en la semilla madura (Shirsat et al., 1989). La caja CAAT del gen de 

At4g12640 está en -81 del promotor, para P0450E05.35 de arroz se localiza a -150 del 

promotor y en OJ1381_H04.27 va en las inmediaciones del inicio de la transcripción. 

 

 El factor transcripcional Dof se presenta únicamente en plantas y presentan un dominio de 52 

residuos de aa altamente conservado de unión para la secuencia de reconocimiento AAAG; se 

ha propuesto que el objetivo del activador transcripcional Dof1 de maíz podría ser el promotor 

del gen fosfoenolpiruvato carboxilasa tipo C4 (C4PEPC), aún mas, la proteína Dof específica 

de endospermo de maíz, PBF, se une a la caja cis prolamina responsable de la expresión 

génica específica para endospermo del gen zeina. También, PBF puede interactuar con la 

proteína O2 (del tipo bZIP, basic leucine zipper) regulador de la expresión en endospermo, 

indicando que puede ser un regulador transcripcional para la expresión de genes en 

endospermo (Yanagisawa y Schmidt, 1999). En los promotores de los genes At4g12640 y 

OJ1381_H04.27, la secuencia AAAG se encuentra en la misma posición -32 y a -70 del gen 

P0450E05.35, en el caso de C4PEPC se haya cerca del sitio de inicio de la transcripción. 

Aludiendo que, las proteínas de arroz y de thaliana podrían estar incluidas en una variedad de 

respuestas a señales y/o la expresión génica tejido específico en semilla. El gen β-conglicinina 

subunidad-α’ codifica para la subunidad α’ de la proteína de almacenamiento de semilla en 

soja β-conglicinina compuesta de tres subunidades; α, α’ y β, las proteínas son expresadas por 

genes separados y expresados exclusivamente en diferentes tiempos de la maduración de la 

semilla, la secuencia RTTTTTR se ha encontrado en la posición -105 del gen β-conglicinina 

subunidad-α’, con función potenciadora de la transcripción específica en semilla, éste 

elemento de secuencia une al factor nuclear SF4 que probablemente sea un proteína activadora 

de la transcripción (Allen et al.,1989). Casualmente, la secuencia GTTTTTG en el gen 

OJ1381_H04.27 de arroz está en -245 del promotor y en At4g12640 a -360 en el promotor. 
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El gen OsWRKY71 sintetiza un represor transcripcional que puede inhibir la transducción de 

señales en respuesta a la hormona giberelina mediante la unión a la secuencia TGAC en genes 

de respuesta a la hormona giberelina (GA) como Amy32b (α-amilasa) o α-Amy2 en células de 

aleurona de la semilla de arroz, al mismo tiempo se propone que OsWRKY71 interfiera con 

la interacción del activador DOF y GAMYB. La unión del represor OsWRKY71 a los 

elementos actuantes cis del promotor, podría atenuar la expresión génica al interaccionar con 

los dominios de activación de los activadores transcripcionales y bloquear el contacto con 

maquinaria basal de transcripción o competir por los componentes de la maquinaria 

transcripcional (Zhang et al., 2004). 

 

El tetramero YACT es un componente clave del módulo Mem1 (mesophill expression 

module) para la expresión específica en mesófilo del promotor del gen fosfoenolpiruvato 

carboxilasa, ppcA1, isoforma C4 de Flaveria trinervia, la secuencia T/CACT se encuentra en 

la parte distal del promotor esto decir a -1950 pb del promotortr (Gowik et al., 2004). 

Encontrado tanto en los promotores de los genes de arroz como de thaliana, aunque no en la 

posición de Flaveria trinervia.  

 

El elemento GATA en el promotor de genes cab es requerido para la activad génica en 

respuesta a luz (Gilmartin et al., 1990). Experimentos realizados en tabaco descubrieron al 

factor nuclear ASF-2 al unirse al motivo GATA, asimismo que per se no es suficiente para 

conferir respuesta a luz en genes Cab y rbcS, sino que incluso es probable que el factor ASF-2 

medie una expresión hoja específica de igual forma ya que no hay actividad de unión en 

extractos de raíz (Lam y Chua, 1989). En los genes de A. thaliana At4g12640 y arroz índica 

OJ1381_H04.27 existen varios de estos elementos GATA, habiendo uno en -91 y -95 de sus 

respectivos promotores, comúnmente encontrados hasta la posición -150 de los genes cab, así 

como en el promotor de 35S CaMV (Lam y Chua, 1989). 

 

Una característica común de todos los elementos GT es una secuencia consenso amplia (G/T-

A/T-GTG-R-W-AA-W-R-A/T) rica en los nucleótidos T y A más que G y T, las secuencias 

flanqueantes pueden ser diferentes. Existen proteínas GT-1 y GT-2 con motivos tri-

helicoidales de unión a ADN únicos de plantas, los cuales reconocen elementos degenerados 
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de GT. GT-1 puede estabilizar el complejo TFIIA-TBP sobre el ADN a través de la 

interacción de TFIIA, funcionando como un co–activador que se une a GT-1 (Le Gourrierec et 

al., 1999). Puede haber diferentes proteínas GT con diferentes funciones específicas, como 

para el gen de guisante rbcs-3A se registrado que el sitio de unión identificado como Box II 

(GGTTAA) juega un rol importante en la transcripción regulada por luz (Green et al., 1987). 

Otros elementos cis de unión a GT han sido implicados en la expresión tejido específico como 

en la expresión en polen del gen lat52, relacionados en la defensa (sitio de unión SBF-1 en el 

gen chs15 de soja), y control del ciclo circadiano (sitio CGF en cab2) (Villan et al., 1996). En 

el presente trabajo se encontró que en ambos genes de A. thaliana At4g12640 y O. sativa  ssp. 

índica OJ1381_H04.27 existe los elementos de unión al factor GT-1 como GAAAAA 

(GRWAAW). La caja GAAAAA en los genes Spen ortólogos OJ1381_H04.27 y Atg12640 se 

encuentran repetidos y distribuidos, lo que sugiere una función redundante y reguladora de la 

transcripción por luz como la del gen de guisante rbcS-3A (Green et al., 1987). 

 

De forma similar, en los promotores de OJ1381_H04.27 y At4g12640 que en el promotor del 

gen RBCS de thaliana y tomate el elemento I Box, GATAAG, es una secuencia necesaria y 

suficiente para la unión de GBF (G Box binding factor) distinta del motivo GT de unión para 

GT-1, encontrada corriente abajo o 3’ de alguna de las secuencias redundantes para unión a 

GT-1; teorizando una acción recíproca física entre GBF y GT-1. Elevados niveles de actividad 

de unión de GBF fueron detectados en las hojas y el tallo mientras que una baja actividad se 

encontró en raíz (Giuliano et al., 1988). La secuencia I box es funcional para la expresión 

regulada por luz y tejido específico del promotor de rbcS-1A de A. thaliana, específicamente 

es sitio de unión del factor GA-1 (Donald RGK y Cashmore AR, 1990). Implicando la 

significancia funcional de I Box en los genes de arroz y A. thaliana de que, diferentes 

proteínas de unión a ADN participan en la expresión regula por luz. 

 

El gen OJ1381_H04.27 contiene en la misma posición -97 del promotor que el gen g10 de 

tabaco la caja GTGA, director de la expresión específica en polen del último gen y putativo 

homologo del gen lat56 de tomate. Un número de otros genes son coordinadamente 

expresados para la utilización de la pectina en el desarrollo del polen, como genes tipo pectato 

liasa lat52, lat56 y lat59, con 54% de identidad en aminoácidos entre los últimos dos, y en su 
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promotor comparten la caja 56/59 desde -120 hasta -87 de sus promotores donde comparte la 

secuencia GTGA (Rogers et al., 2001). La secuencia GTGA de los genes g10 de tabaco y 

lat56/59 de tomate es considerada con la misma función (Rogers et al., 2001). El dato presente 

aquí revela la conservación de secuencias regulatorias a través de las especies para los genes 

homólogos, hemos descubierto que el motivo GTGA, presente en la caja LAT56/59 de los 

genes de tomate lat56/59 como en el homólogo de tabaco g10, justamente se emplaza a -62 

del promotor en At4g12640 y a -125 del  promotor de P0450E05.35 de arroz índica, indicando 

conservación en la unión a un putativo factor transcripcional. El motivo de secuencia AGAAA 

se encuentra en At4g12640 a -86 pb del promotor, en cuanto al gen de arroz índica 

OJ1381_H04.27 la secuencia está a -25 del promotor, consistentemente, el elemento AGAAA 

se halla en la posición -68 pb del promotor del gen lat52  de tomate, y es uno de dos elementos 

cis co-dependientes reguladores de la transcripción específica en polen (Twell et al., 1991). 

También en tomate, la secuencia es encontrada en el promotor del gen endo-β-manasa llamado 

LeMAN5, el cual se expresa en polen, anteras y flores abiertas, pero no en raíz, tallo, hojas y 

silicuas (Filichkin et al., 2004). 

 

Las nodulinas podrían funcionar en, y estructurar la membrana peribacteroide de las células 

infectadas, la secuencia CTCTT está presente en las nodulinas 20,22,23 y 44 alrededor de la 

posición -130 pb y alrededor de la posición -120 pb de los genes Lb (Sandal et al.,1987). Tal 

elemento es necesario para el control de la expresión nódulo específica (Stougaard et al., 

1990). Durante la simbiosis de soja (Bradyrhizobium japonicum) además de los genes 

leghemoglobin Lb, otros genes codificados por el hospedero son específicamente expresados 

en el nódulo, las nodulinas incluyen las formas nódulo específicas de uricasa, glutamina 

sintasa y sacarosa sintasa (Sandal et al.,1987). En el promotor de At4g12640 CTCTT yace en 

el lugar -363 y en el promotor del gen de arroz OJ1381_H04.27 yacen tres repeticiones de esa 

secuencia colocados en -177, -222 y -417 pb, en tanto que, en el otro gen de arroz 

P0450E05.35 hay 6 de repeticiones a -120, -137, -156, -205, -288 pb del promotor. Sugiriendo 

que estos elementos también estén implicados en la activación de estos genes. 

 

En otra comparación, cuatro secuencias consenso más se hallaron entre los promotores de 

At4g12640 y P0450E05.35, siendo éstas; CCAATBOX1 caja localizada en el promotor de 
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genes heat sock que actúan en cooperación con HSEs para incrementar la actividad del 

promotor hs, OSE2ROOTNODULE una de las secuencias consenso OSE (organ-especific 

elements) característico de los promotores activados de células infectadas en los nódulos de 

raíz, SITEIIATCYTC elemento “site II” encontrado en el promotor de genes nucleares, 

SORLIP2AT secuencia representada en los promotores inducidos por luz en A. thaliana. 

 

Mientras que, los genes de arroz índica, OJ1381_H04.27 y P0450E05.35, en total tienen 9 

sitios iguales en su promotor, los faltantes son; CURECORECR es el motivo principal del 

elemento en respuesta a cobre (CuRE) involucrado en la respuesta a oxigeno de estos genes de 

clamidomonas, EBOXBNNAPA regulador transcripcional de genes de almacenamiento en 

semilla, MYCCONSENSUSAT regula la transcripción de genes en el frío. 

 

VI.III. Aislamiento de diferentes versiones de tamaño del promotor del gen At4g12640 a 

partir del genoma de A. thaliana. 

 

Debido a que el gen At4g12640 descubierto mediante el sistema de tres híbridos fue de una 

biblioteca genómica de A. thaliana, se decidió aislar la región del promotor y clonarla en un 

vector para posteriores análisis in vivo. Para lo anterior, se diseñaron oligonucleótidos que 

amplificaron la región 5’ corriente arriba hasta -490 y -981 pb desde el atg de inicio de la 

traducción, la Fig. 5 muestra los productos de PCR.  

 

                          1      2     3     M                                                      M      1       2 

A                                              B  

 

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  1	
  kb	
  
	
  
500	
  pb	
  



	
  

	
   65	
  

Figura 5. Amplificación de la región promotora del gen At4g12640. Se diseñaron oligonucleótidos 

para obtener el promotor de At4g12640 usando el ADN genómico de A. thaliana como templado. La 

banda de los carriles 2 en ambas fotos son los productos de PCR de interés; en la foto A amplificación 

de 588 pb; la foto B amplificación de 1.079 kb; M es el marcador molecular.  

 

Los productos de PCR se clonaron en el vector de entrada Gateway pCR8/GW/TOPO,  Fig. 6, 

el cual tiene los sitios attL1 y attL2, que pueden recombinarse con los sitios attR1 y attR2 del 

vector binario destino que lleva los sitios LB y LR para que Agrobacterium tumefaciens 

transfiera el T-DNA durante la transformación de plantas. También fueron secuenciados los 

productos de PCR clonados para comprobar que se hayan colocado en el sentido correcto, de 

5’-3’ en relación al mismo sentido del vector. 

 

                                               1      M                                      1      M 

A                            B  

Figura 6. Clonación de las versiones del promotor del gen At4g12640 en el vector de entrada  

pCR 8/GW/TOPO. Los fragmentos generados por PCR de las versiones del promotor se clonaron en 

el sitio EcoR I del vector de entrada pCR8/GW/TOPO. Los plásmidos fueron aislados de colonias 

transformadas y cortados con EcoR I para liberar en producto de PCR clonado. En la columna 1 en la 

foto A está el fragmento de 580 pb y en B de 1.079 kb, en ambas fotos la banda superior es el vector de 

entrada lineado de 2.817 kb; M es el marcador molecular. 

 

La construcción con el vector pCR8/GW/TOPO se usó como templado para amplificar las 

versiones del promotor At4g12640 junto con los sitios de recombinación attL1 y attL2 con los 

primers M13, tales productos de PCR se usaron en la reacción de recombinación dirigida hacia 

el vector destino o binario pKGWFS7.0 (Fig 7) del sistema Gateway, el cual tiene los bordes 
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LB y LR para transferir la construcción con el gen reportero a plantas de A. thaliana. La 

reacción de recombinación se llevó acabo con el kit –LR Clonase II Enzyme Mix–. 

 

    1       2     3  4  5        M 

 
Figura 7. Recombinación entre el vector de entrada y el vector destino pKGWFS7. El 

fragmento del promotor hasta -490 pb de At4g12640 insertado en el vector pCR8/GW/TOPO 

se amplificó por PCR y se clonó al vector pKGWFS7 con el método de recombinación de 

sitios específicos del sistema Gateway. En los carriles 1-5, plasmidos extraidos de bacterias 

trasnformados con la construcción en el vector pKGWFS7 y cortados con EcoR I. Excepto en 

el carril 4, la banda media es el fragmento estudio de 588 pb liberado del vector pKGWFS7 

que es la banda superior de 12700 pb. M es marcador molecular. 

 

VI.IV. Discusión 

 

El sistema de tres híbridos se usó para encontrar una proteína que interaccionara con la región 

líder del ARNm del gen sps1 de arroz. Al carecer de una biblioteca genómica de arroz con 

fusiones de ADNc a un dominio de activación transcripcional, se utilizó una biblioteca de 

ADNc de A. thaliana. Fue posible encontrar una interacción específica del ARN líder de sps1  

con una proteína Spen codificada por el gen At4g12640. Considerando que la región líder 

tiene actividad potenciadora de la traducción tanto en sistemas in vivo en A. thaliana como in 

vitro en un sistema de extractos de germen de trigo (Martínez-Trujillo et al., 2003), se 
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consideró como una posibilidad que el efecto del líder fuese a través de la interacción de una 

proteína, como ha sido reportado para el líder del virus del mosaico del tabaco (Wells et al., 

1998). La interacción del ARN líder sps1 con tal proteína abre muchas preguntas respecto a si 

es ésta la responsable de la potenciación de la traducción y si es así ¿de qué manera lleva 

acabo este proceso?. 

 

Mediante la herramienta BLASTp de NCBI se encontraron dos proteínas Spen ortólogas de O. 

sativa ssp. índica en referencia a la proteína del gen At4g12640; una proteína con 73% de 

identidad codificada por el gen OJ1381_H04.27 y la otra proteína 40% idéntica elaborada por 

el gen P0450E05.35. Sólo se sabe de estas proteínas que por sus características Spen, en la 

parte de sus dominios RRM podrían interaccionar proteína-ARN como lo hizo la codificada 

por At4g12640 con el 5’ UTR de sps1 en el sistema de tres híbridos del presente trabajo y por 

la parte del dominio SPOC interaccionar proteína-proteína como la hace la proteína humana 

Spen SHARP al unir a SMRT, un co-represor transcripcional que recluta a la histona 

desacetilasa (HDAC) (Lin et al., 2003).  

 

La expresión tejido específica en endospermo y polen de arroz japónica del gen Spen OsRRM, 

está programada por la distribución de los elementos de secuencia o motivos actuantes en cis 

de su promotor (Shi et al.,2007). Ya que el gen OsRRM de arroz japónica es homólogo tanto 

en la secuencia codificante del gen como en promotor a OJ1381_H04.27 de arroz índica, se 

realizó una análisis comparativo del promotor de éste último de índica con el otro gen 

P0450E05.35 de índica y el ortólogo en A. thaliana At4g12640. 

 

En general, en los promotores de los genes At4g12640, OJ1381_H04.27 y P0450E05.35 se 

hallaron elementos para expresión en tejido específico de semilla, así como secuencias cis de 

unión a activadores transcripcionales específicos para genes en endospermo (como el factor 

Dof y SF4), e incluso hay un elemento de unión para un represor transcripcional que se 

expresa en aleurona; éstos resultados de la base de datos PLACE, de manera congruente, 

concuerdan con la expresión específica en endospermo del gen OsRRM reportado por Shi et al 

(2007); justamente el gen sps1 de arroz índica es capaz de dirigir una expresión tejido 

específico en escutelo y aleurona de la semilla (Chávez-Barcenas et al, 2000; Martínez-



	
  

	
   68	
  

Trujillo et al., 2004). Entendiendo que los genes At4g12640, OJ1381_H04.27 y P0450E05.35 

podrían estar involucrados en la regulación del desarrollo embrionario durante la germinación. 

Del mismo modo como lo hizo en el sistema de tres híbridos con el 5’ UTR de sps1 de arroz 

índica, la proteína Spen codificada por el gen At4g12640 por su parte RRM N-terminal podría 

interactuar con el 5’ UTR de SPS de A. thaliana en la traducción al momento de la 

germinación del embrión dentro de la semilla, dejando el dominio SPOC libre para interactuar 

con otra proteína y potenciar la traducción o conducir a algún otro evento de regulación. De 

manera similar, los genes de arroz índica OJ1381_H04.27 y P0450E05.35 como igual sus 

homólogos de arroz japónica OsRRM y Os09g0516300 también podrían interaccionar 

respectivamente con el ARNm 5’ UTR sps1 y su homólogo osSPS1 en arroz japónica durante 

la traducción. Es decir que, éstas proteínas pueden estar implicadas en la regulación post-

transcripcional o procesamiento de RNA de genes necesarios para la germinación de la 

semilla. 

 

Es interesante que, los genes At4g12640, OJ1381_H04.27 y P0450E05.35 también tienen 

secuencias para expresión específica en polen y flor, además de otros elementos como de 

respuesta a luz y expresión específica en tejido mesófilo. Elementos cis similares se ubican en 

el promotor de sps1 con expresión específica en polen y tejido mesófilo (Chávez-Barcenas et 

al, 2000; Martínez-Trujillo et al., 2004), aunado que OsRRM también contiene secuencias que 

le dan la capacidad de expresarse en polen (Shi et al., 2007). Lo anterior hace que los 

elementos funcionales cis de los promotores confieran expresión de las proteínas Spen de los 

genes de A. thaliana y sus ortólogos de arroz índica en los mismos órganos especializados y 

estados específicos del desarrollo de la planta en que se expresa el gen sps1 de arroz, lo que 

permitiría eventualmente la interacción del líder sps1 y la proteína Spen.  

 

Las proteínas Spen cifradas por el gen de A. thaliana como sus ortólogos de arroz índica 

puede que estén relacionadas en el procesamiento transcripcional y post-transcripcional, como 

también en la estabilidad del ARNm, degradación y regulación de la traducción de genes 

específicos expresados en la fotosíntesis de tejido mesófilo, floración y desarrollo del polen. 

Por ejemplo. La proteína nuclear Spen en A. thaliana FPA participa en el control del tiempo 

de floración, regulando la escisión alternativa del RNA y poliadenilación; es probable que 
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FPA mediante la selección del sitio poli(A) proximal en el FPA pre-RNAm auto-regule 

negativamente la expresión, resultando en la perdida del codón de alto de RNA y codificando 

para solo el primer RRM de FPA. La función de FPA es redundante con FCA, otra proteína 

específica de unión a ARN en planta que controla el tiempo de floración y silenciamiento de 

ARN, físicamente interactúa con FY para controlar la expresión de FLC. FY es un factor 

conservado de procesamiento del ARN 3’ (Hornyik et al. 2010). Por lo tanto, la versatilidad de 

las proteínas Spen sobre la unión de los dominios RRM y SPOC hacia sus cognados es grande 

ya que participan en diferentes mecanismo moleculares requeridos en un espacio-tiempo 

especial del desarrollo de la planta, mismamente lo demuestra la presencia de proteínas Spen 

en desiguales etapas del desarrollo de la planta y estructuras reproductivas, como lo son la 

semilla y polen. 

 

Se decidió demostrar in vivo que el gen descubierto At4g12640 es capaz de dirigir una 

expresión tejido específico en endospermo, polen y tejido mesófilo, tal como lo sugieren los 

motivos del promotor encontrados por la base de datos PLACE. Por lo que, se hicieron dos 

construcciones usando productos de PCR en dirección 5´ de -490 pb y -981 pb desde el atg de 

inicio de la traducción de At4g12640. En este trabajo se clonó la amplificación del promotor 

hasta -490 despues del atg de inicio de la traducción, en el vector destino pKGWFS7 del 

sistema Gateway. Con la construcción anterior se transformarán plantas de A. thaliana vía 

Agrobacterium tumefaciens, lo cual se está realizando en el laboratorio para un trabajo 

posterior de tesis. Teorizando que los genes reporteros se expresarán en la planta, acorde a los 

motivos del promotor hallados en los análisis informáticos. 
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At4g12640 
Web Signal Scan Program 
 
Database Searched: PLACE 
 
This is the sequence you submitted  
>../../tmp/sigscan//signalseq.12284  [Unknown form], 500 bases, CB734C5B 
checksum. 
GAAACATGACGAGCAGATCTACGGAGAGGAGTGTGAGTTTCTGGGGTTTG 
AGGAGTGTGTGAGGTTGAAGATGGAGATAGATACGATTTGCGATAGATGT 
TAGACGGAGTTTTGGTTGGGGATTTGAAGGTTTTTGCTCTTGGAGTTGAA 
GCCATTGATGGTGTAAGCTAGGGTTTTTCTGGGTGAAGAATGAAGAGTGA 
ATGAAGAGGAAGAAGAAGACGATGATGATGATGAAGAAGGAGGTAGAGAG 
AGAAAGTTGGCGGGAAAAGGTGGCGGACACTTCTTCTTCTTCGCATCAGA 
CAAGAGTTTGCGAGAAAAGGGTTTAACTTTGGGCCGAATATTGGGCTTAT 
TAACCCAACTCATCACTTTAGGTTTATCCAAATTAATCATAACATTTTGG 
GCCGATTTGATAAGAAATCAATAATATAGGTCCTTTTGTGAAAGAAAAAA 
AAAAAAACGAAGAGCACAAAGTGAAATGGGGAATTGTTTTTTGTAGAGCC 
 
RESULTS OF YOUR SIGNAL SCAN SEARCH REQUEST 
  
../../tmp/sigscan//signaldone.12284:  500 base pairs 
Signal database file: user.dat 
 
 (+) = Current Strand 
 (-) = Opposite Strand 
 
 
 
1      GAAACATGACGAGCAGATCTACGGAGAGGAGTGTGAGTTTCTGGGGTTTG 
            (+)ASF1MOTIFCAMV S000024 
            (+)WRKY71OS S000447 
                                   (-)CACTFTPPCA1 S000449 
                                      (+)GTGANTG10 S000378 
                                        (+)EECCRCAH1 S000494 
                                           (-)POLLEN1LELAT52 S000245 
 
51     AGGAGTGTGTGAGGTTGAAGATGGAGATAGATACGATTTGCGATAGATGT 
         (-)CACTFTPPCA1 S000449 
              (+)GTGANTG10 S000378 
                               (+)GATABOX S000039 
                                   (+)GATABOX S000039 
                                       (+)ARR1AT S000454 
                                        (+)EECCRCAH1 S000494 
                                             (+)PRECONSCRHSP70A S000506 
                                             (+)PRECONSCRHSP70A S000506 
                                               (+)GATABOX S000039 
 
101    TAGACGGAGTTTTGGTTGGGGATTTGAAGGTTTTTGCTCTTGGAGTTGAA 
                 (-)REALPHALGLHCB21 S000362 
                   (-)MYBPZM S000179 
                         (+)ARR1AT S000454 
                                   (+)SEF4MOTIFGM7S S000103 
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                                          (+)NODCON2GM S000462 
                                          (+)OSE2ROOTNODULE S000468 
                                                (-)CAREOSREP1 S000421 
 
151    GCCATTGATGGTGTAAGCTAGGGTTTTTCTGGGTGAAGAATGAAGAGTGA 
         (-)CAATBOX1 S000028 
                        (-)UP2ATMSD S000472 
                             (-)GT1CONSENSUS S000198 
                             (-)GT1GMSCAM4 S000453 
                               (-)POLLEN1LELAT52 S000245 
                                      (+)GTGANTG10 S000378 
                                          (-)INRNTPSADB S000395 
                                                (-)NODCON2GM S000462 
                                                (-)OSE2ROOTNODULE 
S000468 
                                                 (-)INRNTPSADB S000395 
                                                   (-)CACTFTPPCA1 
S000449 
                                                    (+)GTGANTG10 S000378 
 
201    ATGAAGAGGAAGAAGAAGACGATGATGATGATGAAGAAGGAGGTAGAGAG 
         (-)NODCON2GM S000462 
         (-)OSE2ROOTNODULE S000468 
                                                  (-)CTRMCAMV35S S000460 
 
251    AGAAAGTTGGCGGGAAAAGGTGGCGGACACTTCTTCTTCTTCGCATCAGA 
      (+)POLLEN1LELAT52 S000245 
        (+)DOFCOREZM S000265 
              (-)E2FAT S000417 
               (+)E2F1OSPCNA S000396 
               (-)E2FANTRNR S000366 
               (-)E2FCONSENSUS S000476 
                  (+)GT1CONSENSUS S000198 
                    (-)PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A S000259 
                     (+)DOFCOREZM S000265 
                         (-)SORLIP1AT S000482 
                                 (+)CACTFTPPCA1 S000449 
 
301    CAAGAGTTTGCGAGAAAAGGGTTTAACTTTGGGCCGAATATTGGGCTTAT 
       (-)NODCON2GM S000462 
       (-)OSE2ROOTNODULE S000468 
                  (+)POLLEN1LELAT52 S000245 
                    (-)PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A S000259 
                     (+)DOFCOREZM S000265 
                               (+)TBOXATGAPB S000383 
                                (-)DOFCOREZM S000265 
                                   (+)SITEIIATCYTC S000474 
                                    (+)SORLIP2AT S000483 
                                        (-)-10PEHVPSBD S000392 
                                          (-)ROOTMOTIFTAPOX1 S000098 
                                           (+)ROOTMOTIFTAPOX1 S000098 
                                             (-)CAATBOX1 S000028 
                                             (-)CCAATBOX1 S000030 
                                               (+)SITEIIATCYTC S000474 
                                                       (-)GT1CORE 
S000125 
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351    TAACCCAACTCATCACTTTAGGTTTATCCAAATTAATCATAACATTTTGG 
       (+)SEF3MOTIFGM S000115 
           (+)CAREOSREP1 S000421 
             (+)PREATPRODH S000450 
               (+)ANAERO3CONSENSUS S000479 
                  (-)GTGANTG10 S000378 
                   (+)CACTFTPPCA1 S000449 
                    (+)NTBBF1ARROLB S000273 
                     (-)DOFCOREZM S000265 
                     (-)TAAAGSTKST1 S000387 
                            (-)GT1CONSENSUS S000198 
                             (+)SREATMSD S000470 
                             (-)IBOXCORE S000199 
                              (+)TATCCAOSAMY S000403 
                              (-)GATABOX S000039 
                              (-)MYBST1 S000180 
                                  (+)CIACADIANLELHC S000252 
                                        (-)ARR1AT S000454 
                                                  (-)UP1ATMSD S000471 
                                                     (+)SITEIIATCYTC 
S000474 
                                                      (+)SORLIP2AT 
S000483 
 
401    GCCGATTTGATAAGAAATCAATAATATAGGTCCTTTTGTGAAAGAAAAAA 
        (+)ARR1AT S000454 
              (+)GATABOX S000039 
              (+)IBOX S000124 
              (+)IBOXCORE S000199 
              (+)IBOXCORENT S000424 
                  (+)POLLEN1LELAT52 S000245 
                     (-)ARR1AT S000454 
                        (+)CAATBOX1 S000028 
                         (+)POLASIG3 S000088 
                            (-)ROOTMOTIFTAPOX1 S000098 
                                     (+)PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A S000259 
                                      (-)DOFCOREZM S000265 
                                           (+)GTGANTG10 S000378 
                                              (+)DOFCOREZM S000265 
                                                (+)POLLEN1LELAT52 
S000245 
                                                 (+)GT1CONSENSUS S000198 
                                                 (+)GT1GMSCAM4 S000453 
                                                  (-)MARTBOX S000067 
                                                   (-)MARTBOX S000067 
                                                    (-)MARTBOX S000067 
                                                     (-)MARTBOX S000067 
 
451    AAAAAAACGAAGAGCACAAAGTGAAATGGGGAATTGTTTTTTGTAGAGCC 
               (-)NODCON2GM S000462 
               (-)OSE2ROOTNODULE S000468 
                      (-)TBOXATGAPB S000383 
                       (+)DOFCOREZM S000265 
                       (-)INRNTPSADB S000395 
                         (-)CACTFTPPCA1 S000449 
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                          (+)GTGANTG10 S000378 
                                      (-)CAATBOX1 S000028 
 
501     
 
 
------------------------------------------- 
  
o If you use this program in published research, please cite:  
  - Higo, K., Y. Ugawa, M. Iwamoto and T. Korenaga (1999) Plant cis-
acting  
    regulatory DNA elements (PLACE) database:1999. Nucleic Acids 
Research  
    Vol.27 No.1 pp. 297-300.  
  - Prestridge, D.S. (1991) SIGNAL SCAN: A computer program that scans 
DNA  
    sequences for eukaryotic transcriptional elements. CABIOS 7, 203-
206.  
 

OsI_30787 

 
Web Signal Scan Program 
 
Database Searched: PLACE 
 
This is the sequence you submitted  
>../../tmp/sigscan//signalseq.11808  [Unknown form], 502 bases, 3BF0E985 
checksum. 
ggtatgaacaaattccagtcgtccgatgctgccaaatcgatggccatgat 
ttggtaccgcatgccctcaaggatggtaaaaaatctctttctataatatt 
agcatgcatgcgcttaactccaaaatatatggatggatatattctaagtt 
ttataaatatgatagatagaaatgttgaaatattgtggaaatggtgttgg 
tttgtagtattcaataaatcgtactctcttcatctcaaaacataaaaagt 
ttttgttgaatgtgacacattctagtactacgaatctggataaactagta 
tgtgtttcatgtaatcaaaactctttatattttgagatagatggagtata 
gatatgatattgtaagcttataagatttgatatgcattaattattgtcca 
gtgataagccatgcttgcatccattttctcggcaaacgaaaaaaaacacg 
gaagggaaaaatagtaaagggcagcaagaaaaaaaatggaaaaacaattg 
ca 
 
RESULTS OF YOUR SIGNAL SCAN SEARCH REQUEST 
  
../../tmp/sigscan//signaldone.11808:  502 base pairs 
Signal database file: user.dat 
 
 (+) = Current Strand 
 (-) = Opposite Strand 
 
 
 
1      GGTATGAACAAATTCCAGTCGTCCGATGCTGCCAAATCGATGGCCATGAT 
                                        (-)ARR1AT S000454 
                                                    (+)ARR1AT S000454 
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51     TTGGTACCGCATGCCCTCAAGGATGGTAAAAAATCTCTTTCTATAATATT 
         (+)CURECORECR S000493 
         (-)CURECORECR S000493 
                          (-)BOXLCOREDCPAL S000492 
                            (+)S1FBOXSORPS1L21 S000223 
                              (+)GT1CONSENSUS S000198 
                                  (+)CCA1ATLHCB1 S000149 
                                     (-)ARR1AT S000454 
                                        (+)NODCON2GM S000462 
                                        (+)OSE2ROOTNODULE S000468 
                                          (-)DOFCOREZM S000265 
                                           (-)POLLEN1LELAT52 S000245 
                                            (-)BOXIINTPATPB S000296 
                                                  (-)ROOTMOTIFTAPOX1 
S000098 
                                                   (+)ROOTMOTIFTAPOX1 
S000098 
                                                    (+)CPBCSPOR S000491 
 
101    AGCATGCATGCGCTTAACTCCAAAATATATGGATGGATATATTCTAAGTT 
        (+)RYREPEATBNNAPA S000264 
        (+)RYREPEATGMGY2 S000105 
        (+)RYREPEATLEGUMINBOX S000100 
        (+)RYREPEATVFLEB4 S000102 
        (-)RYREPEATVFLEB4 S000102 
         (-)RYREPEATGMGY2 S000105 
         (-)RYREPEATLEGUMINBOX S000100 
          (-)RYREPEATBNNAPA S000264 
                             (-)ROOTMOTIFTAPOX1 S000098 
                                      (-)AMYBOX2 S000021 
                                      (-)TATCCAYMOTIFOSRAMY3D S000256 
                                       (-)TATCCAOSAMY S000403 
                                        (+)MYBST1 S000180 
                                         (+)GATABOX S000039 
                                            (+)ROOTMOTIFTAPOX1 S000098 
                                             (+)-10PEHVPSBD S000392 
 
151    TTATAAATATGATAGATAGAAATGTTGAAATATTGTGGAAATGGTGTTGG 
       (+)TATABOX2 S000109 
       (-)SEF1MOTIF S000006 
           (-)ROOTMOTIFTAPOX1 S000098 
                (+)GATABOX S000039 
                    (+)GATABOX S000039 
                     (+)BOXIINTPATPB S000296 
                       (+)POLLEN1LELAT52 S000245 
                            (-)RAV1AAT S000314 
                                  (-)ROOTMOTIFTAPOX1 S000098 
                                   (+)ROOTMOTIFTAPOX1 S000098 
                                     (-)CAATBOX1 S000028 
                                          (+)GT1CONSENSUS S000198 
                                                 (-)CANBNNAPA S000148 
                                                  (-)RAV1AAT S000314 
                                                    (-)REALPHALGLHCB21 
S000362 
                                                     (-)MYB1AT S000408 
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201    TTTGTAGTATTCAATAAATCGTACTCTCTTCATCTCAAAACATAAAAAGT 
           (-)CACTFTPPCA1 S000449 
                 (+)CAATBOX1 S000028 
                  (+)POLASIG1 S000080 
                      (-)ARR1AT S000454 
                          (+)CURECORECR S000493 
                          (-)CURECORECR S000493 
                           (+)CACTFTPPCA1 S000449 
                               (+)NODCON2GM S000462 
                               (+)OSE2ROOTNODULE S000468 
                                          (-)MARARS S000064 
                                                   (+)DOFCOREZM S000265 
                                                      (+)SEF4MOTIFGM7S 
S000103 
 
251    TTTTGTTGAATGTGACACATTCTAGTACTACGAATCTGGATAAACTAGTA 
         (-)RAV1AAT S000314 
                (-)TGTCACACMCUCUMISIN S000422 
                 (+)GTGANTG10 S000378 
                  (+)WRKY71OS S000447 
                  (-)BIHD1OS S000498 
                             (-)CACTFTPPCA1 S000449 
                              (+)CURECORECR S000493 
                              (-)CURECORECR S000493 
                               (+)CACTFTPPCA1 S000449 
                                      (-)ARR1AT S000454 
                                          (-)TATCCAOSAMY S000403 
                                           (+)MYBST1 S000180 
                                           (-)SREATMSD S000470 
                                            (+)GATABOX S000039 
                                            (+)GT1CONSENSUS S000198 
                                            (+)IBOXCORE S000199 
                                                    (-)CACTFTPPCA1 
S000449 
 
301    TGTGTTTCATGTAATCAAAACTCTTTATATTTTGAGATAGATGGAGTATA 
                  (-)ARR1AT S000454 
                          (+)NODCON2GM S000462 
                          (+)OSE2ROOTNODULE S000468 
                            (-)DOFCOREZM S000265 
                            (-)TAAAGSTKST1 S000387 
                                (+)ROOTMOTIFTAPOX1 S000098 
                                         (+)GATABOX S000039 
                                                  (-)CACTFTPPCA1 S000449 
 
351    GATATGATATTGTAAGCTTATAAGATTTGATATGCATTAATTATTGTCCA 
      (+)GATABOX S000039 
           (+)GATABOX S000039 
            (+)ROOTMOTIFTAPOX1 S000098 
              (-)CAATBOX1 S000028 
                            (+)ARR1AT S000454 
                                  (+)GATABOX S000039 
                                             (-)POLASIG3 S000088 
                                                (-)CAATBOX1 S000028 
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                                                       (-)CACTFTPPCA1 
S000449 
 
401    GTGATAAGCCATGCTTGCATCCATTTTCTCGGCAAACGAAAAAAAACACG 
      (+)GTGANTG10 S000378 
        (+)GATABOX S000039 
        (+)IBOX S000124 
        (+)IBOXCORE S000199 
                            (-)GT1CONSENSUS S000198 
                              (-)POLLEN1LELAT52 S000245 
                                           (+)GT1CONSENSUS S000198 
                                           (+)GT1GMSCAM4 S000453 
 
451    GAAGGGAAAAATAGTAAAGGGCAGCAAGAAAAAAAATGGAAAAACAATTG 
          (+)GT1CONSENSUS S000198 
           (+)GT1CONSENSUS S000198 
           (+)GT1GMSCAM4 S000453 
               (-)SP8BFIBSP8BIB S000184 
                  (-)CACTFTPPCA1 S000449 
                    (+)TAAAGSTKST1 S000387 
                     (+)DOFCOREZM S000265 
                                (+)POLLEN1LELAT52 S000245 
                                 (+)GT1CONSENSUS S000198 
                                 (+)GT1GMSCAM4 S000453 
                                           (+)GT1CONSENSUS S000198 
                                            (+)GT1CONSENSUS S000198 
                                            (+)GT1GMSCAM4 S000453 
                                                  (+)CAATBOX1 S000028 
                                                  (+)EBOXBNNAPA S000144 
                                                  (+)MYCCONSENSUSAT 
S000407 
                                                  (-)EBOXBNNAPA S000144 
                                                  (-)MYCCONSENSUSAT 
S000407 
                                                    (-)CAATBOX1 S000028 
 
501    CA 
 
 
------------------------------------------- 
  
o If you use this program in published research, please cite:  
  - Higo, K., Y. Ugawa, M. Iwamoto and T. Korenaga (1999) Plant cis-
acting  
    regulatory DNA elements (PLACE) database:1999. Nucleic Acids 
Research  
    Vol.27 No.1 pp. 297-300.  
  - Prestridge, D.S. (1991) SIGNAL SCAN: A computer program that scans 
DNA  
    sequences for eukaryotic transcriptional elements. CABIOS 7, 203-
206.  
 
 

 



	
  

	
   89	
  

OsI_32043 

 
Web Signal Scan Program 
 
Database Searched: PLACE 
 
This is the sequence you submitted  
>../../tmp/sigscan//signalseq.11602  [Unknown form], 506 bases, 4C4B5FCA 
checksum. 
ttgtgactagtgagagcaagtttaatagtgtagccaactactatctcaaa 
atcacctatagtcaacataatagccaattcatataatagttatatataaa 
catatagtacactattaatacatgaatacatatcatacaaacattgtgtt 
ttggagtccgtgctataactggctataaatttatagcccgctgcttttct 
ctctactcttttatcttctcgacatgtgtttatcttctcttatagtctgc 
tacagtacctgcttgccagtgatgctgttcctggccctctctttccacag 
aacggcctataaggatcaaaaagccctatgccagtttctcttgtttcaat 
ctgggcctcttcccttgtcttttactcttcctcaagcccggcctgctaaa 
tgccgtgttgctcccgccacgtaaccggaaagcatcgctcgaaccctcct 
aggccgccgtgccccacacgtcatatactcagcccgatcccgcccggctt 
gtctca 
 
RESULTS OF YOUR SIGNAL SCAN SEARCH REQUEST 
  
../../tmp/sigscan//signaldone.11602:  506 base pairs 
Signal database file: user.dat 
 
 (+) = Current Strand 
 (-) = Opposite Strand 
 
 
 
1      TTGTGACTAGTGAGAGCAAGTTTAATAGTGTAGCCAACTACTATCTCAAA 
        (+)GTGANTG10 S000378 
         (+)WBOXHVISO1 S000442 
         (+)WBOXNTERF3 S000457 
         (+)WRKY71OS S000447 
              (-)CACTFTPPCA1 S000449 
               (+)GTGANTG10 S000378 
                                (-)CACTFTPPCA1 S000449 
                                            (+)CACTFTPPCA1 S000449 
                                               (-)GATABOX S000039 
                                                       (-)ARR1AT S000454 
 
51     ATCACCTATAGTCAACATAATAGCCAATTCATATAATAGTTATATATAAA 
       (-)GTGANTG10 S000378 
               (-)WBOXHVISO1 S000442 
               (-)WBOXNTERF3 S000457 
                (-)WBOXATNPR1 S000390 
                (-)WRKY71OS S000447 
                  (+)RAV1AAT S000314 
                             (+)CCAATBOX1 S000030 
                              (+)CAATBOX1 S000028 
                                   (+)CARGCW8GAT S000431 
                                   (-)CARGCW8GAT S000431 
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                                             (-)TATABOX4 S000111 
                                                (+)TATABOX4 S000111 
                                                (-)TATAPVTRNALEU S000340 
 
101    CATATAGTACACTATTAATACATGAATACATATCATACAAACATTGTGTT 
           (-)CACTFTPPCA1 S000449 
            (+)CURECORECR S000493 
            (-)CURECORECR S000493 
               (+)CACTFTPPCA1 S000449 
                  (+)TATABOX3 S000110 
                   (-)TATABOX3 S000110 
                            (-)-10PEHVPSBD S000392 
                                    (-)GATABOX S000039 
                                                (-)CAATBOX1 S000028 
 
151    TTGGAGTCCGTGCTATAACTGGCTATAAATTTATAGCCCGCTGCTTTTCT 
                     (+)MYB2AT S000177 
                     (+)MYB2CONSENSUSAT S000409 
                     (-)MYBCORE S000176 
                             (+)TATABOX2 S000109 
                                  (-)TATABOX2 S000109 
                                          (-)BS1EGCCR S000352 
                                             (-)ANAERO2CONSENSUS S000478 
                                                 (-)DOFCOREZM S000265 
                                                   (-)POLLEN1LELAT52 
S000245 
 
201    CTCTACTCTTTTATCTTCTCGACATGTGTTTATCTTCTCTTATAGTCTGC 
         (+)CACTFTPPCA1 S000449 
           (+)NODCON2GM S000462 
           (+)OSE2ROOTNODULE S000468 
             (-)DOFCOREZM S000265 
               (-)GT1CONSENSUS S000198 
                (-)IBOXCORE S000199 
                 (-)GATABOX S000039 
                            (+)EBOXBNNAPA S000144 
                            (+)MYCATERD1 S000413 
                            (+)MYCCONSENSUSAT S000407 
                            (-)DPBFCOREDCDC3 S000292 
                            (-)EBOXBNNAPA S000144 
                            (-)MYCATRD22 S000174 
                            (-)MYCCONSENSUSAT S000407 
                                  (-)GT1CONSENSUS S000198 
                                   (-)IBOXCORE S000199 
                                    (-)GATABOX S000039 
                                          (+)NODCON2GM S000462 
                                          (+)OSE2ROOTNODULE S000468 
 
251    TACAGTACCTGCTTGCCAGTGATGCTGTTCCTGGCCCTCTCTTTCCACAG 
         (-)CACTFTPPCA1 S000449 
          (+)CURECORECR S000493 
          (-)CURECORECR S000493 
                       (-)CACTFTPPCA1 S000449 
                        (+)GTGANTG10 S000378 
                                      (-)SORLIP2AT S000483 
                                            (+)NODCON2GM S000462 
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                                            (+)OSE2ROOTNODULE S000468 
                                              (-)DOFCOREZM S000265 
                                              (-)SV40COREENHAN S000123 
 
301    AACGGCCTATAAGGATCAAAAAGCCCTATGCCAGTTTCTCTTGTTTCAAT 
      (+)MYBCOREATCYCB1 S000502 
                         (+)DOFCOREZM S000265 
                                        (-)POLLEN1LELAT52 S000245 
                                           (+)NODCON2GM S000462 
                                           (+)OSE2ROOTNODULE S000468 
                                                  (+)INRNTPSADB S000395 
                                                    (+)CAATBOX1 S000028 
                                                     (-)ARR1AT S000454 
 
351    CTGGGCCTCTTCCCTTGTCTTTTACTCTTCCTCAAGCCCGGCCTGCTAAA 
       (+)SITEIIATCYTC S000474 
        (+)SORLIP2AT S000483 
            (+)NODCON2GM S000462 
            (+)OSE2ROOTNODULE S000468 
                        (-)DOFCOREZM S000265 
                            (+)CACTFTPPCA1 S000449 
                              (+)NODCON2GM S000462 
                              (+)OSE2ROOTNODULE S000468 
 
401    TGCCGTGTTGCTCCCGCCACGTAACCGGAAAGCATCGCTCGAACCCTCCT 
        (+)UPRMOTIFIIAT S000426 
           (-)RAV1AAT S000314 
                     (+)SORLIP1AT S000482 
                     (-)ABREATCONSENSUS S000406 
                     (-)ACGTABREMOTIFA2OSEM S000394 
                     (-)BOXIIPCCHS S000229 
                       (-)ABRELATERD1 S000414 
                        (+)ACGTATERD1 S000415 
                        (-)ACGTATERD1 S000415 
                           (-)MYBCORE S000176 
                                  (+)DOFCOREZM S000265 
 
451    AGGCCGCCGTGCCCCACACGTCATATACTCAGCCCGATCCCGCCCGGCTT 
        (+)GCCCORE S000430 
                      (-)ABRELATERD1 S000414 
                       (+)ACGTATERD1 S000415 
                       (+)HEXMOTIFTAH3H4 S000053 
                       (-)ACGTATERD1 S000415 
                       (-)TGACGTVMAMY S000377 
                        (-)ASF1MOTIFCAMV S000024 
                         (-)WRKY71OS S000447 
                               (+)CACTFTPPCA1 S000449 
                                                      (+)SEBFCONSSTPR10A 
S000391 
                                                       (+)ARFAT S000270 
 
501    GTCTCA 
      (-)SURECOREATSULTR11 S000499 
 
 
------------------------------------------- 
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o If you use this program in published research, please cite:  
  - Higo, K., Y. Ugawa, M. Iwamoto and T. Korenaga (1999) Plant cis-
acting  
    regulatory DNA elements (PLACE) database:1999. Nucleic Acids 
Research  
    Vol.27 No.1 pp. 297-300.  
  - Prestridge, D.S. (1991) SIGNAL SCAN: A computer program that scans 
DNA  
    sequences for eukaryotic transcriptional elements. CABIOS 7, 203-
206.  
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