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AAT i aspartato aminothansferasa
AMP,ADP y ATP ...... adenosin mono, di y trifosfato
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INTRODUCCION

La Fotosintesis es el proceso mediante el cual Las --
plantas superiones elaboran materia ongdnica a partin de COZ atmos fénico,pa
ha Lo cual necesitan: agua, cloroplastos y energia solarn, produciendo canbo
hidratos y oxigeno. Ciento tipo de bacterias, algas y plantas superiones, -
capturan La enengla directamente de Las nadiaciones solarnes a trhavés de Los
pigmentos que contienen Los cloroplastos y producen consecuentemente el ma-
terdial alimenticio; mientras que Los animales obtienen su energia a parntin-
del alimento vegetal, por Lo que La Fotosintesis es esencial para mantener
ftodas Las fonmas de vida en La tiernra.

EL fendmeno de La Fotosintesis puede sern dividido en -

dos pasos:

I) Reacciones dependientes de La Luz Fig. (1A), Las -
cuales Lnvolucran La §otblisis del agua con evolucién de oxigeno, trhanspor-
te de electrones, neduccibn de NADP y fa sintesis de ATP; todos Los proce--
5045 anterniones se LLevan a cabo en Las membranas de Los tilacoides con La -
participacion en serie de RLos fotosistemas 1 y I1.

IT) Reacciones oscuras Fig. (1B) Las cuales se inician
con La fijacin de CO, y Zerménan con La consecuente reduccibn a carbohidra
tos en varios pasos del Ciclo de Calvin-Benson Fig. (1B). Estas neacciones-

se LLevan a cabo en el estroma o matrniz del cloroplasto.
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Durante La Fofosintesis se nealizan reacciones de Gxi-
do-reduccibn, mediante Las cuales, cuatro electrones procedentes de fotdli-
545 del agua, son transferidos a una molécula de COZ a través de acarreado-
nes especificos de electrones, con La consecuente sintesis de carnbohidratos
Y evolucibn de oxigeno. EL potencial de Gxido-neduccibn E0’ de La parefa -
agua Joxigeno es de +0.§ V usando como referencia el pan H/H cuyo valon es
de +0.4 V. En el caso del pan COz/canbohidnatoé es de -0.4 V, Lo cual da co
mo resultado una diferencia de potencial de +1.2 V por electnbn transferido.
En consecuencia, porn cada cuatro electrones del agua, transferidos al CO, ,

se absorven aproximadamente 110 Keak /mol de enengia solar.

Con Las investigaciones necientes sobre La estructura
y metabolismo del aparato fotosintético en plantas superionres, se han podi-

do diferencian trhes grupos princdpales:

(1) Las plantas C-3 , LLamadas asi porque el primern --
producto detectado al incorporarn C0, es una molécula de tres dtomos de car-
bono, el dcide-3-fosfoglicérico, que actda como primern metabolite del Ci--
clo de Calvin-Benson.Fig. 1b .

Simultdneamente a La via anterior, ocwire un proceso--
oxddativo del otno primen producte de La Fotosintesis, el deido fosfoglic-
Lico que se degrada a COZ en el procesc conocdido como Foto-respinacibn (1)
Fig. (2). Estas caracteristicas C-3 La presentan entre otras, La mayoria de

Las plantas agricolas como §rifol, thigo,arnoz, espinaca, tabaco,jitomate.

(2) EL segundo grupo, son Las plantas C-4 que dan como



pruimen producto, un deddo dicarboxilico de 4 dtomos de carbono Fig. (3) -
el deldo oxaloacético; dependiendo de La especie, pasa inmediatamente a -
deido milico o aspdntico. La via metabblica de este proceso se conoce co-
mo VIA DE LOS ACIDOS DICARBOXILICOS C-4 6 VIA DE HATCH-SLACK KORTSCHAK -
(2). En este grupo es donde se encuentran plantas agricolas con alta capa
cidad productiva, en nelacidn con Las plantas C-3. Ejemplos de plantas -
C-4 son: Malz, songo, caia de azicar, efc.. Porn estas hazones resulta An-
teresante. conocer £os mecanismos por medio de Los cuales estas plantas Lo

ghan mayor egdiciencia en productividad.

(3) EL tencen grupo, Las PLANTAS CAM, dan como pri--
men producto, moléculas de cuatrno carnbonos como en La via anterior, con -
La peculiarnidad de que el C0, Lo fijan en La noche e incorporan carbohi--
drnatos durante el dia. Esta via metabflica, fue detectada por primera vez
en Las plantas de La familia Crassulaceae y de aqul se tom6 el nombre de
La via.Fig.(4). En este grupo se encuentran Las plantas que chrecen en zo-

nas desénticas (4).

En Las plantas C-3, el Cicko de Calvin 6 Cicko de Re
duccibn de Las Pentosas-Fosfato, se inicia con La fifacibn de COZ atmos§é
nico pon La accibn enzimitica de La RuDP-carboxilasa (reacciones de carbo
x{lacibn), que usa como sustrato COZ y nibukosa-1,5-difosfato, consumien-
do el ATP y NADPH, , para formar deddo-3-§osfoglicérico (A-3PG). (5). La -
conversion de este deido a trhiosa-fosfato, La cataliza La enzima dcido-3-
gosgogliceroquinasa (rneaccibn de reduccidn). La fase de reduccibn se rea-
Liza en dos pante@: La fase de fosfornilacibn y La fase de convernsidn como

se observa en La siguiente pdgina. (5).
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Posterionmente La RuDP y el CO, son regenerados ,median
Le una senie de reacciones de fifacién en donde intervienen azdcares de 5,6,

y 7 carnbones (6). Porn dltimo se sintetizan Los productos finales: carbohi--
drnatos, deidos grasos, aminodeidos, grasas y deidos canboxilicos.

Es necesario notarn que @l metabolismo C-4 tiene reac--
clones adicionales a Las del Ciclo de Calvin-Benson para La sintesis de Lo
deidos dicanboxilicos. EL Co, es fijado al fosfoenolpiruvato (PEP) por La
PEP-carboxifasa en el citoplasma de Las células del mesofilo, produciendo -
makato 6 aspartato como metabolitos estables; posterionmente estos dedidos,-
son thanspontados a Los cloroplastos de La vaina vascular, donde son descar
boxilados; el COZ Liberado, entra al Ciclo de Calvin-Benson, en cambio el
piwvato que es el otrno producto de La descarboxilacidn, es reghesado a fas
células del mesogilo, para entrar nuevamente a La via C-4. En el capitulo 4
La figura 30, esquematiza fodas estas neacciones mas detalladamente.

De La informacién anteriorn se puede deducin que el me-
tabolismo C-4, necesita de La participacibn del citoplasma y de La membrana
plasmdtica de La célula del mesofilo, ademds de La membrana plasmdtica y --
del clornoplasto de La célula de La vaina vascular. Por Lo tanto el conocd--
miento del trhansponte de aniones C-4 de esta via, ayudard a comprender Los
mecandismos por Los cuales Las plantas C-4 presentan una alta productividad
agnicola.

La presente monoghagia revisa Los thabafos de investi-
gacibn, nelaclonados con el transpornte de aniones en el metabolismo C-4 de
La Fotosintesdis y al mismo tiempo una discusibn sobre Los mecanismos postu-

Lados.
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G EN ERALTIDADES

APARATO FOTOSINTETICO

EL aparato fotosintético es La parte de La célula que
contiene Los componentes necesarios para £LLevar a cabo todo ef proceso de
La Fotosintesis; desde La absoncibn de Los cuantos Luminosos por Los pLg--
mentos contenidos en Los clornoplastos, hasta La sintesis ginal de carbohi-
dratos.

EL cloroplasto es el onganelo de fLa célula, que con--
tiene Las macromoléeulas enzimdticas, coenzimas, etc., necesarias-para La
Fotosintesis. Fig. (5). EL ndmero de clonoplastos porn céluwla, en Las plan-
tas superiones, varia de 1 a 100 , dependiendo de Las caracteristicas par-
ticulares de crecimiento de La planta (7) Fig. (6). Los constituyentes de-

Los cloroplastos Los podemos resumin en: Membrana y Estroma.

(I) MEMBRANA

1A) Doble membrana; cuya funcién es La de servin como
barera de permeabilidad entre el citoplasma y el estroma. Estd formada -
por Lipidos y proteinas.

1B) Sistema multilamelar; formado porn Los ghanos e -
interlamelas y es el sitio de captura de energia solarn, transporte de elec

thones, neduceibn de NADP, sintesis de ATP y almacén de magnesdo.



S

Fig. (5) CLOROPLASTO MOSTRANDO PLASTOGLOBULIS (P) EN EL ESTROMA

(S). Fotogragia al microscopio electrbnico por fijacibn

quimica (52).



s

ITI) ESTROMA

En el estroma se LLevan a cabo Las reacclones
concernientes al:

2A) Ciclo de Calvin-Benson

Y se encuentran en éL:
2B) Granos de almidén
2C) PlastoglEbuli

2D) Acidos nucleicos
2E) Pinenoides

2F) Reticulo periférico



Fig. (6) Microgotogragia electrnbnica que muestra varios cloroplastos --
en Las ctlukbas de La vaina vascular (BSC) células del mesofilo

(MC); tejido vasculan (VT); espacios abrnecs (AS) clLonoplastos-
(C); Las flechas sefiala ALos plasdodesmos. (194)



-1§-

CAPITULO 1
(I) MEMBRANA

Se sabe que para que ocwura el transporte de Lones y
metabolitos en La célula 6 en Los onganelos, es necesario La presencia de
una membrana bioLégica; pon ello, para entender el transponte de aniones-
dicanboxilicos en La Fotosintesis C-4, que es el objeto de estudio de es-

ta nevisién, se nealizé La siguiente sintesis sobre membranas.

Las membranas biokégicas han sido considenadas como-
asociaciones de Lipidos y proteinas en forma coloidal, capaces de respon-
den a diferentes condiciones metablicas y def medio ambiente. Segin el
modelo hipotético mds aceptado, La membrana estd formada por tres fases -

adyacentes: dos fases acuosas separadas por una Lipidica. (8) Fig. (75

En La fase Lipidica estdn incorporadas Las proteinas
como Lipoproteinas 6 proteolipidos, nesponsables de La especificidad fun-
cional de La membrana. Existe ademds una fase adicional constituida por -
Los carbohidratos, Los cuales parecen estan exclusivamente dirnigidos ha--
chia La fase acuosa externa (9). Las proteinas estdn Linmersas en una doble
capa Lipidica, en La cual, algunos ELipidos presentan cierta fluidez, ddn-
Le a La membrana un caracten dindmico, adn cuando Los detalles moleculares
son todavia vagos (10). Los Lipidos existen en su gran mayoria con una 0-
rientacin nowmal a La superficie acuosa, con La cabeza polar orientada -
hacia el exterion o interion de La membrana en forma de bicapa. Como Las
cadenas de deidos grasos son Liquidos a La temperatura §is{iobgica, se 0-

niginan negiones de hidrocarburo Liquido en el conazén de La fase Lipidi-
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ca (11); en Las cuales pueden disolverse moléculas apolares. Es factible-
en base a datos necientes con monocapas y Liposomas, que La fase Lipidica
no sea una sofucién Ldeal, s4ino que esté formada por regiones en Las que
se segregan diferentes clases de Lipidos y proteinas (12). Esto puede de-
berse a Las interacciones polanres entre diferentes Lipidos y proteinas, -
pero ademds, algunas clases de Lipidos pueden estarn constituidos por cade
nas de deidos grasos que son Liquidos a La temperatura fisiolégica. AsL -
puede pepsarse que en La membranas existen negiones de fLuidez variable y
5600 aquellas que son Liquidas, serfan capaces de solubilizan moLéculas -
de complejos apolares.

La presencia de Las proteinas también puede crearn re-
glones Limitrofes en Las cuales Los Lipidos no existen con una composicién
nepresentativa del promedio de Los Lipidos que contiene La membrana. Exis-
ten algunas evdidencias que sugiernen que Los Lipidos acidicos se encuentran
concentrados en La periferia de Las proteinas (13). De cualquien manera, -
estudios neclentes con diferentes membranas, sugiernen que Las profeinas o
agregados de proteinas de cientos Lipidos, son capaces de migharn en el pla
no de La membrana, como se observa en La Fig. 7 (mighacién cis) (14) y de
notan sobre un eje nonmal a La supenficie acuosa externa (15). Ademds Los
Lipidos son capaces de rotar sobre un efe equivalente y de movense en el -
plano de La membrana (16). Es posible que en este caso, Los Lipidos mighen
como una s6La molécula 6 quizas como aghegados de varnias moléculas. En el
caso de Las proteinas 6 de Los Lipidos, el contacto de ' una fase acuosa --
con La otrna (movimiento thans) parece por el momento sen menos favorecido-
cinéticamente. Sin embargo no existen datos suficientes como para tomar u-

na posicibn al respecto (8).
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FASE ACUOSA EXTERNA

REGION
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Diograma hipotético de una membrana biologica , R
proteinos, GP, glicoproteinas; GL, glicelipidos . Los fosfo-
lipidos no han sido representados. PO, representa . Protei -
na orgonizadora y CO. Carbohidrato organizador.

FACULTAD DE QUIMICA ] UNAM
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1A) Doble membrana

En Las fotografias de michoscopio electrnbnico Fig.-
(8), se muestran Los cloroplastos de Las plantas superiones, con una do-
ble membrana: La externa y La interna. La membrana interna , segln prue-
bas (17), actia como barrera de penmabilidad entre el citoplasma y el es
troma  para Los metabolitos del Ciclo de Calvin-Benson . Se sugiere que-
La membrana interna desempeiia un papel importante en La formacién de nue
vas Lamelas, aunque en estudios de auto-radi ogragia no se observa movi-
miento de marca de £a doble membrana a fa Lamefa interna cuando se susmi
nisthan precwisores de membrana,trnitiados (18). Park y Sane (19) han su-
gerddo que existe un proceso complejo de biosintesis en La membrana del-
plastidio. En necientes experimentos fechos con akgas y plantas superio
nes, Mackenden y Leech (20) sugieren que se efectda un proceso de mubti-

pasos en el ensamble de La membrana.

1B) Sistema multilamelar.

Bl sistema multilamelar es un complefo de membranas
donde se £Levan a cabo Las neacciones dependientes de La Luz y por Lo --
tanto, donde se encuentra: La clorogila, Los trhansporntadones de electro-
nes, el factor de acoplamiento, etc.. Este sistema multilamelar estd dis
tribuido en casd todo el interion del clonoplasto y estd fonmado por un
-confunto de vesiculas aplanadas LLamadas tilacoides y por membranas no-
vesiculadas conocidas como interfamelas.
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Fig. (&) Cloroplasto de malz que muestra La membrana interna (MI)

y La membrana externa (ME); (PR)es el neticulo periférico,
continda con La membrana Linterna. (172)
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Los tilacoides Fig. (9) en cilentas negiones se aghu-
pan en pilas, dando Lugar a Los Llamados "granos" — que son Las hegiones-

mas visibles, ya que en ellos se encuentra La clorofila. Fig. (10).

Los "granos" Fig. (11) se encuentran interconectados
espactalmente porn La interlamelas,y Los componentes para el proceso foto-
sintético se encuentrhan formando parte tanto de La membrana del tilacoide
como de £as membranas Anternlamelares .

En La Fotosintesis el glujo de electrones en Los clo
noplastos, da Lugarn a La formacibn de oxigeno y NADPH ( neaccibn de HilR)
a este evento estd acoplada La fonmacibn de ATP. Estos procesos se Locali
zan en el sistema multifamelar de Los cloroplastos (21) Fig. (12). Los --
productos de Las neacciones Luminosas (NADPH y ATP) son wusados en el Ciclo

de Calvin-Benson, Localizado en el estroma del cloroplasto.

La neaccibn de HLE y Ra fotofosforilacibn se han es
tudiado en el sistema multilamelar aislado, Libre de estroma, conocido co
-nocido como sistema multilamelarn de cloroplastos rotos de clase IT1 6 Eipo
C (22); usando donadones y aceptornes artificiales y gracias a ello se des
cubrieron Las neacciones fotosintéticas y no se tuvo que esperar a £a ob-
tencibn de Los cloroplastos intactos con La doble membrana ( clonroplastos
de clase I). Esto es explicable pornque al aislarn Los cloroplastos de cla-
se 11, se piende La ferredoxina y posiblemente el cofactor natuwral de La
gotogos gornilacibn. La evolucidn de oxigeno en La Fotosintesis, fue descu-
bienta por HikL en 1937 (23) al wsan fewiicianwro como aceptorn arntigicial
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Fig. (9) Esquema de fa estructura de un tilacoide
basada en La interpretacibn de La téeni-

ca de enfiramiento-congelamiento (53).
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Fig. (11) Tikacoides apilados (T) gormando Los ghanos
(G); (L) Lamekas. (153).
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Fig. (12) Modeto de cloroplasto a escala; didmetro del grana (0.5 micras)
(195)
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En el transponte de electrones participan dos foto-
rreacciones en seiie en forma coopern ativa. EL fotosistema 1 (FSI) y el
§otosistema 11 (FSII). Cada fotosistema contiene sus propios pigmentos -
cosechadones de Luz, Los cuales absonben Los fotones (AY) y Los transgie-
nen a La thampa 6 centro de neaccibn. En el centro de nreaccibn del FSIT,
el evento inicial fotoquimico, genera un oxidante fuerte | 7'} y un reduc
ton débil (Q7); mientrnas que el FSI genera un oxidante déb.il (P") y un -
neducton fuente (X). EL oxidante fuente (I') puede extraen electrones -
del agua, mientras que ot oxidante débit (P*) dona electrones a NADP'
(24a). Los dos fotositemas se unen por La interaccién de (Q ) con (") y
La enengia Libre que se observa en este proceso es utilizada para fa sdn

tesis de ATP.

Con el impacto de La teornia quimiosmética de Mitchel
(25) y con La mejon comprensién sobne La estructura de La membrana def ti
Lacoide, se puso mayon atencién a La Localizacién de Las partes fgunciona-
Les del sistema de §ujo electrénico. La nelacibn estructura-funcibn re-
visada porn Park y Sane (26) y Las nelaciones scbne La topogragia de fa --
membrana han Logrado un mayon conocimiento del trhansporte de electrones -
en La Fotosintesis. AL nespecto Witt y colabornadones (27) propusieron que
Los dos fotosistemas estdn atravesando de dentro hacia aguera de £a mem--
brana produciéndose una carga positiva dentro y una carga negativa fuera.
Hauska (28) modificé La sugerencia del Drn. Racker, diciendo que La membra
na Lnvolfucrada en el flujo electrdnico, es andloga a La membrana Ainterna-

de La mitocondria, pero invertida. Esta breve revisién es sobre Las mem--
branas del sistema multilamelar fundamentalmente de Las plantas C-3;posite
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rnionmente se discutind el presente estatus de identificacibn de Los aca-
nreadones de efectrones endfgenos en Los sitios donadon y aceptor de Los
dos fotosistemas y Las evidencias de La Localizacibn en el Lado de fLa --
membrana <nvolucrada, asi como La metodologia usada para obtener este --

engoque.

Acepton de efectrones endogenos en fofosistema 1.

EL Fotosistema I genera un potente reductorn que pue
de sen usado en otrnos sistemas nedox arntificiales; entre Los primeros --
componentes artificiales neducidos estdn:el ferrnicianuro (29) y p-benzo-
quinona. La neduccién del cloroplasto por La Luz roja, permiti el descu
bruimiento de La evolucibn de oxigeno fotosintéticamente en sistemas Li--
bres de células, mucho antes de que fuera conocido el aceptor natural de
La neaccibn de HilL. Posteriormente se encontrn aron otrnos aceptornes arti
ficiakes que fueron neducidos, como antraquinonas, Colorantes como DCIP,

sakes de tetrnazolio, nojo de metilo y sales de dipirnifo. Los de potencia

Les nedox mds positivos pueden sen neducidos pon FSIT. In vivo el acep--
ton de FSI en clonoplastos es La fewedoxina (31). Se acepta que La ne--
duccin de NADP® pon La ferredoxina es La neaccibn de HitR 54&5&'02694:(:0.;
y que el aceptorn terminal de fa cadena transportadora de efectrones es -
el NADP'. Esta neaccibn es catalizada por La §erredoxina-NADP-reductasa-
y La enzima ha sido cristalizada pon Shin y colaboradores (32) y estd u-
nida a La Lamela de Los clLoroplastos, pero se extrae facilmente de éstos

por envefecimiento o graccionamiento.
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La ferrnedoxina forma un complejo 1:1 con La gerre-
doxina-NADP-reductasa (33,34,35) y se encuentra debifmente unida a La -
membrana (36). En el sistema multilamelan se encuentra una ferredoxina-
s0luble y se sabe que no actda como aceptorn primarnio. Recientemente se-
ha identificado La ferredoxina unida a La membrana como el aceptor pri-
mario, observando Los cambios de absorcibén a 430 nm y por téenicas de--
ERS(37). En el sistem multilamelarn se han aislado diferentes componentes
estructunales takes como FRS (sustancia reduedda pon ferredoxina)de Yo-
cum y San Pietrno (38), ORS (sustancias que neducen al oxigeno) de Honey
cutt y Krnogmann (39), SLetal de Regitz (40), el cual interacciénd des--
pués con La gerredoxina unida a La membrana. Selman (41) neporté que DA
BS .inhibe La foto-reduccibn dependiente de La ferredoxina, pero no La -
de metifviolégeno. 0trno componente descrito para La funcidn de FST es -

un requerimiento de Lipido nepontado pon Brand (42).

Localizacién del sitio aceptor de FSI en La membra

B

Los aceptones de electrones Lipofilicos (quinonas)
asi como Los polares (fericianuno 6 NADP) son neducdidos facilmente pon
cloroplastos de clase I1. Esto sugiene que Los aceptores de FSI son re-
ducidos en el externion (Lado de La matrniz) pon el sistema multilamelar-
de Los clornoplastos, en un ambiente altamente hidrofilico alrededon del
540 aceptorn de FSI. Tiene sentido §isiolbgico que La neduccibn del -
NADP ocuwrra en el exterion de La membrana o sea , por el Lado de £a ma- -

iz 6 estrnoma, ya que ahf se encuentrnan Las enzimas def Ciclo de Cal--

vin-Benson que consumen NADPH y ATP formados en La Luz. EL estudio con
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anticuenpos fue atil para determinan ef Lado de La membrana involucrada.O-
buiamente un anticuerpo (Ac) contra un componente de £La membrana, puede re
accionan con su antigeno (Ag) solamente 54 el componente es accesible al -
Ac ; pon efemplo s4i éste, estd Localizado en La superficie de La membrana-
vesiculada. No es L6gico que un Ac hidrogilico y de gran famaiio, pueda re-
acclonan con componentes embebidos en La membrana, asi como tampoco es L6-
gico que éste p&ada penetran en La membrana. La neaccibn de un Ac contra -
su ecomponente de La membrana, nos dind cuales son Los componentes de super
gicie en La vesicula membranosa que reacclonan con el Ac especifico y cuak
es su Localizacibn en La membrana. Menke (43) y Bernzboan (44) prepararon -
un Ac contra La ferrnedoxina-NADP-reductasa y observaron inhibicibén de La
actividad enzimdtica en La enzima pura, asi como inhibicidn indirecta al -

que se encuentra unido al sistema mulitilamelarn (45 y 46).

Ensayos de aglutinacibn indirnecta (Prueba de Coombs) 6
aglutinacion mixta (prueba de UhLenbruck) mostraron datos positivos. Estos
resultados Le permitieron a Benzborn postular que La ferredoxina-NADP-re--
ductasa estd Localizada en La superficie de £a membrana, pero de alguna ma
nera embebida en una cresta 6 depresibn (46). EL Ac reacciond con el Ag, -
con 46€o uno de Los dos sitios de neaccidn y no se extiende en La hendidu-
na para reaceionan con el segundo antigeno (Ag). Después de nemover el gac
ton de acoplamiento por EDTA, el Ac contra La neductasa, di6 aglutinacibn-
(46), Esto indica que La hendidura para La neductasa estd paricilkmente for
mada por el factor de acoplamiento. Como se ha mencionado, La ferredoxina-
NADP-reductasa forma un complefo estequiométrico con La ferredoxina (47) y

como La neductasa estd unida a La membrana, el complefo hace que PLa ferre-
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doxina se una a La membrana. Esto fue observado directamente porn tiedemann
Van-Wyk y Kannangara (48) por un Ac contra La ferredoxina y precipits al -
cloroplasto. Esto demuestra que ambas, La reductasa y La ferredoxina, es--

tdn unidas en La superficie externa de £a membrana.

Recientemente se describid un Ac contra P700 (49). EL-
Ac neacciond con P700 porque La feto-oxidacibn de ascorbato estimulada por
plastocianina, fue Lnhibida por el Ac de P700 y ademds se aglutinG, por Lo
tanto, indica que el complefo proteico P700 estd accesible en La superficie

externa de La membrana.

Koening (50) prepard dos anticuerpos contra gracciones
decloroplastos de clase 11, uno de ellos inhibi§ La actividad de FST, mien
thas que el otrho Lo hizo después de rnomper La membrana; Los datos sugdeien
que un Ac actda en el exterion del FSI, mientras que el otrno en el interdis
orn. Mas tarnde Briantais y Picaud (51), prepararon anticuerpos contra FSI y
FSII, obtenidos por fraccionamiento de La membrana del cloroplasto con Ti-
thon X-100 . ELLos demostraron que Los anticuerpos contra FSI neaccionaban
con precipitacidn en un sistema intacto del sistema Lamelar, mientras que
el Ac contra FSIT Lo hace en pequeiio grado. (51). Con Los datos encontra--
dos, concluyeron que ef FSI es porn tanto accesible en La superficie extern-
na del tilacodide y sus datos Los usaron como prueba que apoya al modelo

binanio de Arntzen, Dilley y Crane (52), para La Lamela del clLoroplasto.

EL modelo binarnio de La estructura membranal del tila
coide, visualiza a Las particulas de FSI arregladas en La mitad superion-
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det tikacoide y encima de La particula de FSII que se encuentra en el Lin-
terion (52). Este modelo estd de acuerdo con La interpretacibn de Los da-
tos obtenidos en michoscopfa electrnénica por La técnica de congelamiento-
fractura, en La cual se observan dos tipos de particulas en £a membrana -
det tikacoide, una pequeiia (FSI) hacia el exterior del tilacodide y £a o-- -
tha ghande (FSI?) (53)minando hacia el Loculus del tilacodide.

Los datos de modificacién quimica del Dn. DillLey (55)
apoyan el modelo binario usando p-diazobencen-sulfénico (DABS). Este com-
puesto no puede penetrar en La membrana, ya que es muy sofuble en agua Yy

por Lo tanto,marca grupos reactivos Localizados en el exterion de ella -

(56). Después de marcarlos, fraccionaron La membrana def clLoroplasto en
particulas de FSI y FSII, encontrands £a mayoria de La marca en FSI, Lo -
que. sugiere que FST estd en el exterion de La membrana def tilacoide. Re
clentemente Localizaron uno de Los puntos de marcaje de DABS entre Los --
componentes funcionales de FSI, porque se puede detectar actividad de FSI
con metil violégeno en cloroplastos marcados con DABng pero no con NADP
Fig. [(13]).

Las experiencias con aceptones hidrofilicos, anticuer
pos y modificacidn quimica, dejan claro que FSI estd onientado hacia fLa -
supenficie externion de La membrana del tilacoide, mirando hacia La matriz
6 estroma del cloroplasto, Mds especificamente el sitio aceptor de FSI, -
incluyendo ferredoxina, gerredoxina-NADP-reductasa y un componenete es---
tructural desconocido que es reducido por La gerrnedoxina (FRS,0RS, y S-Le
tak), estdn expuestos y accesibles al medio ambiente hidrofilico.
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Donadon de electrnones en Fotosistema 1.

Duysens desarnolld el concepto de dos reacciones en se
nie dependientes de La Luz (57), en base a observaciones en Las cuales el
citocromo F, es neducido pon La Ruz de Longitud de onda cornta absorvido --
por FSIT y oxidado por La Longitud de onda Larnga ,absorvido pon FSI. (58,59
AL avanzan La investigacién sobre La posicion relativa del citocromo § a
La plastocianina, Haehnel (60) con Los experimentos de pulsos de Luz, re--
pornta que el citocromo § posibLemente no esté Localizado en el flujo de e-
Lectrnones principal que va de plastoquinona a P700, en constrate a La plas
toclanina (61), La cual dona mds del 90% de Los electrnones al FSI. Estos -
Wtimos datos estdn en contrhadiceilbn con Los de Biggs (62) y Larku-Bonner-
(63) que midieron cambios de absorcién de citocromo § con Luz continua, e
LLos ccncluyeron que el citocromo f§ desempeda un papel funcional en el fLu
fo de electrones ciclico y no ciclico.

Recientemente se han introducido inhibidones para La -
plastocianina, como Las histonas y La polilisina (64), KCN (65) y bajas --
concentrnaciones de Hg++ (66). Se ha observado que La polilisina (67) y Los
Lones Hg++ (68), inhiben el glujo de electrones entrne el citocromo § y FSI
por consiguiente estos datos indican que La plastocianina funciona después
del citochomo § . Fig. (13). Se puede concluin que, de acuerdo con Las evd
dencias existentes, se favorece a La plastocianina como ef donadon de efec
thones inmediato para FSI.

Flujo de eLectrones ciclico alrededorn de FSI.

La fotofosforilacién ciclica fue descubienta por Arnon

al agregar menadiona G FMN (69) a cloroplastos aislados. Mds tarnde se vid
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que el glujo de electrones ciclico, incluye 5680 FSI y no es inhibido por
el DCMU , ya que este compuesto inhibe FSII (70). EL citocromo b563 ha 84
do implicado como participante en el §lujo de electrones cickico (71). Bo
hme y Cramern (72) nepontaron datos directos para postular un sitio de aco
plamiento en La oxidacién del citocromo b563. Diferentes experimentos apo.
yan Los esquemas que incluyen al citocromo § en el §lujo de electrones -
ciclico (73). Experimentos posteriones donde aislaron en cloroplastos, un
complejo citocromo §-b563 (74), apoyan Las evidencias anteriones. Los da-
tos de inhibicibn de La oxidacibn de citocromo b563 porn DBMIB, .indican --

que plastoquinona estd involucrada éstd involuckiada (75) en el sistema i

clico. Fig. (13).

Localizacibn del sitio donadorn de FSI en La membrana.

Witt (76) y Schekephake (77) apontaron Las primeras e
vddencias que indican La asimetria de La membrana del cloroplasto de acuern
do con fa hipbtesis quimiosmética. ELLos encontraron que el centro de reac
ci6n de ambos fotosistemas 1 y 11, produce una separacibn de cargas a tha
ves de La membrana después de La iluminacibn, con La formacibn de carga -
positiva en el interion. Cada fotosistema genera medio campo eléctrico (77)
Esto indica que el sitio donadon y aceptor de electrones del FSI podria -
estar Localizado en diferentes Lados de La membrana, con el s.itio donado#
en el interion 6 hacia el interion de La membrana. La asimetnia de FSI -
fue enriquecida por Los experimentos de Hauska (78) con anticuerpos con--
tha plastocianina, que es el donadon de electrones inmediato pana FSI. EL
Ac especifico contra plastocianina no es capaz de reaccionan con La moLé
cula en Los cloroplastos intactos, por efemplo no inhibe La reaccibn de -
HLE 6 el sistema donadon de FST y tampoco ocwwre aglutinacién, en cambio
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sonleando Los cloroplastos en presencia del Ac, inhibe y aglutina. EL Ac~-
contrha citocromo § , tampoco neacciona con el sistema Lamelarn de Los clo --
noplastos intactos, pero Lo hace cuando Los cloroplastos estdn sonicados.

(49). Estos datos indican que tanto La plastocianina, como el citocromo f-
no son accesibles desde el externion y posiblemente estdn Localizados en- --

el interion del cloroplasto (49).

La sugerencia de que el sitio donadon de FST estd - -
Localizado en el infernion de La membrana, estd apoyada por Los experimen --
tos necientes con donadores de electrones para FSI hidrofilicos compara---
dos con Los Lipofilicos. Hauska (78) encontrnd que no son cofactores del -
flujo de electrones ciclico Los sulfoderivados de PMS y piocianina. Am----
bos tienen el mismo potencial nedox pero digerente Lipoficidad y polari---
dad. Posterionmente encontrnd Lo mismo, cuando se wsaron sulfoderivados de-
FMN y DCIP (79). Estos nesultados indican que ef Asitio aceptor de FSI no -

estd accesible a compuestos hidrnofilicos polares.

La conclusidn en La Localizacibn de plastocianina en -
el interion de La membrana no estd totalmente de acuerndo con Los experi- -
mentos con polilisina. Se ha visto que este compuesto inhibe Las reacciones
de FST (80) y especificamente inhibe entre citocromo § y P700 (81) Fig.
(13); porque La polilisina neacciona con La plastocianina solubilizada, se
inflene que La polilisina inhibe el §Lujo de electrones bloqueando a nivel
de plastocianina (81). En experimentos recientes La polilisina inhibe a --
clonoplastos sonicados sin plastocianina (82) y a bajas concentraciones, es
timuba La actividad de FSI en estos cloroplastos (82). Esto puede explicar

se, asumiendo que polilisina bloquea cargas negativas en una molécwla dife-
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nente a plastocianina. La inhibicibn de FST porn policationes es prevenida-
por sales, thipsina, Luz § aceite de Lecitina, sugirniendo que La Lnhibici-
dn depende de grupos cargados negativamente en La superficie de La membra-
na digerente a La plastocianina misma (83). La neutrnalizacién de Las car--
gas negativas en el exterion de La membrana pon bloqueo con carbodimida --
mas glicina-metil-esten, protege a FSI de La inhibici6n porn polilisina --
(64). Cambios confarmacionales también rueden sern implicados, <incluyendo w
na abertura en La particidn. Exdste por tanto La posibilidad de que £a po
Lilisina inhiba La funcién de La plastocianina induciendo cambios conforma

cionales en el externior de La membrana del tilacoide.

Aceptorn de electrhones de fetosistema T11.

EL aceptorn primario de FSII es el "apagadon" de La -
§luorescencia de FSIT LLamado (Q ) por Duysens (57), EL cual estd conecta-
do con un ghan almacén de "apagadores" secundarios de La fLuorescencia --

Lamado (A). Los dos"apagadornes" de La fluoresencia pueden sern separados -

§isicamente por el inhibidorn DCMU. Se ha encontrado que ef almacén ghande-
(A) . es Ldéntico en sus propiedades a La plastoquinona ya que su concen--
thacibn en La membrana es cerca de 10 a 20 mayor que £a concentracién de
(Q7) (85) 6 atrededon de 5 moLéculas por cada thansponte electrbnico (76 )
EL almacén grande (A), actida como un marcapaso en el §lujo de electrones ,
entrne Las dos neacciones de Luz (76). Resultados necientes indican que va-
nios fotosistemas 11 pueden reducirn La misma molécula de plastoquinona (76
). La natuwraleza quimica de (Q ), no estd suficientemente clara. Stiehl vy
Wwitt (76) sugienen que (Q) es un almacén pequeiio de plastoquinona, el --

cual es reducido a semiquinona (86), separado fisicamente def almacén --
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grande (A). Experimentos de ESR efectuados porn Kohl (87) concluyeron que--
plastoquinona cromanoxilén, es el aceptor primarnio. Por otrno Lado expesri--
mentos de Bohme y Cramen (72) sugieren que citocromo b559 (en La forma de-
bajo potencial) estd Localizado antes del almacén principal de plastoquino
na, porque La oxidacién por FSI es inhibida porn el antagonista de plasto--
quinona (DBMIB) (72). EL citocromo b559 actda como un "apagadorn" secundario
de La fLuorescencia en presencia de DCMU (88) y estd presente en su forma
neducida (89). EL compuesto C550 descubiento porn cambios de absorcibn a -
550 nm , por Knagd y Arnon (90), estd rnelacionada con el aceptorn primario-
de FSIT, aunque ahora se sabe que no estd en La cadena principal y estruc-

tunalmente es beta carateno (91).

EL potencial nedox del sitio aceptor de FSII, ha s4ido-
revaluado porn Cramer y Butlern (92), con valores de -35mV y -270 mV. Por o-
tho Lado Amesz (93) encontré un valor de potencial nedox medio de -150mV ,

para ef "apagadorn" de f§luorescencia de FSIT Fig. (13).

Localizaciin en La membrana del sitio aceptor de FSII.

Koening (50) preparé anticuerpos de FSIT y encontrd 4in.
hibicién de La actividad de FSII. Estos datos indican que el sitio acepton
de FSIT estd hacia el fado de La matrniz. Radunz, Schmidt y Menke (50) en--
contraron que Los anticuenpos rontra clorofila a, asi como el Ac de plasto
quinona, nreaccionan con FSIT y plastoquinona respectivamente (94); aunque-
se Loghé Linhibicién del 15% en La fotofosforilacién. Estos datos parecen -
indican que el sitio aceptor de FSIT y plastoquinona en particularn, estd -
Locakizado hacia el exterior y es accesible parcialmente al estroma. Schle

Aphake (95) obtuvo separaciones de carga a thavés de La membrana, al (lumi
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nar ambos fotosistemas y propuso que Los s4tLos de FST y FSIT, estdn Loca
Lizados en diferentes Lugares de La membrana con el sitio acepton en el

externion de ella.

Reinwald (96) demostrnd que el bombeo de photones en -
Los tilacoides es realizado por La plastoquinona de La cadena transporta-
dona de electrones. Durante La neduccidn de Las plastoquinonas por FSIT, -
Los protones son tomados del exteriorn del tilacodide, transformdndose  La
plastoquinona (PQ) en plastohidroquinona (HQ) que atraviesa La membrana y

es oxdidada porn FSI, Liberando un protén al interion del tilacodide.

La dependencia en pH del potencial redox del "apaga -
don" de La gluornescencia, requiere captacién de protdn, posibLemente del-
extenion (92). Cenca del apagadorn de f§luornescencia se ha encontrado al ci
tocromo b559 (88), que no forma parte principal de La cadena thansportado
na de electrones.

Donadon de electrnones de FSII.

EL donadon de electrones en La Fotosintesis de Las -
plantas verdes, es el agua. Esta afirmacién La deduferon de Las oscilacio
nes en La eficiencia de La evolucibn de oxigeno después de La Lluminacidn
de Los clonoplastos con pulsos contos de Luz y se encontrd que se requie-
nen 4 cuantos pana La evolucién del oxigeno . Cuatrno centrnos de captura -
P682 son trnansformados del estado So al S3; al susministrarn 3 pulsos de-
Lluminacion y después del cuarto, se Libera oxigeno y regresa al estado -
cero (So). Cheniae ha nesumido el aspecto bioquimico y blogisico de FSIT,

y La evolucibn del oxigeno (97) y encuentra que el manganeso estd Lnvolu-
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cnado en La fotooxidacién del agua.

Para entender mefjon el sitio donadon de FSII, menciona
nemos brevemente que Los inhibidones especificos para este fotosistema fa-
Les como alitas concentraciones de ciano carbonilo de fenil hidrazona (98),
hidroxilamina (99); altas concentraciones de amoniaco 6 metilamina (100) ;
thatamiento con tris (101); calentamiento suave, thatamiento con KCN (102)
y el uso de ageﬁteA caotnbpicos con perclorato, .{103) actdan afectando £La
donacibn de electrones del agua, indicando que el agua es ef donador uni -

versal de FSIT.

Localizacibn en La membrana del s.itio donadorn de FSII.

EL wso de donadornes especificos Lipogilicos para FSIT
en el sistema LamelLar de Los cloroplasitos, indica que este fotosistema es-
td embebido en el drea Lipofilica de La membrana, sin embargo es accesible
en cienta negibn a La superficie del estroma. En particularn el sitio dona-
don es La zona mds accesible. Esto se dedujo de Los experimentos por modi-
§icacibn quimica (104), con anticuerpos (105) y con digestibn enzimdtfica -
(106). Usando DABS>? (104) se neveld que FSIT es marcado en La Luz y no en
La oscwiidad. Esto indica un cierto cambio conﬂonﬁacional def FSIT, ya que
se expone hacia La matniz en La Luz, pero no sin ella; puesto que usando -
DPC como donadon arntificial, funciona fLa cadena de FSII, Los datos indican
que el agua estd incapacitada para donar eLectrones a FSIT y como DABS es-
un neactivo no penetrante, se sugiere que el sitio donadon del agua, estd-
Localizado cerncano a La superficie externa del tilacoide y que funcional--
mente se expone con La Luz solar.

Evidencias sobre La asimetria de La membrana.

Los experimentos con anticuerpos contra componentes de
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La membrana del cloroplasto, como Las modificaciones quimicas, han permiti
do determinan Los componentes accesibles a ambos Lados de £a membrana. EL
primen anticuenpo contra un componente del clonroplasto que ha sido estudia
do en detalle, es el anticuerpo contra el factor de acoplamiento CF1, pre-
parado y purificado por Mc Carnty y Racker (107); ellos estudimron su efec-
to en La capacidad de fotofosforilacion de Las Lamelas de cloroplastos in-
tactos. Sus nesultados han indicado que este Ac contra CF1. inhibe La fon-
macin de ATP, pero no La bomba de protones. Esta conclusién se obtuvo en-
base a Las observaciones de cloroplastos Libres de CF1 (Lavados con EDTA),
en donde se muestrna captacibn de protones, mientras que Los cloroplastos -
inhibidos porn Ac contra CFI1, indican que ef CF1 aunado a su funcibn en -
La fonmacién de ATP, tiene un papel estructural 6 un papel en La conserva-
cibn de La enengia (107). Posterionmente se observd que un Ac de conejo --
contra CF1,inhibe La bomba de protones, es decirn acelera el effujo de pro-
tones. Es interesante notarn que La polilisina inhibe La formacién de ATP .
(108); también afecta La remocién de protones, transporte de K" y cambio -,
de vofumen a altas concentraciones; ésto indica que una distorncién en el -
facton de acoplamiento Localizado en La superficie, aumenta La permeabili-
dad de, £a membrana(108). Lo mismo ha sido observado inhibiendo con tripsi-
na el sistema de acoplamiento sobre La membrana, porque La tﬁipéina no 46-
Lo inhibe La fonmacibn de ATP, sino que aumenta ef abatimiento del gradien
te de pH (109).

0tno papel estructural para el CF1 es el que seiiala -
Benzboan (46). Como ya se indic6, &L afinma que La §evredoxina-NADP-reduc-
tasa y La feredoxina, estdn Localizadas en una cresta 6 criba sobre La su
perficie de La membrana del tilacoide (56) y particularmente formada por -

La prominencia de CF1 saliendo de La membrana. Recientemente Los Anticuer-
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pos contra Las subunidades de CFi clarificaron La fina estructura del fac-
torn de acoplamiento CF1 y conduferon al aislamiento y caracterizacién de
cineo subunidades polipépticas (49). La Localizacibn del factor de acopla
miento sobre ef Lado de La matrniz, ha sido bien establecido pon Howell y
Maudrianakis (110). Las prominencias sobre el Lado de La matniz de La mem
brana, son debidas al CF1 como sucede en La RuDP-carboxilasa preparada -
por Kannangara ‘y colaboradornes (111) en donde se aglutinaron Lamelas de -
clonoplastos aislados.

AL microscoplo electrdnico se observa que La dimu’ng
bencidina (DAB) forma un precipitado insofuble def Lado del sistema multi
Lamelar al oxidarnse, Lo que indica que el sitio donadon de FS1 estd acce-
s4ble del Lado de La Lamela. De Lo anterion se concluye que existe asime-
tia de La membrana del tilacoide. Esto ha sido neforzado con Los experi-
mentos de Hind y Jagendonf (114) sobre La captacibn de protones delf Lado
extenion de La membrana durante La ‘luminacién y con La formacién de un -
ghadiente de pH a través de ella.

La tabla T nesume Los nesultados discutidos en seccio
nes previas. De acuerdo a esta tabla se deduce que el SITIO ACEPTOR de
FSI, estd en un medio hidrofilico hacia La fase acuosa del Lado de La ma-
triz, en cambio el SITI0 DONADOR de FSI, no estd accesible, ya que ha evd
dencias concluyentes de que se Localiza embebido en el interion. Cuando -
no hay apilamiento, el 3itio def ACEPTOR de FSIT (Q) no estd accesible al
exterion. Los anticuerpos contra algunos compoﬁudeb de FSII 4ndican cla-
ramente una cierta accesibilidad de FSIT. Por otno Lado,fos anticuerpos -

contra plastoquinona, asi como La captacidn de protones hacia el exterion
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y La neduccibn por el FSIT sugienren que el SITI0 ACEPTOR de FSII, estd cu-
biento porn capas de Lipidos y proteinas , pero orndlentado hacia el exterion
La mayonta de Los nesultados sobre La Localizacién def SITIO DONADOR de -
FSIT (marcaje con DABS, neacciones con anticuenpos, Lnactivacibn con thip-
sdna, ete.,) indican que La fot6Lisis del agua estd expuesta en cierta for
ma a La supergicie de La membrana. En particular el marcaje con DABS en La
Luz, indica que el sitio de fot6lisis del agua estd expuesto a un cambio -

conformacional, ya que en La oscwiidad no se afecta.

Witt, Junge y asociados (76) proponen que Los dos foto
sistemas y La cadena de transponte electnbnico, estdn en z{g-zag a thavés-
de £a membrana con el sitio donadon de ambos fotosistemas onientados hacia

el intenion.

Las crestas y depresiones en La superficie de La mem--
brana, pueden exponern temporalmente sitios de La fase Lipidica como se en-
cuentra en Los estudios de Ac contra ferrnedoxina-NADP-neductasa y algunos-
galactolipidos, glucolipidos y Luteina, puesto que Los anticuerpos no pro-
ducen aglutinacibn directa.

Es posible que La alteracibn en el exterior de La mem-
brana, ya sea pon anticuerpos, modificaciones quimicas 6 digestiones enzi-
enzi mdticas , conduzea a un nearreglo conformacional de La membrana y a-

una Linhibicibn en el internion de ella.

En La Fig. 14, se muestra el esquema del flujo electrnd

nico , donde se definen acanreadones def §Lufjo de eLectrones en z{g-zag a
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TABLA 1.EVIDENCTAS SOBRE LA ASIMETRTA DEL FLUJO ELECTRONICO EN LA MEMBRANA.

LOCALTZACION HACTA AFUERA LOCALTZACION HACTA DENTRO
U ORTENTADA HACIA EL EXTE U ORTENTADA HACTIA EL INTE
RIOR. RIOR.

FOTOSISTEMA 11
POR EL LADO DEL ACEPTOR

Bomba y captacdibn de protones EL enfoque de aceptones
via plastoquinona. HIDROFILICOS.
Fotorrneducciones porn FSII
Ac contra plastoquinona y Ac
contra clorofila
Ac contra subparnticulas de
clornoplasto
Forumacibn de campo
Enfoque af Cit b559
Nueva versifn del modelo bina

nio.
POR EL LADO DEL DONADOR.
Se marca con DABS Formacibn de campo
Ac contra Luteina Acoplamiento de La energia a §otoRe
Ac contra partleu “ducclones. .
Las de FSII Protén de La fotbLisis del agua £i-
Se digiere con tip berado en el interionr.

s4na.



LOCALTZACION HACTIA AFUERA
U ORTENTADA HACIA EL EXTE
RIOR.

POR EL LADO DEL ACEPTOR

Aceptornes hidrogilicos

Ac contrna La reductasa
Ac contra ferredoxina

Ac contrha S Letal

Ac contra buparticulas del cloroplasto

Marcaje con DABSSZ
Fornmacifn de campo

Modelo binario

Inhibicibn de plastocianina

por polilisina

TABLA 1T EVIDENCIAS SOBRE LA
ASIMETRIA DEL FLUJO
ELECTRONICO EN LA

MEMBRANA.

FOTOSISTEMA 1

LOCALTIZACION HACIA DENTRO
U ORIENTADA HACIA EL INTE
RIOR,

POR EL LADO DEL DONADOR

Ac contra plastocianina
Ac contra citocromo

Oxidacibn quimica Lenta

de citocromo § pon
6emc,éanuno.

Oxidacibn de DAB, precd
pita el producto.
No se marca con DABS
Formacibn de campo
Protones Liberados en el

Ainterion a thavés de
plastoquinona.
Enfoque de donadones £ipo
§licos pero no hi=--
drogleicos.
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trhavés de La membrana. Dos protones se Liberan dentro y dos protones son -
tomados del exterion por La plastoquinona (115). Un conjunto de plastoqui-
nonas conecta con dos fotosistemas a thavés de La membrana, como Lo ha su-
genido Reinwald y colaboradones (96). Los equivalentes de reduceibn son --
transpontados via plastoquinona y Los protones pasan del exterion hacia ek

Anterion.

EL sistema de flujo electrnbnico en zig-zag a thavés -
de La membrana, facilita La discusibn sobre ef nimero de s4itios de consern
vacién de enengfa en La fofofosforilacién ciclica y no ciclica.

En La fotonreduccibn pon FSIT, existe un sitio de con
senvacibn de enengia en La fotélisis del agua, que contribuye a La forma-
cién de ATP. Se ha encontrado que La fotorreduccibn de aceptornes artifi--
ciakes de FSIT con fenilendiamina oxidada 6 benzoquinona oxidada (116) es
tdn acoplados con La formacién de ATP. Esto fue mas evidente cuando se u-

56 DBMIB (117) 6 KCN como inhibidon del §Lujo electrdnico entre FSI y FSII

De acuerdo con La teornia quimiosmética y el esquema -
de zig-zag a través de La membrana, el sitio de ELiberacién de profones en
el interion, porn La neaccibn de §ot6Risis def agua, puede ser responsable
del acoplamiento en La fotorrneduccién por FSII. Junge (115) Lo apoya con-
La observacibn de Liberacibn de protones en el interiorn, durante La foto-

neduceidn por FSIT.
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ZA)  CICLO DE CALVIN-BENSON

La via metabblica por La cual el C02 es gifado y reducido
a carbohidnatos en todas Las plantas superiones, se conoce como Ciclo de
Las Pentosas~Fosgato 6 Cicko de Calvin-Benson. Este Ciclo es el proceso
metabélico de £as reacciones oscuras de La Fotosintesis que tiene Lugar =
en el estroma de,i clonoplasto.los estudios de MeLvin Calvin y cofaborado
nes (121) con thazadores radioactivos, permitif seguin el proceso que se
desarrofla en Las células vegetales vivas durante La gifacibn de 0, y de
teuminan directamente Los compuestos que se¢ forman. Epcontharon que el -
primer. compuesto que se vuelve radioactivo es el deido 3-fosfoglicénico -
(A-3PG) y que el grupo carboxilo se fornma por adicidn de C02 a una mofé~
cula "aceptorna" , La nibulosa~-1,5-difosgato (RuDP) mediante La accifn de
una carboxilasa (RuDP-carboxilasa), dando un intermediario de seis carbo-
nes que no se separa de La enzima y se descompone en dos moléculas de dei
do 3-fosfoglictrico (A-3PG). Este dcido se trhansforma por neduccibn en =
gliceraldehtdo-3~gosgato (G-3P). La neaccibn es muy endergbnica y para -
cambian el equilibrio a favor de La fonmacibn de aldehfdo, se requiere de
un susministro de enengia en forma de ATP y NADPH + H* (equivalente de ne
duccidn). La neduccibn del A-3PG se nealiza en varios pasos y requiere de
La intervencibn de dos.enzimas: La fosfoglicerato quinasa Fig. (16b) que
produce La transferencia de un resto fosgato del ATP al grupo carboxilo =
del A-3PG y La 6a$6ot/uéozsa-duh(dnogenua que cataliza La hidnblisis de
uno de Los fosfatos de deido 1,3~difosfoglicérnico (1,3-DPG) al reaccionar
con el ghupo ~SH de La apoenzima especlfica Fig (1éc) . EL NADPH, Le tram

gierne su hidnbgeno al complefo acil-S-enzima proteina, Lo que LLeva al -
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desdoblamiento nreductivo del complejo en G-3P y su SHeapoenzima reactiva_
da Fig. (16c) (122). Hasta aqul Ros pasos de La via metabblica son comu-
nes, en adefante La mayornia de fLas reacciones del Ciclo, negeneran RuDP -
(Fig. 15). la primera etapa consiste en que aproximadamente el 96 % de -
Las moléculas de G-3P estd sujeto a una enolizacibn para formarn La conres
pondiente hidroxiacetona Fig. (15) . Una mofécula de G-3P y otna de hidro
xfacetona (DHA) se unen en condensacibn ald6lica por La accibn de una ale
dofasa, para forman un azdcar de seis dtomos de carbono que es La frwe-
tuosa 1,6-difosgato (F-1,60P), La cual por accibn de una fosfatasa pierde
su grupo gosfato-1 y se transforma en fructuosa -6-fosfato (123), Este -
compuesto es eliminado en parte como producto §inal del Ciclo e intervie-
ne en 0inos caminos metabdlicos de La célula, como sintesis de sacarosa.

Hasta aqui el COZ es thansformado en azdcar de seis dtomos de carbono. En
La etapa de regeneracibn de La nibulosa-1,5 diP, intervienen La F-6P y ek
G-3P como materia prima . (123). Lla reaccibn entre ambos compuestos catali
zada porn La Zranscetolasa, onigina un compuesto de cuatro carbonos, La e=
rnitrosa-4-fosfato (E-4P) y uno de 5 , La xilulosa-5-fosfato (X=5P). La =
E-4P neacciona con La DHAP en una cohdenbacidn aldblica para formarn sedo
heptulosa-1,7~difos fato (SDP)Que sufre una desfoagornilacibn por La §osfa-
tasa correspondiente y da origen a fLa sedoheptulosa-7-fosfato (S=7P)(121}F
Los dos primenos dtomos de carbono de La S-7P son escindidos como fragmen
tos moleculares y después de su unibn con La coenzima son thansferidos a
una moféculas de G-3P para obtener X-5P y R=5P. La X=5P pasa a Ru=5P pox
La fosgocetosa~epimenasa. EL siguiente paso de Las reacciones es La conver
446n de La X-5P a Ru-5P por La fosfocetopentosa epimerasa. La Ru5P en pre
sencia de ATP se fosforila, dando RuDP, catalizada por RLa §osgopentoquina
4a. Con fa obtencibn de RuDP se cierra el Ciclo de Calvin (121) y La molé
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SEo.
cuwla queda Lista para reaccionar nuevamente con el COZ‘

Estequiometria del Ciclo de Calvin-Benson

6 moléculas de RuDP y 6 moléculas de COZ mas § de ATP;
12 de NADPH y 12 protones, producen 6 moléculas de RuDP, 1§ de ADP, 18 de
Pi, 12 de NADP® y hexosa. (121).

REGULACION DE LA VIA DE LAS PENTOSAS-FOSFATO O CICLO
DE CALVIN-BENSON.

Como ya se difo, Ras neacciones oscuras se Localizan -
en el estroma del cloroplasto en donde se utiliza ATP y NADPH para reducin
el COZ; mientras que Los compuestos redox de Las reacciones Luminosas e -
encuentran en La membrana def tilacoide de manera que sus componentes es--
Tructurnales puedenwactuan como una bomba eLectrogénica de protones, gene--
nando una diferencia de potencial a trhavés de £a membrana def tikacoide, -
fundamentalmente por un gradiente de pH alealinizando afuera y acldifican-
do dentro del tilacoide.

Los estudios con clonoplastos de clase I1 ( sin envol-
tura extenna), indican que La captacién de H en La Luz es de 600 nmokes -
H* por mg_l de clorogila encontrdndose un pH de 5, Lo que <indica uge el es
pacio inthatilacoide se acidifica (125); con un volumen intratilacoidal de
3.3 micnolitros por mg”! (126). En cambio al iluminan Los cLonoplastos in-
tactos casd no ocure intercambio de protones a través de La dobLe membra-
na. Heldt (125) observa un incremento de pH de 7 a § en el estroma cuando-

se pasa de oscuridad a Luz, Lo que indica una alealinizacibn del estroma, -
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que La planta usa para La regulacién de La Fotosintesis. S £os protones -
son captados en el compartimiento Antratilacoddal, se observa que La elec
troneutralidad es mantenida por moviméento de contraiones. Hay evidencias
de que 600 nmoles de H' por mg de clorofila se obtienen def espacio intha
tilacoidal, pero La mitad de equivalentes en nanomoles (nmoles) se despla-
za al estroma como contraibn y La dobLe membrana o envoltura del cloropla
4%o es dmpermeable a Los cationes divalentes y el volumen del estroma o4
aproximadamente de 23 microlitros por mg de clonofila (125), entonces el
Antercambio protbén-magnesio aumenta el contenido de Mg* hasta 13 nmoles-
en el estroma, ya que el protén al moverse hacia el interion del tilacoi-
de , el magnesio de mueve hacia afuera. La evolucibn de oxigeno y La he--
duccibn del MNADP propician un ambiente neducido por a formacibén de NADP
H , que tiene influencia sobre La actividad enzimdtica del Ciclo de Cal-
vin; estas modificaciones ocwuren porn el cambio de concentracién def ATP
y son controladas porn La fotofosfornilacidn.

La presencia de intenmedianios fosfornilados es otrno -
facton que interviene en La regulacibn de La actividad enzimética del ci-
o y que elfeva La selectividad del transporte en el cloroplasto a trhavés
de f£a membrana interna al citoplasma, por ejemplo La triosa fosfato, ALa
G-3P y La DHAP (126) se mueven hacia el citoplasma en intercambio con --
gosfato inorgdnico (PL) 6 con deido 3-fosfoglicérico (A-3PG)mediante un
transtocadon de fosfatos Localizado en La membrana interna ded cloroplas-
to. Estas propiedaades de intercambio de La membrana Anterna, regulan ALa
cantidad de fosfato Libre , en compuestos fosfornilados en el cloroplasto-
(125), Ja que La hexosa fosfato y La RuDP no atraviesan fa membrana in--
terna  del cloroplasto, pon esta nazén, el almidén sintetizado en el ofo-

roplasto, debe sern convertido en tiosa-fosfato para servin como fuente -
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de carnbono. EC A-3P5, La DHAP y el G-3P son Los principales compuestos 08
gorilados que suplen Las necesidades energéticas de £a célula.

Hay dos enzimas de particular intenés en el Ciclo  de
Calvin, Las cuales son extremadamente sensibles a Los cambios de pH y a
Los Lones magnesio: La RuDP-canboxilasa y La fructuosa difosfatasa (FDPasa
Lilley y "Walker (127) han usado sistemas de cloroplastos rneconstruidos y -
obtienen una aZta actividad de £a RuDP-carboxilasa wsando 15 mM de cloruro
de magnesio a pH = 7.9. Reduciendo Los niveles de magnesio y bajando el -
pt, La enzima sufre ;na fuente inhibicibn.

Tnvestigaciones efectuadas porn Wernden (128) establecen
que el pH Gptimo para Lo fifacién de COZ in vivo, debe sen de §.1 y que el
proceso es completaniente inhibido a pH = 7.3 . La fifacién de COZ en cloro
plastos intactos se puede nealizar con sustratos que suplen el ATP y NADPH
en el estrnoma después de La luminacién haciendo variarn La gLfacibn de co,
a una actividad maxima.

Pon Lo tanto se concluye que La RuDP-carboxilasa y La
FDP-asa son enzimas reguladoras y marcapasos de Las reacciones oscuras Y
La doble membrana del clonoplasto actda no 5680 como barrera para Los in--
termedianios del Ciclo de Calvin, sino tambibn para mantener ef medio am--
biente i6nico,en el cual La maquinarnia fotosintética puede operar efdlcien-

ZLemente.
REGULACION DE LA RIBULOSA DIFOSFATO CARBOXILASA
Los estudios metabblicos con hofas intactas (129) Lindi

can que An vivo La RuDP-carboxiflasa es activa en Luz e Lnactiva en oscuri-

dad, pero es dificil explicar su hegulacién por La carencia de sustrnatos.-
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Se ha medido La cantidad de RuDP en cloroplastos intactos en cambios de Luz
-oscwddad; Cuando Los cloroplastos estdn en La oscuridad Los niveles de
RuDP son similares a Los de hojas adaptadas a La oscuwridad y Las cantidades
nemanentes son significativas, ésto es una medida de La actividad de fLa car
boxlasa, por Lo tanto La cantidad nemanente de RuDP puede medinse en cloro
plastos Lisados en presencia de magnesio y pH apropiado y La enzima puede -
3en reactivada. La produccidn de RulDP es inhibida en presencia de Luz y pon
Lo tanto Los niveles de RuDP total son cero, Lo que indica que La RuDP es -
accesible a La carboxilasa y ésta es activa en La Luz. Stoken y lalker (130
determinaron que el DL-gliceraldehido es inhibidor def Ciclo de Calvin, s4in
embarngo en La oscuridad no tiene efecto sobre Los niveles de RuDP.

Se ha observado que La enzima, despubs de Lisis, presen
ta alta afinidad (bafa Km) pon el COZ y por La RuDP (131). La Km del €O, es
de 13 a 18 micromoles y La Km de La RulP es de 10 a 30‘mLcnomo£eA a pH =7.8
perc después de un tiempo, disminuye La afinidad por el sustrato. La Km del
C0, es de 540 a 670 micromoles y La Kn de La RuDP-carboxilasa es de 110 mé-
chomoles , dependiendo de Las condiciones de <incubaci6n. Estos valornes de -
Km son muy parecidos a Los de enzimas puwrificadas (132)pon Lo que se piensa
que La enzima podrd funcionan a Los niveles de COZ atmos§érnico (10 micromo-
Les de CO2 a 25%C ). En fas tablas 2 y 3, se muestran Los pardmetrhos ciné-
icos y Los valores de Km del COz Yy RuDP en relacidn a La mdxima velocidad
nelativa, respectivamente (131).

Como se observa en Las tablas siguientes (2 y 3)exis--
ten thes fonmas cinéticas de La RuDP-carboxilasa, s6fo La de mas alta afdi-

nidad ha sido identificada después de La £isis del cloroplasto.
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TABLA 2  PARAMETROS CINETICOS DE LA RUDP-CARBOXTLASA OBTENIDOS CON
DIFERENTES PREPARACIONES DE CLOROPLASTOS DE ESPINACA.
ALTA AFINIDAD INTERMEDTO BAJA AFINTDAD
Buja Km Alta Km
kn (HCO,™)
CpH = 7.8 0.5-0.8 2.5-3.0 20-25 mM
km (CO,) 13-22 microM 67-81 microM 540-670 mécaoM
VeLocidad
maxima
nelativa 1.0 3.5-4.0 0.8-0.9
Km (RuDP) 10-30 microM 30 microM 30.11 micaoM
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FORMA DE CARBOXILASA VELOCIDAD
micromol mg"’ ceon !
CLonoplastos intactos
gotosintetizantes 20
Alta afinidad
bajo Km
carboxilasa en oscuridad 24
Km .intermedio
carnboxilasa en oscunidad 27
Baja afinidad
alto Km
canboxilasa en oscwridad 1

TABLA 3 ACTIVIDAD DE VARIAS FORMAS CINETICAS DE LA RUDP-CARBOXILASA
(C0, 9.0 micromoLes ) USANDO LAS MISMAS PREPARACIONES DE CLORO
PLASTOS, (131)
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La actividad de £a carboxifasa depende de £a concentra
ci6n de Lones magnesio (133), a 10 mM se obtiene un 8§0% de activacibn. Sin
embargo 54 se Lisa el cloroplasto en solucidnes sin Lones magnesio, £a en-
zima es activa s6€o en un 30% cuando se mide con RuDP a pH = 7.8. S{ algdn
otho intermediarnio fosgonilado como el ATP, FOP 6 6-fosfogluconato estd -
presente, La enzima se inhibe completamente en Los plastidios Lisados (134
). EL pH también tiene influencia en La actividad y La alta afinidad de La
carboxilasa. Las siguientes observaciones sugieren que La Luz puede acti--
var La fifacibn de COZ , ya que La Luz causa que el pH del estroma se ele-
ve a § y La concentracidn de Lones magnesio sea de 10 mM aproximadamente y
en estas condiciones La enzima se activa. En fa oscunidad Los cloroplastos
Lienen un pH de 7.0 en el estroma y bafas concentraciones de magnesio de

takl manera que La RuDP-carboxilasa se encuentrha inactiva.

Buchanan y Schwumann (135) proponen que La enzima es -
activada porn La fructuosa-6-§osfato e inactivada por FDP, porn Lo que Lok
intermedianios §osforilados, pueden sern incluidos en La vneguzao,wn de ALa
RuDP-carnboxilasa. Chu y Bassham (136) muestran que La carboxilasa es acti-
vada por NADPH y 6-§0sf0gluconato.

La alta aginidad de £a RuDP-carboxilasa, también es de
pendiente de La afinidad de ésta por el oxigeno (137), esta actividad de
ox{genasa produce fosgoglicolato y deido fosgoglicilico (138). EL fosg0g8Li
colato se hidrnoliza a glicolato y es transportado hacia fuera del cloro---
plasto, para servin como sustrato en La Foto-hespinacién que se Lleva a
cabo en el peroxisoma Fig. (2).

La comparacibn de La actividad de La carboxilasa con

La oxigenasa en funcidn del pH y de Los niveles atmosféricos de COZ y oxt-
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geno, dan evidencias de que La disminucién de Los sustratos en La Fotosin-
y La Fotornespiracibn, podnian ser controladas porn estos factornes. EL  pH
Optimo para La RuDP-carboxilasa de alta afinidad, es de §.2 a §.3, mien---
thas que La oxigenasa es de 8.6 a §.8. Estos datos fueron obtenidos en s0-
Luciones idénticas de preparaciones de cloroplastos para comparar Las velo

cidades .

REGULACION DE LAS ENZIMAS: FRUCTUOSA DIFOSFATASA Y
SEDOHEPTULOSA DIFOSFATASA.

Los estudios de La via fotosintética en Chlorella, in-
dican que Las actividades de La fructuosa difosfatasa (FDPasa) y sedohep--
tulosa difosfatasa (SDPasa), son mayornes en La Luz que en La oscuwiidad -
(129). Los iones magnesio y FOP tienen influencia en el pH Gptimo de La -
FDPasa (140). En presencia de bajas cantidades de Lones magnesio (0.25mM)-
y FOP (0.15 mM), La enzima exhibe un pH Gptimo de §.8 (141). Recientemente
Baiern y Latzko (142) mostraron que, en presencia de un fuerte agente reduc
ton como el ditiotneitol (DTT), se mide una considerable alta actividad de
La FDPasa con cantidades f§isiolégicas de MgH y FDP a valores de pH meno--
nes de 8, La presencia de DTT, propicia que Los Lones magnesio y FDP cam--
bien el pH Gptimo de La enzima, Lo que estd de acuerdo con La activacibn
de FDPasa en La iluminacibn y su desactivacibn en La oscwiidad, ya que el
pH y La concentracién de Lones magnesio, varian en La Luz y en £a oscuwrii=~
dad.

Buchanan, Schurman y Kalbere (135) muestran que en £Los
clonoplastos puwiificados La FDPasa es activada pon La ferredoxina neducida

en presencia de factornes proteicos. Estos investigadores establecen que La
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activacibn es estrictamente dependiente de Los Lones magnesio. Con FDP -
(0.5 mM), Mg-ATP (0.5 mM) 6 Mg-ADP (1.6 mM) La enzima se inhibe en un 50%
pero el grado en el cual esta enzima es activa en La Luz (in vivo), en 04
cwiidad w othas condiciones fisioldgicas, no es conocdldo.

La enzima SDPasa también es depnediente def pH y de -
Los Liones magnesio y puede sen activada con DTT con 20 mM de Mg++ (143) ¢
neducida con ferredoxina en presencia de un facton proteico que también -
activa a La FDPasa (144), pero en La SDPasa se observa una mayor activacd

6n con a ferredoxina neducida (Mg'* 5 md pH = 7.8 ).

2B) GRANOS DE ALMIDOM.

Los granos de almidén se presentan con forma elipsod-
dal, se acumulan en Las interlamelas del cloroplasto y miden 1.5 milimi--
cnas aproximadamente Fig. (17). Se observan generalmente en Los cloroplas
tos de La vaina vascular, aunque también aparecen nesiduos después de va-

nias horas de exposicibn en Luz, en Los cloroplastos del mesofilo. (145).

2C) PLASTOGLOBULT.

Los' plastoglbbuli son glbbulos osmiofilicos que se en
cuentran en el estrhoma del cloroplasto, varian en ndmero y tamano Y Au -
funcién no es adn clara, pero en general se consideran como granos almace
nadones de Lipidos (146) Fig. (17 y 18). EL ndmero y tamailo aumenta con
el tiempo, ya que se ha encontrado una gran cantidad de plastoglébuli en
Los cloroplastos degenerados. Después de La fifacibn con osmio, el plasto

gl6buli aparece al microscopio electrbnico como un cuerpo oscuro, denso,



_61=

sin estructuna interna déistinguible y que presenta altas cantidades de £i-
pidos, quinonas, plastoquinonas, akfa-tocofenol-quinona y vitamina K1, al-
observanse su espectro de absoncibn con extractos de Etern de petndéleo (147).
Los plastoglébuli carecen de una membrana Limitante y funcionalmente presen
tan neservorios de Lipidos Lamelares, acumulados en La oscunidad,Figs. (17

y 18).
2D) ACIDOS NUCLEICOS.

ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO.

Los clonoplastos contienen 0.5% en peso seco de deddo-
desoxiibonucleico (DNA). Cdleulos de densidad de §lotacibn, indican dife
nencias entre el DNA de clonoplastos y DNA mitocondrnial de £a misma cétula
(148). EL DNA de clonoplasto presenta doble hélice y relacin de 1 en su -
composicibn de bases A/T = G/C .

La expresibn genética en el cloroplasto se nealiza por
fa actividad de una RNA-polimerasa dependiente de DNA. Sin embango, La “--
transeripeidn del DNA de cloroplastos en Chlamidomonas, es sensible a La -
thib@cién selectiva de ninfomicina y La polimerasa del cloroplasto de =
plantas superiones no es inhibida por este antibiético (148). EL peso mole
Lecularn del DNA del cloroplasto es de 4 a 11 x 107 y se observan 20 copias
de un 8620 tipo. (149), ademds el cloroplasto contiene toda La maquinaria-
para La expresibn y rneplicacibn del genoma y actividad de DNA polimerasa,-
que es requisito para La duplicacibn dek gene (150). Tanto esta enzima co-
mo el DNA se unen fuertemente al cloroplasto y es posible aislar el RNA --
mensafenc radioactivo. La formacibn de este producto, es dependiente de --

Los ocuatno desoxinribonuclebtidos tni fosfatados que estdn presentes como
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Fig. (17) MIcrnofotogragia electrnbnica de cloroplastos de

La vaina vascular, en donde se muestran Los gra
nos de afmidén (ST); doble membrana (E); grancs
osmiofilicos (0) ; estroma (S); estroma Lamelar

(SL); reticulo periférnice (PM) y peroxisomas (PE)
(145).



—65-

Fig. (18) Microfotogragia electnbnica de un cloroplasto
del mesofilo de matz. Abreviaciones: plastogll
buli (0); doble membrana (E); grano (G); estro
ma (S); estroma Lamelarn (SL); reticulo perifé-

nico (PM). (145)
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susthatos y es Anhibida por DNAasa y actinomicina D. La banda de Los pro-
ductos marcados que se obtienen en Los gradientes de cloruwro de cesio, hi
bridiza con DNA de cloroplasto en un 45%, pero no Lo hace con DNA nuclean
(7%). Esto indica que La polimerasa del cloroplasto es dirigida pon el -
templado de DNA def cloroplasto.

ACTDO RTBONUCLETCO

En Las microfotografias electrénicas se observan rnibo
somas en Los c(’_a.'wp;,’;mtob Fig. (19) y cuando se aislan, son iguales a Los
nibosomas mitocondrniales y bacterianos en cuanto a coeficientes de sedi--
mentacidn (708). Los poliwiibosomas se encuentran unidos a La Lamela del-
cloroplasto. EL RNA nibosomal (nRNA) se hibridiza con ef DNA del cloropla
to y DNA nuclearn (148). Mientras que Los ribosomas thopKd&mLCOA dan un -
ARNA que s6Lo hibridiza con ef DNA nucLear, pero no con ef DNA de cloro--
plasto, porn Lo que este DNA puede codificarn solamente un pequeiio nimero -
de nibosomas altamente especificos en el cloroplasto.

EL nRNA difiere del citopldsmico en su composicibn,ya
que el #RNA del cloroplasto tiene un coegiciente de sedimentacibn de 23S-
y es Ldabil durante el aislamiento (151). En Chlamidomonas neinharndi el -
HRNA del cloroplasto es de 16S y de 23S y se codifica uno detrnds de otno.
En Los nibosomas de cloroplastos hay un 44% de RNA y el nesto es de prote
ina. Lytlleton (152) aislé ribosomas de cloroplasto de éAanaca y encon--
6 15 bandas de proteinas con electroforesis en gel de poliacrilamida.
Las proteinas ribosomales del eloroplasto fueron muy diferentes de Las --

proteinas nibosomales del citoplasma.

EL deddo nibonucleico de trhansferencia (fRNA) ha s4ido

aistado de cloroplastos y también parece sen distinto def ARNA del ci
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toplasma. Se ha encontrado N-formil,metionil-1RNA en cloroplastos de haba-
y uigo y el tRNA muestrha hibridizacibn diferencial con DNA de cloroplasito.
EL cloroplasto parece fenern su propio DNA, DNA-polLimerasa, RNA-pofimerasa,

nibosomas, LRNA y enzimas que activan a Los aminofeidos.
2E) PIRENOIDES.

Los pinenoides 560 se han encontrado en algas. Holds-
worth (154) Los aislé de Eremosphaera virnidis y encontrd que estdn compues
tos de dos proteinas diferentes, pero adn no estdn bien caracterizadas.Los
pinenodides de Anthocerotales se observan como partes especializadas del es
troma (155) Fig. (20). Su estructura y funcidn son desconocidas y hasta La

fecha no se han neportado en plantas superiores .
2F) RETICULO PERIFERICO.

EL neticulo periférico (RP) consiste en un sistema de
tdbulos anastomosados y vesiculas contiguas que son una prolongacibn de La
membrana Ainterna (156) Fig. (21). |

Laetsch (157) observd que el reticulo periférico s6£0-
aparece con determinados métodos de §ifacién, es decin, que se observan en
La fijacidn con glutaraldehido y/6 tetnéxido de osmio en cuarnto fnio Y que
es destruido 6 considerablemente alterado con permanganato, Lo que sugiere
que La composicibn del reticulo pertiférico es diferente: de La membrana del
tilacodide y de La doble membrana def clLoroplasto, ya que Esta dltima netie
ne su integridad con esta fijacibn. EL retfcwlo periférico se presenta en
La mayornia de Las plantas C-4 y con mayor desarrollo en Los cloroplastos -
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del meso4ilo Fig. 21 . Sin embargo,se ha encontrado neticulo perifé
nico en plantas C-3 como el trnigo, en condiciones sublptimas (158) y en --
cloroplastos del mesofilo de Dactylis glomerata (159) y Typha Latifolia --
(160); estos dltimos autores postulan una correlacién de La presencia de -
neticulo pesiférnico con La Limitacibn de La Foto-nespiracién. Taylor y co-
Laboradones (161) encuentran neticulo periférico en cloroplastos de grifol
de so0ya en donde La planta estaba sufeta a muy bajas temperaturas, conclur-
yendo que el neticwlo periférnico se presenta en Las plantas C-3 que se en-

cuentrnan en condiciones dndsticas de temperatura.

Fig. (19) Microhotogragia de un clorcplasto en donde se observan Los ribo-

somas (R) en el estrnoma (S). (167).
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’

Fig. (20) Microfotogragia electnénica de un cloroplasto
de f§lageflata (alga verde) en donde se observa
un contorno cieunc que ef el pirenodde (Pin)

C8172 X 20 000 (155).
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Fig. (21) Retlculo periférico (PR)en el cloroplasto de

una cbluwla de La vaina vasculan (162)
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CAPITULO 2
EROSSIN0 SRR E SR PANTNRE AL G T g N

La Foto-nespinacibn es un proceso que se define como
La oxidacibn de Los intermediarios de fLa fotosintesis, con Ra produccin-
de COZ’ que e estimubada por La Luz. Este proceso ocwirne princdipalmente-
en plantas Auyr;monu donde d COz es fifado a trhavés del metabolfismo C-3
de’ La Fotosintesis (en el Ciclo de Calvin). Bassham (163) encontré que u~
no de Los plulme)m/; productos de La Fotosintesis es el fosfoglicolato, ade
mds del deido 3-fosfoglicérico (A-3PG). AL aiio siguiente ZelLitch (145) de
tectb La oxdidacibn ndpida del fosfoglicolato a glioxilato porn La glioxika
to -oxidasa, a La vez que hubo un aumento en La Foto-nespiracibn y en sus
expetimentos posteriones con hojas de tabaco , usé alfa-hidroxipinidin-me
tasulfonato como inhibidon del metabofismo def glicolato, el cual se acu-
mula y €sto produce un aumento neto en La Fotosintesis. Durante La biosin
tesis del glicolato Fig. (22) , fa RuDP se carboxila en el clLonoplasto -
por La aceibn de La RuDP-carboxilasa, dando como productos: A-3PG y glico
Lato. EL glicolato pasa al peroxisoma contiguo al cloroplasto Fig. (23) y
se oxdda por La glicolato-oxidasa a glioxilato y perbxido de hidrbgeno -
Fig. (24]), el glioxilato se amina por La transaminasa del peroxisoma a -
glicina , La cuad pasa a La mitocondnia Figs. (23 y 24)en donde se thans-
forma en serina y COZ por La serina-hidroximetil-transferasa Fig. (24),el
COZ Liberado en La neaccibn anterion, es el nesponsable de La mayor parte
del COZ producido en La Foto-respiracibn (165). La serina se thanspornta-
al peroxisoma y fonma glicerato, que es §osforilado para intervenin en el
Ciclo de Calvin, cerrdndose con ello, el Ciclo de La Foto-respinacibn.
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Fig. (23) Microsotoghagia electrbnica de La seccidn de una
hoja que muestra el peroxisoma adyacente a La md

tocondnia y a Los clornoplastos. (145).
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Para medin La Foto-respiracién se utilizan campanas ce
nradas y se mide La concentracibn de COZ Liberado, que generalmente es de
40 a 50 ppCO, en ek punto de compensacibn, es decin el punto en ef cual el
proceso de La Respiracibn y Fotosintesis de La planta , se equilibran mu--
Ztuamente, el COZ expulsado en La hespinacion es el necesarnio para que La -
planta fotosintetice.con tal intensidad que exhale 02 suficiente para nes-
pirar. En Las plantas con metabolismo C-4 no se detecta punto de compensa-
cibn y el metabolismo del glicolato estd inhibido, Lo que produce una du--
plicacién neta de La fotosintesis, por La disminucién de La concentracidn-
de oxfgeno atmosférico de 21% a 2% , que incrementa hasta en un 45% La cap

tacibn de COZ (164).

Bfornkman (166) postuld que La foto-respiracion actia--
como un mecanismo de proteccibn contra La fotodestruceibn en perivdos de -
sequia y alta intensidad de Luz. Sin embargo La mayoria de Los investigado
nes, plensan que La fofo-respiracién es un proceso metabélico de desperdi-
cio para La Fotosintesis, ya que sin Foto-respiracién, aumenta La produc--

cibn de carbohidratos en Las plantas C-3.
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CARACTERISTICAS MORFOQLOGICAS DE LAS CELULAS DEL
MESOFILO VY DE LA VAINA VASCULAR EN PLANTAS C-4.

Las plantas C-4 presentan una anatomia peculian en sus
hofjas, donde se observa, en et maiz, fa presencia de una vaina de tefido -
vascular rodeada por una capa concéntrica de Largas célukas con paredes niL
gidas - en el exterion nodeada por uno 6 mas anillos de Las células del me
5064’1’.0 Figs. 25a y 25c (146). Las células de fa vaina contienen cloroplas-
tos sin grhanos (ag/c.anaﬂgls) con nesiduos de almidén Fig. (27b) y Las célube
Las del mesofilo contienen numerosos cloroplastos con ghana noamal y pared
mas delgadaFig. 18 pag 63 . Sin embargo se ha encontrado en otrhas plantas-
tropicales, grana variable en Los cloroplastos de La vaina. Las células de
La vaina que no presentan dimorfismo estructural en Los clonoplastos, Lo -
presentan en el ndmero y ZLamaiio de Las mitocondrnias, asf como, mds crestas
comparativamente con Las crestas de Las mitocondrias del mesofilo Yy numero
504 michocuenpos. Otra caracteristica estructural de Las plantas C-4 es La
presencia de neticulo periférico Figs. Zla y 21 b (pags. 68 y 69, que se-
;)bémua'.. como prolongacior  de La membrana interna del clLoroplasto en e -

tioptastos y mefor desanoflado , generakmente , en el tejido mesogilico.

La anquitectuna de Las hojas de Las plantas C-4 , per-
mite La difusibn gaseosa de Las células def mesofilo hacia La pared de Las
células de La uaiﬂa vaseular. EE acceso de C0, estd parcialmente impedido
porn La presencia de una capa de suberina en La pared de estas células. Tam
bien se observan en Las hojas de Las plantas C-4 células parenquimatosas -

grandes, con paredes gruesas y cloroplastos de gran tamaio.
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Todas Las caractertsticas antes citadas, constituyen £a a
natomfa tipo Krnanz descrita porn Haberland, mencionada pon laetsch (167) Fig.
25a,c Y varios investigadones fa han usado como criterio para reconocer La

presencia del metabolismo C-4, (168)

las caractentsticas de La anatomia Kranz se pueden resuws-

min de La siguiente manera:

1).=- Existencia de un cilindno 86&8ido del tefido vascular

2) .= Gran tamaiio de Las células de La vaina con paredes -
ghuesas, sin espacios abreos entne Las células.

3).~ Hojas formadas por granos de almidén que constituyen
La mitad del volumen de La hoja y proporcionan una &
nea superficial pequena.

4) .~ Ctlukas de tefido mesogilo en contacto con células «
de espacios abreos.

5) .= Velocidad de transpiracibn muy baja (casi cero)

La eficiencia de un sistema evolucionado en La fijacibn -
de C0, en fa periferia de estos cilindros, ha dado como nesultado una rdpi-

da acumulacibn de materia seca y baja pbrdida de agua en plantas C-4. (169)

A Las células de La vaina vascular de Las hojas, se Les =
ha eamado "endodermo" 6 c€lulas almacenadoras de almidén . Este tejido tie
ne caracterntsticas parecidas al emdodermo de La nafz de algunos tallos.
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Fia. 25 (A). Micnogotograkia electrénica de hojas
secelonadas de una planta C-4 (Panicum maximun X 163).
(anatomia tipo Kranz).

Fig. 25 (B) Micrnofotografia electrnénica de hojas

seccionadas de una planta C-3 (Panicum hisuloatum).
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CELULAS DE GUARDA CELULAS EPIDERMICAS

CLOROPLASTC XTLEMA ¢ CUTTCULA CLOROPLASTC
" /

; FLOEMA CFLULAS DE GUARDA

CELULAS DE LA VAINA VASCULAR CELULAS DEL MESOFILO

Fig. 25 (C). Seccibn transversal de una hoja de maiz donde se muestran

Los clonoplastos del tejido mesofilico y de La vaina vas-

cular. PRanta C-4 .Anatomia tipo Knanz



7.8

En Las plantas C-3 se observa un parnénquima en empali-
zada con células prismdticas agrupadas en 4ilas apretadas y un parénquima-
esponjoso de células redondeadas con espacios intercelulares y cloroplas--
tos cldsdicos en un sistema membranoso diferenciado en grana e intergrana.-
Fig. 25 (Blpag. 78 . Estas caracternisticas varian segin el . Egimen hidrico
durante el proceso de diferenciacibn y segin La cantidad de Luz bafo Ra --
cual se desarriofla La planta. (4).
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CAPA DE CELULAS DEL MESOFTLO

Fig. (26) Conte tranmsversal de fa hoja de una monocoti-
Ledbnea C-4 (Trnachypogon plumosus) (4).
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DISTRIBUCTON DE ORGANELOS Y SU RELACION CELULAR EN

PLANTAS C-4.

Un conte transversal de una hoja de Trachypogon plumosus
monocotiledonea C=4, estd nepresentada en La Fig. (26) (4). En ella se obsen
van mds de una capa del tefidc mesofilico. Esto es importante para La difusi
6n de gases § transporte de metabolitos. las célufas de La vaina vascular s
mds grandes que Las cBlulas del mesofilo; hay alrededor de cinco cllulas del
meso§ilo por una de La vaina vascubar, Estas Gtimas Tienen un contorno regu
Lan y fonman un anillo completamente cerado al rededon del tejido vascular
. lna vista global de Las c&lulas dek mesofilo y de £a vaina, estdn LLustha-
das en La Fig. (27 a) en donde se observan espacios de aire en Las c&lufas

det mesofilo y en La Fig. (27 b ) un cloroplasto de Las c&lulas de fa vaina
vascularn de plantas C-4.

En £z Fig. (28) se observa La presencia de plasmodesmos
(p) que son §ilamentos que ponen en contacto Los protoplastos de dos célu~
Las contiguas. Los plasmodesmos se encuentran empacados y miden alrededon
de 325 8 a 650 & . La capa suberizada parece inhibin el paso de colorantes
a fa vaina vascular, pero no se sabe 34 sirve como cuticula Anferion 6 como
barrera de agua . Su este fuera el casc, el plasmodemo podrla ser s6Lo una
nuta de transponte entrne Las dos capas de células. Tambiln es interesante -
conocen 44 esta capa suberizada es una bavrera para La difusibn de gases,

pues no e encuentra en dicotiledbneas C-4.
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Fig. (27a) Vista global de Las células del mesofilo (MC)
y de La vaina vascular (BS) en una seccibn -
thansversal de La hofa de caiia de azdcan.

Fig. (27b) Cloroplasto de La vaina vascularn de caiia  de
azdear. Las Lamefas se extienden a través del
eatroma (171).
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Fig. (28) Aspecto de La vaina vascular y células del mesofilo radial de
una hofa de Paspalum nepens , en dorde se muestra un pLasmo-
desmo (P). almidén (a); rneticulo periférico (ap); vaina vascu
Lan; (VV); mesofilo (M) (4).
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En La Fig. (29) se observan cloroplastos de £a vaina-
vascularn (29a) y del mesofilo (29b) de caia de azdcar, éstos @timos son-
mas numerosos, pero Los de La vaina son de mayorn tamaio por Lo que el vo-

Lumen total es Lgual. (171)

" Se encuentra un mayor nimeko de microcuerpos y de mi-
tocondrias en KgA células de La vaina. Ambos organelos estdn involucrados
en La Foto-nespinacion, La que se Localiza fisicamente en Las células de
La vaina vascular de fas plantas C-4. Esto explica La dificultad de detec
tarn Foto-nespiracibn en Las plantas C-4, pornque La mayoria del COz Libera
do en La vaina vascular porn Foto-respiracion, es neasimilado en Las célu-

Las del mesogilo. (4).




CLOROPLASTOS DE LA

VAINA _VASCULAR

-§4-

(w)

CLOROPLASTOS DEL
MESOFTLO.
(b)

Fig. (29a) CRonoplasto de La vaina vasculan despaes de

7 honas de Luz. Obsérvense Los ghandes acdmulos

de almidén en el estroma X 7 800 .

Fig. (29b) Cloroplstos del mesofilo después de 7 horas

de fuz. Observese el gran nlmero de tilacoides
en cada ghano y minimas cantidades de almidén

almacenado X 16 000 (171).
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CARACTERTSTICAS FUNCIONALES DE LOS CLOROPLASTOS DE LAS
PLANTAS C-4.

En 1965 Kontschak, Hawnt y Bwwn (172) nepontaron que £a

— caia de azdcar no producia A-3PG como primen producto-de La Fotosintesdis b4 ——
no que se formaba malato y aspartato (deidos dicarboxilicos de cuatro carbo
nes) en presencia de Luz. En Los siguientes dos aios Los australianos, Hatch

y Sack, trhabajando en el Laboratorio de investigacién de una nefinernia azu-
carnerna, neportaron Los mismos nesultados cuando marcaron 14C02 en hofas de -
caiia de azdcar en Luz, y obtuvieron como primenos productos marcados, malato

y aspartato. Sus observaciones han sido atendidas con considerable detalle y
esta nueva via es estudiada en La actualidad con mucha atencibn.

Ademds de La caia de azdecarn otras plantas como el As0rgo,
maiz y algunas mono y dicotileddneas, producen Los mismos productos metablli
cos y son conocddos porn su alta capacidad productiva. A este tipo de plan--
tas se Les denomina plantas con metabolismo C-4 6 simplemente plantas C-4. -
Actualmente se define La via C-4 como una secuencia de reacciones en Las cua
Les, ek COZ es transferido del canboxif 4 de Los deidos de cuatrho carbones a
Los sustratos iniciales de Las reacciones del Ciclo de Calvin (174). A dife-
nenceia de este Ciclo, en donde La carboxilacion y neduccidn del carbono es -
‘ nestriingido al cloroplasto , La via C-4 incluye La operacién de neacciones -
en el citoplasma, mitocondria y clonopkasto, arf como el transporte de meta-
bolitos internmedianios,entre Los distintos comparntimientos intracelulares. -

En Las plantas C-4, La carboxilacibén se inicia con La en

trhada del COZ atmosférico a trhavés de La abertura de Los estomas a Las célu-
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Las del tefido mesofilico, y neacciona con el fosfoenolpiruvato (PEP). produ~
cibndose deido oxaloacttico (AOA). la enzima que cataliza esta rneaceibn  es
fa PEP-carboxifasa que tiene una alta aginidad por el CO2 y baja afinidad -
porn el oxigenc; es decin que no hay competencia entre el oxigeno y el C02 -
por esta enzima (fase de carboxilaciln). EL foido oxaloacbtico (AOA) es napd
damente transformadoen milicoporLa NADP-matato deshidrnogenasa Fig. (30b)-
en algunas especies en aspdrntico Fig.(30c)y (30d); posterionmente el makato-
6 el aspartato 2/5 transpontado del citoplasma de fas céfufas del mesofilo a

Las de La vaina vascular. (176)

PROPTEDADES GENERALES DE LA ENZIMA FOSFOENOLPIRUVATO-CAR

BOXTLASA.

Antes de continuan descrnibiendo La via C-4 revisaremos-
algunas caracteristicas de La enzima que Linterviene en La fase de descarboxi
Lacidn de Las neacciones oscuras de La Fotosintesis C-4. La PEP-carboxlasa,
presenta seénsibilidad al AOA con un 50% de inhibicién a 25 mM, mientras que-
el aspartato y el piruvato, A6ko tienen poco efecto sobre ella. También d_—
A-3PG La inhibe y Ra G-6P; F-6P y R5P La activan. Se ha comprobado que es u-
na proteina alosténica , porque presenta una cwrva sigmoidal en su cinética.
En Atriplex spongiosa; A. hastata y Sedum pueltrum, presenta un 80% 6 90% --
de inhibicibn en presencia de 5 6 10 mM de compuestos bisulgfiticos. Sin em--
bargo su actividad no es afectada por altas concentraciones de oxigeno, pero
muestna Anhibicién con 100 6 200 mM de NaCl. Estos nesultados se han encon--
trado en el mesofilo, ya que en otras parntes de fa planta La enzima casi no-

se afecta pon Los aniones (176).
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Las plantas C-3 y C-4 presentan diferencias en Las pro-
piedades cinéticas de La PEP-canboxilasa, pon efemplo en C-4 La Kn del PEP-
es de 0.59 4 en C-3 de 0.1 mM, La Km en micromoles mén”! mg-I clon de PEP +
Mg es de 0.5 en C-4 y de 0.097 en C-3. También en el metabolismo CAM y otros

onganismos autétrhofos, se presentan valores distintos en Los pardmetros an-

— Zerndores. En general Za enzima wtiliza derivados de adenin nuckedtidos mas-

eficientemente que otrhos nucledtidos y nequiene de un L6n metdlico divalen-
Ze (Mg”) para su actividad (177).

DIVISION DE LAS PLANTAS C-4 DE ACUERDO A SUS CARACTERIS

TICAS BIOQUIMICAS. _

En La gase de canboxilacibn todas Ras plantas C-4 LLe--
van a cabo el mismo mecanismo bloquimico en Las células del mesofilo, pero-
en La fase de descarboxilacibn, se han encontrado hasta La fecha, thes meca
nismos metabdlicos distintos, de aqui se propuso (175 y 178) que Las espe--
cies C-4 se podia clasifican en thes grupos distintos de acuerdo con Los ni

veles elfevados de una enzima especifica. Estos son Los sigulentes:

TIPO ENZIMA ESPECIFICA OTRAS ENZIMAS QUE INTERVTENEN
® I Enzima mdlica dependiente Malato deshidrogenasa y todas Las enzi--
de NADP (EM-NADP) mas del Ciclo de Caluin.
[l Fosfoenol-piruvato carbo-  Piruvato-§osgatoquinasa; AMP-quinasa y
x{quinasa (PCK) todas Las enzimas def Ciclo de Calvin.

111 Enzima milica dependiente Todas Las enzimas del Ciclo de Calvin.
de NAD (EM-NAD).
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En el grupo T (Eipo 1) La enzima que interviene como des-
carboxilasa, es La enzima mdlica dependiente de NADP (EM-NADP) Fig. 30b pag.-
89 y se encuentrna Localizada en Los cloroplastos de La vaina vascular de La -

plantas C-4 (179). Esta enzima cataliza La siguiente neaccibn:

MATATO + NADP ——— NADPH + PIRUVATO + C02

Una parte del piruvato negresa a Los cloroplastos del me-
404§iLo donde se transforma en PEP, por La accibn de La piruvato-fosfodiquina-
sa, el nesto del paruvato se queda en La vaina vascularn y el otrno producto --
que es ek C0,,entra ak Cicto de Calvin (179).

En el segundo grupo de especies C-4, Las plantas presen--
tan baja o nula actividad de La enzima mdlica dependiente de NADP. En 6stas,-
el AOA es transformado en aspartato en el cloroplasto del mesofilo y poste—--
rlonmente acarveado a Las células de La vaina vascular, donde es transaminado,
para hegenerar AOA Fig. (30c)(pag. 89). EL AOA nesultante es descarboxilado -
por La PEP-carboxiquinasa, para dar como productos PEP y COz . EL COZ entha -
en el Ciclo de Calvin en Los cloroplastos de La vaina, mientras que el PEP es
trans formado en alanina en el citoplasma por La alanina-aminotransferasa. Pos
terionmente este metabolito negresa al mesofilo donde es convertido a PEP por
otrha alanina aminotransferasa de £as células del mesofilo, pasando,desde Luego
por piruvato. Fig. 30c (pag, 89). (175).

La efevada actividad de La EM-NADP estd asociada con La e-
Levada actividad de NADP-malato deshidrogenasa, mientras que aquellas especies
distinguidas por su alta actividad, de cualquiera de Las otras dos carboxila--
Las, contienen invariablemente alta actividad de aspartato aminotransferasa y-

C(na aminothans ferasa.
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EL ghupo 6 £ipo 111 de Las plantas C-4 (Atniplex spon-
glosa), contienen bafos niveles de EM-NADP y PCK. En este grupo se propone
que el aspartato es trhansporntado a La vaina vascular y trhansaminado a AOA-
el cual es reducido a makato y descarboxilado por una enzima especifica de
pendiente de NAD, Localizada en La mitocondrnia (178) Fig. (30d) pag. 89.EL
CQ2 nesultante es fifado pon La Ru?P—can?oxiﬂaAa, para enthar al Ciclo de
Calvin, el otrho producto es el piruvato que es D;amz;m;na;io c; @@anzna.mE;L—r i
estas condiciones negresa a Las células del mesofilo donde es nuevamente -
transaminado y fosforilado a PEP. (176). En este grupo La enzima mdlica de
pendiente de NAD, funto con La mayornia de Las isoenzimas de La asparntato--
aminotrans jerasa y NAD-malato deshidrogenasa, estdn Localizadas en La mito
condria de Las células de La vaina y se propone (176) La siguiente via pa-

na Ra descarnboxilacién de Los deidos C-4.
ASPARTATO —» AOA —MALAT) ————— COZ + PIRUVATO

Para La mdxima actividad de descarboxilacifn, estas par
thlewlas nequieren La presencia de aspartato, alfa-cetoglutarato y fosfato, -
asd como malato y en ausencia de estos compuestos, La actividad se nreduce a
0.3 y 0.8 michomoles min”! mg'l Clon . La velocidad para La descarboxila--
cibn de Los dcidos C-4 es mucho mds grande que La actividad nespiratornia en
estas particulas (179).

Se suglerne La siguiente secuencia de nreacciones para La

descanboxilacibn del aspartato en La mitocondria:

1) ASPARTATO + ALFA-CETOGLUTARATO aspartato am&noi)tanxsﬂeﬂaxsa: AOA +
GLUTAMATO
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2) AOA + NADH “deshidnogenasa mdlica MALATO + NAD'

3) MALATO + NAD® “enzima mélica ™ CO.  + PIRUVATO + NADH

En La Tabla 1V se nesumen algunas caracteristioas dis-
tintivas entre Las plantas C-3 y C-4 (12)




CARACTERISTICAS

Enzima inicial en La

gifacibn de COZ’

Anatomla Kranz

Concentrnacibn de CGé'

Luz so0lanr

Temperatura Gptima

VeLecidad gotosintética

Fotornespinacibn

Radio 13C/12C

y C~3,
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PLANTAS C~4

PEP-canboxilasa

Presente

10 ppm

Saturacidn

30-35°C

48~80

Muy baja

-9 a ~18

(12)

PLANTAS (-3

RuDP-canboxilasa

Ausente

30~150 ppm

40 Rifolux

15 a 20°C

15-35

Activa

~23 a =36

TABLA TV ALGUNAS CARACTERISTICAS DISTINTIVAS DE PLANTAS C-4
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CAPITULO 3

TRANSPORTE DE ANIONES C-4

I CONCEPTO SOBRE TRANSPORTE DE IONES.

11 COMPARTAMENTALIZACION Y RADIOTRAZADORES CINETICOS.

ITT TRANSPORTE INTERCELULAR EN LA FOTOSINTESIS C-4.

IV BALANCE DE CARGA Y GRUPOS AMINO DURANTE EL TRANSPORTE

INTRACELULAR C-4.

v TRANSPORTE INTRACELULAR EN LA FNOTOSINTESIS C-4.

VI TRANSPORTE DE METABOLITOS EN RELACION A LA ACTIVIDAD
FOTOQUIMICA DE LOS CLOROPLASTOS.

VIT MECANISMO DEL TRANSPORTE DE ANIONES EN LOS CLOROPLASTOS
‘CON METABOLISMO C-4.

VITI EVIDENCIAS EXPERIMENTALES DEL TRANSPORTE DE ANIONES EN
PLANTAS (C-3.
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TRANSPORTE DE ANTONES EN LA FOTOSINTESIS C-4

I CONCEPTO SOBRE TRANSPORTE DE IONES.

Revisaremos brevemente el concepto de transporte de -
{ones, que involucna: Una reaccibn de intercambio que muestra selectividad
y que es dependiente del metabofismo para £a cual se ha propuesto el s4---

gulente modelo:

By
R + Mex e —> MR
Ky
K3
MR o= 3
K4

donde R y R’ nepresentan diferentes estados quimicos del acarreadorn de La
membrana; M es el i6n; MR es el complefo idn-acarreadon y K, . KZ , K3 Y
K4 , son constantes de velocidad. Este modelo es andlogo al de £a cinética

enzimdtica del tipo Michaelis-Menten; para obtener La velocidad, se utili-
za La f6rmula:

donde V = velocidad mdxima y (8) es La concentracién del i6n fuera de La -

membrana y Km es La constante de Michaelis, por Lo que se asume que K, es-
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nsignigicante, ya que el transporte de Lones , provoca una reaccibn revesr-
s4ble.
Para probar La validez de esta hipbtesis se determins -
La captacibn del ibn a diferentes concentraciones externas, observdndose u-

na curva hipenbélica, como La de La grdfica 1. (Epstein y Hagen) (183)

=
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: { 3 |88’ 4 15 +
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Concentracibn externa def ibn mM.

Segss 1t

Gndfica 1 : Velocidad de captacién del ién vs. concentracifn ex.

Teoricamente Los sitios neceptornes del acarreadorn (6 -

enzima), son saturados con el i6n (6 sustrato) al incrementarnse La concen-
thacion externa del mismo. Mds adn se obtiene una Linea necta en La ghdgi-
ca de Lineweavern-Burk, que grafica Las dobles inversas de La velfocidad del

sustrato, obteniéndose La inversa de La V max en el intercepto, como se ob
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serva en La ghdgica 2.

Captacion del Ai6n K+

5 mM

17 mM

0 mM

[Re']

=
S

Gnédfica ? Grdfiaa de Lineweaver-Buwik en donde se mues-
tha inhibicibn competitiva, (5) comresponde a as concentraciones externas -
de un £6n ; e 1 , 5 y 0 se refienen a Las concentraciones de un {6n com-
pitiendo pon su sustrato. Los valores son hipotéticos. En La inhibicién no-
competitiva , Las Lineas caen en el punto de interseceidn medio, indicando
que hay més de un 8itio reactivo.

Seglin La teonia de La cinética enzimdtica, cuando un --
£6n como el Rb+, compit e especificamente por un sitio dek acaveadon de K+,
se obtienen Lineas nectas con intercepeibn en el mismo punto, del cual  4¢

caleula 1/ V max (Grdfica 2). Los Lones que no compiten por este sitio es-
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pecifleo, por efemplo L en fa capfacibn de Rb+, puede Linhibin La captacd
6n de Rb" , bero no Anterceptarn en el mismo punto, dando una inhibicién no
competitiva. En experimentos postelones se encontrharon evidencias sobre s4
Tlos especificos para La captacibn de aniones, panticulanmente'en eritrnoed
tos, bacterias y en otnos sitios de captacibn para sustancias orglnicas co
mo por efemplo: Azdcares y aminodeidos, cuyos posibles acarrneadornes mues--
than especificidad por conformacibn molecularn y estereisomerismo. Se puede
concluin que Los estudios cinéticos son un arma dtil para el estudio de --

Los acarreadones en Las membranas

B modelo original de un acarreadorn, fue concebido ornd
ginalmente en una forma simple, Los resultados experimentales de Epstein -
(183b) en La curva de captacidn de fones, mostraron mds de una serie de hi
pérbolas nectangulares como se observa en La grdfica 3 pag. 100. En ella -
se muestran Las velocidades de captacidn con inflexiones miltiples (Lineas
continuas). Estas Observaciones Le permitienron a Epstein postularn un meca-
nismo dual de captacibn, segin La concentracibn externa del i6n usada , a-
bajo de 0.5 mM el sitio de trhansponte estd Localizado en el plasmalema, --
mienthas que a altas conpenﬂmcéonws, se encuentra en el tonoplasto (184).
Laties .(184) indica que dos acarvreadones estdn implicitos y podnian estar-
operando en serie. Nissen (185) concluye que Las inflexiones miltiples en-
La curva de captacibn de Lones en serie o en paralelo, puede sen consisten
fe con un modelo de un acarreadorn simple multifdsico en cada membrana del-
plasmalema y Lonoplasto.

En vista de Las intenpretaciones contradictonias de --
Los datos cinéticos basados en La hip6tesis del acaireador , no es posible

yonen hasta ef momento un modelo cornrecto.
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Grdfica 3 .- Representacibn de La isoterma de absorcibn con miltiples in-
glexiones (Linea continua). La Linea discontinua muestra una
pardbola, por Lo que todas Las isotermas muestran una curva

de adsoncibn , segin La ecuacibn de Freundlich.
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Recientemente han surgido conceptos significativos,--
que han ayudado a aclarar esto como:
a).- La teonia de selectividad de iones determinada por La fuernza -
del campo eléctrico y La hidratacibn del Li6n. (786,137).
b).- La teornia de La cooperatividad positiva y negativa, tomando co
mo modelo £a cinética enzimdtica. (188).

IT COMPARTAMENTALIZACION Y RADTIOTRAZADORES CINETICOS
EN PLANTAS C-4.

La cinética de experimentos con nradiotrazadones, ha --
proporeionado evidencias para La operacibn de La via C-4. (189). Hatch y
Stack (140), proveen un arma experimental Andispensable, para el entendi--
miento de £Los procesos que La componen. Cuando se equilibra La via C-4 ---
con aire normal y 14C02 » 4e encuentra que Los deidos dicanboxilicos de 4
carbones: Oxaloacetato, malato y aspartato, aparecen como productos inicia
Les y como intermedianios primarios de La via C-4. Los dcidos C-4 marcados
muesthan una curva de incosporacibn céncava hacia abafo, La cual es posi--
ble extrapolarka a un 100% con 74C, Aincorporado a tiempo cero. Fig. (31a).
Por otng fado Las curvas para el A-3PG Y sus proudetos, muestran una curva
de Ancorporacibn convexa hacia arniba, que es posible extrapolar a cero, -
con el valon de 14C Ancorporado a tiempo cero. La incorporacién de La nra--
dioactividad en el dcido 3-fosfoglicnice (A-3PG) Y sus productos, mues---
than una fase Logaritmica, mientras que el mancaje de Los deidos C-4 es '3
neal. Se han observado cinéticas similanes en experimentos con pulsos con-
tos. (Fig. 31b).

Cuando se marcan Los dcidos C-4 y el A-3PG en un dtomo
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de canbono especifico, se obéeaua'que el carnboxilo del C-4, de Los deidos
C-4, mantiene una actividad especifica constante, en un perfodo de tiempo
menor que el carboxilo C-1 def A-3PG . Fig. (31c)pag. 102 . En expesrimen-
tos de pulsos contos con Los deidos C-4, se piende rhapidamente La marca -
en el carnbono 4, comparada con ef carbono 1 del A-3PG, el cual muestra u-
na gase Logarnitmica iniciakl pronunciada (Fig. 31d pag. 102). Las Figs. --
31c y 31d, muestran que existe un almacén Libre de intermediarios marca--
dos, con cinéticas de marcaje tipicas , para intermediarios marcados en -
el carbono 4 de Los deidos C-4 y C-1 del A-3PG; de estos resultados se de

duce fa siguiente secuencia metabélica de La via C-4.

COZ externo -----» C-4 de dceidos C-4 -------—- = almacén de intermediarnios -
de CO, ----- +>C-71 de A-3PG ———---mmmmmm e - productos.

La medida directa del almacén de Los intermediarnios -
de COZ por andlisis de radiotrazadores cinéticos (Figs. 31c y 31d), mues-
than que existen cantidades mucho mayornes que Las observadas porn simple -
difusidn de COQ del aire y que 8680 se producen en La Luz (Hatch,1971) -
(141).

La anterion secuencia de reacciones Limplica que La --
via C-4 es una senie de reacciones de carboxilacién y se define el proce-
40 en términos cinéticos. Las evddencias dirnectas con radiotrazadonres de
La gifacidn del COZ en el Cicko de Caluin, son escasas (142, 143). Las ob
servaclones anteriones son apoyadas por Los datos de fijacién de COZ a —
trhavés del tiempo, para diferentes especies C-4, mostrando que Las curvas
para Los deidos dicarboxilicos C-4 y A-3PG, mds Los productos, extrapolan

aproximadamente a 100% y 0% respectivamente como se grafica en La Fig.3la
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Se ha sugerido que mds del 15% def canbén gifjado por
Digitaria sanguinalis, es incorporado directamente en el Ciclo de Caluin.
(144,145), pero este dato hace falta demostrarlo por andlisds cinéticos.-

Sin embargo a 10 000 ppm de CO se han obtenido evidencias de carboxila

7 s
&ibn directa de La RuDP en Pennisetum puwrpdreum (146). Se han hecho pocas
observaciones de La inconporacibn de 14COZ dinectamente al A-3PG en Las -
plantas C-3 porn andlisis de trazadores radioactivos, en Las cuales Los d-
cldos C-4, comprenden una de Las variables, pero existe muy baja propor--
cibn de Ros productos iniciales y muestran una respuesta cinética muy di-
ferente de La descrita en La Fig. 31 pag. 102 (147).

Los cambios def tamaiio del almacén de intermediarios-
dunante el susministro de COZ y de Las transiciones Luz-oscuriidad, tambi-
n confirman La secuencia metabélica ilustrada anterionmente. En Las ho--
fas de Zea mays (planta C-4), Los dedldos dicarboxilicos , presentan una -
fase Loganitmica antes que Los almacenes de A-3PG y RuDP respondan a La
Thans ferencia a COZ purto, seguido porn La Fotosintesis en el estado de equi
Librio (148). Estos experimentos implican una fuente interna sustancial -
de C0, para et Cicko de Caluin y muestran La relacibn precwison-producto,
entrne el aspartato y PEP.Cuando Las hojas son mantenidas en COz Libre de-
aine, no se observan cambios sustanciales en Los almacenes de A-3PG y --
RuDP, comparados con Los de Las plantas C-3 (148). Sin embargo en estos -
expesimentos no puede distinguinse La fuente de COZ §ifada, s4 viene del-
Cice de Caluin 6 det almacén de Los deidos C-4.

Desde el punto de vista bioquimico y §isioldgico, ZLa
vic C-4 de Los dcidos dicarboxilicos, es mds completa que £a via de neduc
clbn de Las pentosas fosfato 6 Ciclo de Caluin.
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Una de Las caracteristicas del Lransporte en La via
C-4, es el intercambio de intermediarios gotosintéticos entre células a-
dyacentes y dentro de La cétula. Llas evidencias sobre el thansponte,se--
nail examinadas en relacibn a Los datos disponibles en el contexto de --
procesos de thanspornte similares en otrnos Zefidos.

Para deginin La via C-4 con estudios de nadiotrazado
nes, e nequienre Anformacibn acerca de Las enzimas que Antervienen en La
distnibucién de Los componentes de Las neacciones entre y dentro de Las-
células del mesogilo y de La vaina vascular.

| B punto medular del problLema técnico es distinguin-
entre Las enzimas w organelos derivados de Los dos tipos de c&lulas foto
sintéticas , La vaina y el mesofilo. Una de Las aoluciones a este proble
ma , incluye el graccionamiento pon densidad, en medios no acuosos de ex
tractos de hojas (181). Para el maiz en particular, éste método propor--
clona una separacibn completa de Los cloroplastos del mesofilo y de La -
vaina vascular y da informacién sobre Las enzimas asociadas en cada tipo
de cloroplasto, asi como su onigen celula. Bjorkman y Gauhl (182) en---
cuentran que Las células del mesofilo son nelativamente trndgiles y Ras -
de La vaina muy hesistentes a La ruptura. ELLos obtuvieron un buen grado
de Aepmgzc/één por molienda diferencial del tefido de La hofa.

Un procedimiento mis vensdtil sobne La separacién de
cllulas, se obtiene usando celulasa y pectinasa para deghradar La pared -
celularn dek tefido mesofilico, obteniéndose Los protoplastos de estas cé
Lulas (199), posterionmente con tiempos mds Largos de incubacién, se ob-

fuvieron Ros protoplastos de Las células de La vaina.
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111 TRANSPORTE INTERCELULAR EN LA FOTOSINTESIS C-4.

EC complejo Kranz contiene Los componenetes esthuctura
Les esenciales de La via C-4 . Haberland (200) especul§ sobre La P0sLbLLL-
dad de una divisién de Labon entrne Ras célukas de La vaina y del mesofilo-
en el complefo Kranz. Posterionmente Rhoades y Carvalho (201), detectaron-
ol sitio de sintesis de almadon en La vaina vascular de Las plantas C-4. -
Actualmente con Kéé experimentos sobre compartamentalizacibn interncelular -
de La via C-4, se encuentra que Las enzimas de La sintesis de Los deidos -
C-4, estdn en Las ceiﬂzaA del mesofilo y Las enzimas de descarboxilacibn y
del Ciclo de Calvin, en Las célukas de La vaina vascular. La confiumacion-
cualitativa mis interesante de La separacibn §isica de Las dos carboxila--
sas fue encontrada cuando se usé CO, nadioactivo a thavés del estoma y bi-
carbonato radioactivo a thavés del sistema vascular de especies C-4 (so0ngo
y Amarantus). Se encontrd que a Los 3 geg. el COz nadioactivo , es fifado-
en kos deidos C-4 del mesofilo, mientras que el A-3PG y compuestos f§osfori
Lados se obtuvieron como principales productos, cuando se Suplid bicarbona
£o marcado por 3 seg a La vaina vascwlar (202). Lla divisibn de Labor v@g
alizada porn Habertand (200), parece ser que {nvolucha cooperatividad a ---
cualquien nivel celular.

Para el estudio del thamspornte C-4, es (til tomar en -
cuenta dos pardmetros: EL §lujo metabblico (JM ) entre Las células del me
$04il0 a ta vaina vasculan y of coeficiente de difusion (D) de Los metabo-
Litos involucrados.

Eb transponte intercelularn de Los deidos C-4 6 metabo-
Litos C-3, puede ser a través de dos vias, Las cuales requieren §Lufos mi-

nimos de Los compuestos que Los constituyen, a través de La interfase en--
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the Las cblulas del mesofilo y de La vaina vasculan para efectuar La Foto-
sintesis. Pana caleular La velocidad del transporte en el drea de superti-

cie en Las células del mesofilo, se utiliza La siguiente ecuacibn:

wnidades = micromokes s @ em - , donde Jy = flujo minimo; P = Fotosinte-- -
845 neta; n = nadio y £ - Lon gitud de Las c8lulas dek mesofilo. Si el {fu
jo se efectia a través del plasmodemso, entonces Jy puede sern consegido-
por un factorn alfa, corrnespondiente al drea de La interfase, ocupado por -
el plasmodesmo. En La tabla V se muestran Los §lujos JM cornrnegidos al u--
san akfa = 3 X 1072 (203) . Las estimaciones de alfa, en maiz son compara
bles con Las de La vaina vascular de trnigo con alfa = a 2.8 X 1072 (204).-
EC afmacén de Los deidos C-4 en La Fotosintesis, puede sen estimada con —-
presicitn , haciendo experimentos con thazadores radioactivos | 191) y es--
tos se han encontrado acumulados en el citoplasma de Las células del meso-
§iko (205). EL §lufo puede ser estimado de Los gradientes de concentracibn

nesultando La siguiente ecuacidn: (206).

dunde J es el flujo, D es el coeficiente de difusibn de compuestos de peso
moleculon y carga similarnes a Los deidos C-4 y metabolitos C-3 (con un va-
2on de 8 X 1078 571 em™? ) (207); Cm y Cb , son Las concentraciones de

Los deidos C-4 en el mesogilo y La vaina vascular respectevamente; nom Y
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n b, son el rnadio promedio de La capa de cloroplastos en Las células del
mesogilo y La vaina vascular nefativo a La fibra del vaso central. Los va
Lores J, en La tabla V, son mucho mayores que £Los vakores de Jy menciona
dos con anterdionidad, pero sofamente 2 6 3 veces mayores que Los valores-
calewlados de J

MP
tengase celular.

en plasmodesmos que co ntienen el 3% del drea de La An

EL gradiente de concentracién requerido para mantener
el flujo de Los dddob C-4, necesarios para efectuarn La Fotosintesis, pue
de sen calewlado neannegtaqdo La ecuacion ? y sustituyendo JMP por JC
En Za tabla V se mLLQAR‘:)’L;}'L Los datos del gradiente de concentracibn reque
nido en Los dedidos C-4 en el mesofilo de Z. mays y ae Amarantus, es de -
25 y 50 % nespecitvamente del requerido, por Lo que se deduce que una pro
poreibn significativa del almacén de Los gaidos C-4 neside en Las células
de £a vaina vascular durante La Fotosintesis C-4. Los datos de autorradio
ghagia para A. spongiosa , muestra bastante CM (concentracibn mdxima)--
en Las clulas de La vaina vascular, después de 7 seg de exposicidn al &
COZ , obteniendo el 90% de La marca de Los dcidos C-4 . (208).

Tres puntos importantes son mantenidos en relacidén a-

Los flufjos minimos de Los deidos C-4 de Las células del mesofilo a Las cé
Lulas de La vaina vasculan durante La Fotosintesis C-4.

1) Los §Lujos pueden sen mantenidos por simple difusién, como Lo dedujo -
Osmond (208). EL coeficiente de difusibn aparente para Los deidos C-4,es
timados previamente (2 a 16 X 1o &gt cm_I), son cercanos a Los valones

publicados .
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2) Los flujos evidentemente nequieren de concentraciones menores que Los -

ghadientes de potencial creados; 54 Los deidos C-4 estuvieran confinados

a Las clulas del mesofilo.

3) Los gLujos involucran movimientos principalmente a través del plasmodes-

mo y no a través de La interfase de toda La célula. Esto estd apoyado --
por el hecho de que Los §lujos potenciales JC , son alrededon de 100 veces-
mayores , que Los flujos estimados, nequeridos para efectuar La Fotosinte--

845, asumiendo que existe movimiento sobre La superficie celularn total (JML

A. edulis y otrnas dicotiledbneas no tienen Lamelas de -
suberina L{dentificable en fa pared celular, entre Las células del mesofilo
y de La vaina vascular, de tal manera que La pared cefularn de £a membrana-
plasmdtica, puede hacer alguna contribucibn al §lufo total del metabolito-
0tra caracteristica de estas plantas, es La separacién grande que existe -
entre Los cloroplastos del mesofilo y Los de La vaina vascularn (173) y co-
mo consecuencia, Los metabolitos tendnian que moverse a una gran distan
cla. La gran resistencia de difusién impuesta porn La Longitud de La via de
difusibn, puede ser compensada por La nesistencia de La pared celular de -
Las cééulaA mesogilo-vaina y por mayor concentracién de gradientes de meta
botitos ( Tabla V ).

Un andlisis simikan del §Lujo de metabolitos C-3, pro-
puesto para operar entre células de La vaina al mesofilo, es dificil de de
mosthar , ya que estudios con radiotrazadores , nos dan evidencias direc—-
tas para estimarn el tamaito del akmacén, que es muy grande. Sin embargo en-
estas especies hay transporte de alanina (Tipo PCK, tipo EM-NAD), Los da--



-108-

TABLA 111. Propiedades del transporte intercelular de Los deidos C-4 y --
C07 durante La fotosintesis. C-4.

PARAMETROS SIMBOLOS DE LAS Z. mays A, edulis
ECUACIONES Y UNT
DADES.

Fotosintesdis

neta pon vol.

de hoja. P m{cﬂomoﬁ/S/cm-3 0.185 0.180

Supenficie de
Las células de
Pa vaing vaseubtan 1 hb cnlon 125 220

Feujo de dcidos
C-4 nequerido en

2a sup. total. 3, mécromot/S/en’ 1.48 X 107 -

2 0.82X10°

Flujo de dcidos
nequerido en La
via plasmodesmo JM mLcnawoK/S/cmz 0.049 0.027

Medida del alma-
cén de dcidos C-4
Lnvolucrados en La

Fotosintesis. mLcnomoE/anB

1.85 1.82

Concentracién maxsi
ma de deidos C-4 en
el mesGilo on mécromol/om® 38 60

Radio de La capa

del cloroplasto de

Las células del me

264400 n om 0.006 0.008



PARAMETROS

Radio de La capa
del clonroplasto
de Las células de
La vaina vasculan

Flujo de dcidos
C-4 caleulados
Aeguin La ecuacidn

Gradiente de dci-
dos C-4

Concentracibn de

COZ + HCO3

Flujo de netonno
de co, f HCO,.

segun Ec. 2
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SIMBOLOS DE LAS
ECUACTONES Y
UNTDADES.

ny (em)

Jc micnomot/mnz

Cm-Cb mLcnanoE/mm3

michamol/ans

micnamo£/3/dw3

Z mays

0.0045

0.178

12.5

0.6

0.0035

A. edulis

0.0025

0.052

2.0

0.0022
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tos cuantitativos y cinéticos de alanina marcada, se mueven paralelamente
a Los deidos C-4 en C-1, C-2 y C-3 (209) . Estos datos sugieren que el al
macén de alanina en La Fotosintesis y de Los deidos C-4, son comparables -
en tamaiio , y Los gradientes de concentracibn y flujos de estos Aintermedia
nios, podnian sen comparables.

Los modelos propuestos requieren que Los flujos de Los
deidos C-4 y metabolitos C-3 , sean Lguales , pero de dineccibn opuesta. -
La difusién de metabolitos en direcciones opuestas, no presenta dificulta-
des, pé}m alguna interaccifin entre La difusién y el flujo de agua en este-
sistema, podnia estarn involucrada. EL §lujo de deddos C-4 es opuesto al de
L0s metabolitos C-3, o sea del tejido vascular a Las células del mesofiko.

TV BALANCE DE CARGAS Y GRUPOS AMINO DURANTE EL TRANS-
PORTE INTERCELULAR C-4.

EL transponte intercelular de Los metabolitos C-4 y
C-3 propuestos para operan en La via C-4 Fig. 30 pag. 89. es consistente-
con un balance de carga de ghupos amino. Sin embargo examinando Los esque
mas de La Fotosintesis C-4 en La Fig. 30, se muestra que Los phocesos mds
simples de intercambio de metabolitos C-4 y C-3 intercelularn, son posi---
bles en Las especies PCK, el oxakoacetato fonmado en Las células del meso
§ilo, puede ser transferido directamente a Las células de fa vaina vaseu-
Larn y descarboxitados por La via de La PEP-carboxiquinasa, sdiendo negnesa
do el PEP a Las c6lulas del mesofilo. Por otro Lado en Las especies EM-
NAD, el malato sintetizado en Las células del mesofiko, debentan sen di--

nectamente descarboxilados porn £a enzima mdlica dependiente de NAD, en -
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Las células de La vaina vascular , el piruvato que resulta de esta reac--
cibn, es negresada a Las células del mesofilo. Ambas alternativas reempla
zan a Los sitemas de Lufo aspartato-alanina y porn Lo tanto neemplazarian
La necesdidad de usan una secuencia complefa de interconversiones de amino
deddos-cetodeidos Fig. 32 pag. 114 y Fig. 30 pag. 89 .

Las alternativas anteriones son Lnoperables porn Las -
sLgulentes nazones; existen fuertes evidencias por estudios hechos con --
trhazadones radioactivos en células y hojas intactas, asl como con estudi-
05 enzimiticos, de que existen Los aminodeidos como intermediarios de {La
Fotosintesis. y Los estudios con radiotrazadores indican que el almacén -
de deido oxaloacetico (AOA) en diferentes variedades de especies C-4, ra-
namente es mayor del 5% y grecuentemente menon que Los almacenes de mala-
to y asparntato. Bajo estas cincunstancias, el oxaloacetato (AOA) podiia -
sen inadecuado para proveern el gradiente de concentracibn para efectuar -
velocidades apropiadas de §lufo hacia Las células de La vaina vascular .-
Para Las especies EM-NAD, 54 el malato derivado de Las células del mesofi
Lo fuera descarboxilado porn La enzima NAD-mélica, entonces un sistema al-
ternativo para La oxidacibn de NADH a NAD® , deberia sen nequerido para -
La neduccibn de otro compuesto diferente a La neduccibn del oxaloacetato
a malato Fig. 30 . La naturaleza de tal sistema operando en mitocondriia a
velocidades medibles con La Fotosintesis, no es aparente. Por estas hazo-
nes La 5 intesis y transponte de aspartato, provee una explicacibn mds na
clonal a Los datos. Cuando el aspartato es thansferido a L5 células de La
vaina vascular, La alanina es producida y reghesada al mesofilo, en vez-
de pirnuvato, ésto mantendiia el balance de grupos amino intracelular, asi
como el acoplamiento para Las neacciones de transaminacién dentro de fLa -

células Fig. (32)
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Fig. (3). Catalizacion de la aminotransferasa trans-
formacion en especies EM-NAD y PCK.



-113-
TABLA V. Vefocidad minima del thansporte de metabolitos en cloroplastos -
intactos del mesbfilo y motocondriia de La vaina de plantas C-4.

Velocidades de neaccitn dadas en micromoles min ' mg. T ceon.

ORGANELOS Y
PROCESO0S Z. Mays A. spongLlosa

CLOROPLASTOS DEL MESOFILO

RelLacibn

Influjo de pirwuvato/

EFRU{I0 [ de PER. . cicreioteiersiohaistais siors aiehetsis sie 1ES5 3.8
Influfo de AOA.....cvvvviviiiiiinnnns 2.5 3.0
E L0 de malatos . s « o sieisic o sisiais s oiniois 3 1.2
Eflufo de A-3PG....c.ovvvuceanonannns 1.6 4.5
Eflujo de DHAP.....coueeevannioms vonos - - 4.4

MITOCONDRIA DE LA VAINA VASCULAR

Inftujo de &cidos C-4 ...oovunen... 0.03 5.8
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Los esquemas presentes en La via C-4 Fig. 30, nece-
sitan ghandes flujos intercelulares de Los deidos dicarnboxilicos, mono--
carboxilicos y otrhos metabolitos tales como A-3PG y DHAP. Flujos compara
bles de metabolitos de Los cloroplastos y mitocondria en Las especies i
po EM-NAD, también son nequenidos durante La operacibn total de La via -
C-4 , La que precisa La existencia de un bakance de cargas entre Los com
partimientos intercelulares y Las células. Visualizando de una manera ---
sdmple existe un aparente desbalance de cargas negativas a thavés del es
pacio intercelularn entrne Las células del mesofilo y La vaina vascubar --
con £os flujos acoplados a Los aminodedidos C-4 ~~ y a Los deidos C-3 y
también de A-3PG ~~ y DHAP ~ en direcciones opuestas. Sin embargo en --
téuminos de cargas negativas, en metabolitos solamente hay un balance en
trhe células, 54 es consdderada La secuencia metab6lica completa. AsL pa-
na £a via de Los dceidos C-4/C-3, el balance es mantenido cuando se toma-
en cuenta que una de Las cargas del grupo carboxilo en Los dcidos C-4,se
deriva inicialmente del COZ en el mesofilo y finalmente aparece como COZ
en Las célukas de La vaina vascular. Por otho Lado el balance de cargas-
negativas, es satisfecho s4 La via de A-3PG/DHAP es considerada en £énmi
nos de su metabolismo completo porn La via de Las pentosas-fosfato. Por o
tro Lado , enfatizaremos que un andlisis en el balance de cargas comple-
to de estos glufos, podria requerin La consideracién de protones u otnos
movimientos de contralones , asf como componentes de Las rneacciones de -
fosforilacién y pinidin nuclebtidos, mediados pon neacciones de 6xido-re

duccibn.
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U TRANSPORTE INTRACELULAR EN LA FOTOSINTESIS C-4

Dentro de ambas células, La del mesofilo y La de La
vaina vascular, existe un proceso complejo que {nvolucha el movimiento -
de metabolitos entrne el citoplasma, el cloroplasto y La mitocondnia, y -
que son esenciales en el §lujo de carbono, en La Fotosintesis C-4 Fig.30
como se ha dicho anterionmente pags. 87,88 y 90, Las reacciones en Las -
célubas del mesofilo para La formacidn de Los deidos C-4 basicamente son
similares en todas Las especies C-4 e involucran sistemas de thansporte-
similanea. Sin embargo en Las células de La vaina vascular hay diferen-
oAas sustancicles en el sitio de descarboxilacibn de Los deidys C-4 y -
mecanismo, requiniendo de diferentes procesos de transponte en Las dife-
nentes especies C-4.

E¢ thansporte de piruvato en Los cloroplastos del me
506480 y su conversién a PEP, depende de La fotofosforilacibn en experi-
mentos realizados en Z. mays; A. spongiosa y D. sanguinalis (176).  Las
velocidades maximas de capfacibn de COZ encontradas en Los metabolitos,-
fueron comparables al §lufo neto de carbono durante La Fotosintesis efec
tuada en hojas de estas plantas ( Tabla VI ) . Huber y Edwards (210) mos
tranon que Los cloroplastos del mesofilo, tienen una alta afinidad para-
piruvato (Km 0.1 mM), comparable con La Km de La piruvato PL diquinasa ,
in vitho (181). EL ndpido transporte del pinuvato, es otra caracteristi-
ca distintiva de Los cloroplastos del mesofilo de Las plantas C-4, sin -
embargo en clonoplastos de espinaca C-3, el transporte dek piruvato se-
nealiza a velocidades mds Lentas (211).

EL metabolismo del piruvato, porn el sistema piruvato

to P4 diquinasa en cloroplastos intactos del mesofilo, también requiere
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captacibn de orntofosgato. Es concebible que pudiera existin un {interncambio
ontofosfato /fosgoenolpindvico, mediado por un transfocadon de fosgatos co-
mo sucede en Los clLonoplastos de Las especies C-3 (188), aunque actualmen=~
te ef mecanismo de La captacidn del piruvato, es un problema internesante -
y estd adn s4in nesolver.

EC interncambio en La captacibn de deido oxaloacético -
(AOA) y excresidn de malato en Los clonoplastos del mesofilo, implican La
existencia de un translocadon similar al de dicarboxilatos en Los cloroplas
tos de espinaca (188). La velocidad minima de captacién de AOA y el eflujo
de malato, son

(e}

ompunables a ka velocidad neta de ka Fotosintesis en Las ho
jas de estas plantas ( Tabla VI ) (186) . Los clornoplastos de estas espe-

cies, también tienen una capacidad sustancial para el transponte de A-3PG ,
que ¢4 dependiente de La evolucibn del oxigeno y que va acompaiiada de fa -

fornmacién y eflujo de La DHAP ( TabZa VII ) . Posiblemente esta transloca-

oébn, implica que La via del A-3PG y fa DHAP sean similares a La transfoca

cibn de fosfato como sucede en Las plantas C-3, esto implica un recambio -

de Pi-A-3PG y Pi- DHAP.

En Las especies tipo EM-NADP de plantas C-4 , La des--
canboxilacién del malato, tiene Lugarn en Los cloroplastos de La vaina. Sin
embargo una mezela de plastidios preparados a partin de hojas inmaduras de
malz, fueron capaces de asimilar COZ por el Ciclo de Caluin. Del esquema -
de La Fig. 30, uno puede predecin que Los cloroplastos de La vaina en este
tipo de especies, puede ser capaz de transportar malato e intercambianlos-
por piruvato, — sdin embargo éz sistema de transporte de malato de estos --
cloroplastos, puede ser similar al translocadon de dicarboxilatos en Los -
cLonoplastos del mesofilo (C-4) y de espinaca (c-3) (212). A semefanza de-
Los clonoplastos del mesofilo, el movimiento de piruvato a Los cloroplas--
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tos de La vaina vascular, difieren del sistema de intercambio Lento para
estos compuestos, en cloroplastos de espinaca. EL eflufo complementario-
de makato e influjo de piruvato de Los cloroplastos del mesofilo; y el -
Anflujo de malato y eflujo de piruvato de Los cloroplastos de La vaina -
vascular en Las plantas C-4, puede sern que represente un sistema (nico -
de transporte que no puede sen igualado al movimiento de metabolitos de-
plantas C-3. (189).

En Las plantas C-4 tipo BM- NAD , La distrnibucibn de
enzimas, indica una secuencia def metabolismo mds complefo, que {nvolu--
cra a La mitocondrnia como el sitio principal de descarboxilacién Fig. 30
pag. 89 . La mitocondria de estas plantas descarboxila a Los deidos C-4,
a velocidades mayores al glujo de carbono durante La Fotosintesis C-4
( Tabla VT ) . La descarboxifacibn in vitro, nequiere La adicibn s4imultd
nea de aspartato, alfa-ceto glutarato, makato y ontofosfato (176), que -
Anvolucha el consumo neto de aspartato y La produccibn de piruvato. Como
se muestra en ka Fig. 30, se nequiere una via de alfa-ceto glutarato /glu
tamato , para Las heacciones de aminotransferasa nesponsables de La uti-
Lizacién del asparntato y La formacién de alanina. En mitocondnins aisla-
das, al agregan malato, se requiere establecer ol Ciclo NAD® -NADH , con
La enzima mdlica del NAD y La NAD-malato deshidrogenasa. EL ontogos gato-
puede ser requerido en un sistema de acarreadon para malato, similarn a -
Los que opera n en otras mitocondnias (213), puesto que ninguna de Las -
enzimas involucradas en La descarboxilacibn, requiere ontofosfato. Alten
nativamente makato y ontofosgato, pueden facilitar el transpornte de as--
partato y alfa-ceto-glutarato, hacia dentro de La mitocondriia, como se -
ha descrito en otnos sistemas (214). En Las plantas C-4, fas actividades
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ORGANELOS Y PROCESOS VELOCIDAD DE REACCION

Z, mays A. sponglosa
michomoles mén”! mg"’ Clon

CLonoplastos del mesofilo

Influjo de piruvato/eflujo de PEP 1.5 3.8
Inglujo .de AOA 2,5 3.0
Eflufo de mafato 3l 1.2
In§lujo de A-3PG 1.6 4.5
Eflujo de DHAP - 4'4

MItocondiiia de La vaina vasculan

Influjo de deidos C-4 0.03 5.8

TABLA V', VELOCIDAD DEL TRANSPORTE DE METABOLITOS EN CLOROPLASTOS DEL ME~

MESOF1LO Y MITOCONDRIA DE LA VAINA VASCULAR DE PLANTAS C-4,
(189).
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de descarboxilacibn son diez veces mayores a Las que se efectdan en proce-
504 oxdidativos en La nespiracién (215).

Experimentos xealizados in vivo con Las plantas C-4 TL
po EM-NADP y EM- NAD , deben ser interpretados para mostrarn La gran Ampor
tancia de La movilidad de Los deidos C-4 entre compartimientos Aintracelula
nes . Por efemplo en sorgo bicolon y Atriplex spongiosa, Lo & deidos C-4 -

14C en La oscurnidad (almacén mi-

marcados por el metabolismo del succinato
tocondrial de succinato 6 almacenes mitocondriales y citopldsmicos ), son-
convertidos napidamente a productos fotosintéticos en La Luz (215). Estos-
eventos involucran a Los sistemas de descarboxilaci6n de Los deidos C-4 de
La mitocondrnia y cloroplastos mas que al Ciclo de Los deidos tricarboxili-
cos. En Las plantas C-3 , Los mismos experimentos de Luz, a oscwiidad, mu-
estran poca transferencia de marca de Los deidos C-4, derivados de suceina
to a productos fotosintéticos.

Los estudios de distribucibn de enzimas, han fallado -
en La Localizacibn de La PEP-carboxiquinasa, Las neacciones de descarboxi-
Lacibn de Las plantas C-4 tipo PCK, no se encuentran en ningdn ornganelo de
Las célukas de La vaina vascukar ( Tabla VII ) . La descarboxilacibn proba
blemente tiene Lugan en el citoplasma de estas células y La §ifjacidn del -
COZ por Los cloroplastos de La vaina vascular se presume que sea andlogo -
al de Las plantas C-3 , Sin embargo en Las plantas C-4 Lipo PCK, se conoce
parcialmente este mecanismo y en este momento existen probfemas sustancia-
Les que deben ser nesueltos, tales como La fuente de ATP para La PEP-catbo

xi{quinasa y el mecanismo de La formacibn de piruvato a partin de PEP.



TABLA VII.  ACTIVIDAD Y LOCALIZACION DE LAS ENZIMAS DE LA VIA
C-4 EN LOS SUBGRUPOS.

Unidad de actividad = 1 micromol/min.

Abreviaturas :
M = meséfilo
CV = células de La vaina vascular
Cit.= Citoplasma
CLon = Cloroplasto
Mito = Mitocondrnia
ENZIMAS ACTIVIDAD LOCALIZACION ACTIVIDAD EN
Tipo celulan c-3
dentrno de La
célula.
PEP-canrboxiLasa 15.40 M cito 0.4 - 1.5
Pinuvato, Pidi- 3.10 M cloro 0
quinasa
Adenilato quinasa. 17.45 mayon en M cloro 0.5 - 1.0
en M.
Pirnofosfatasa. 20. 60 mayon en M clorno 2 -4
en M.

3-PGA a triosa

P-enz.. similarn a C-3 ambos cloro --
O0tras enzimas

PCK simiflar a C-3 C.v. cloro --
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VI TRANSPORTE DE METABOLITOS EN RELACION A LA
ACTIVIDAD FOTOQUIMICA DE LOS CLOROPLASTOS.

A partin de Las primeras concepciones sobne Los proce-
408 cooperativos entre Las células de La vaina vascular y del mesofilo en-
La Fotosintesis C-4, se ha reconocido ef transponte intercelular del mala-
To en Las especies tipo EM-NADP , donde contribuyen el COZ y el potencial-
de neduccibn de Las célukas de La vaina vascular (216). La posibilidad de
que el NADPH formado en esta via contribuya directamente a Los requesrtimi-»
entos del Cicko de neduccibn del carbono, ha sido conrelacionado con Las -
caracteristicas estructurales de Los cloroplastos de La vaina en esas espe
cles . EL dimonfismo de Los clonoplastos (180) y La presencia de tilacoi--
des no apresados en Los cloroplastos, son deficientes en actividad de FSII
,nazén porn La cual se haya hecho una nevisién de Las formas de transporte-
de electrones en Las heacciones Luminosas (en cloroplstos de mutantes de
tabaco C-3), pero investigaciones mds necientes sobre Las propledades foto
quimicas de Los cloroplastos aislados de Las plantas C-4, han confirmado -
Las deficiencias de FSIT en Las células de La vaina vascwlarn, particular--
mente en Las especies EM- NADP (218). Sin embargo fas plantas de este Xipo
muestran un desarrnollo nomwal del ghana en ambos tipos celulares (175). En
experimentos con pulsos contos (219) se ha observado que La EM-NADP puede
contribuin con NADPHZ para La reduccibn del carbono en cloroplastos de Las
células de La vaina deficientes en FSII. La actividad para FSI es normal -
para todas Las especies.

Una mejon comprensibn en et desarnollo de fa regulacitn

de este complefo sistema de cooperatividad en La Fotosintesis, es muy {mpor
~Ztante para Los estudios sobre el metabolfismo C-4.
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MECANISMO DEL TRANSPORTE DE ANIONES EN LOS CLOROPLASTOS
CON METABOLISMO C~4.

Las neacciones que operan en el mesofilo , son comunesd a
todas Las plantas C-4. EL papel bdsico de Las ctlulas del mesofilo, es La a=
similacibn del €0, en Los deidos C-4 , para ser transportados a Las cElulas
de £a vaina. EL COZ es asimilado en el c.itoplesma pon La via de La PEP-casi--
boxilasa y el PEP es transportado a Las c8lubas de La vaina, donde se thans-
forma eﬁ pfwvato, el cual et un anibn capaz de atravesar La membrana inter~

na del clonoplasto mediante un translfocadon de fosfatos.

Lla nuta de utilizacibn def AOA , varia segdn el grupo 6
tipo de especie C-4. En el tipo EM-NADP , ef AOA es reducido a malato pon =
La via de La NADP-malato deshidrogenasa y el malato se mueve a Las c&lulas=
de £a vaina en donde se descarboxila produciendo piruvato, que es regresado
como en el caso anterios a La c&lulas del mesofilo, como se observa en el—
esquema de La Fég 30.En 0trnos grupos el aspartato nemplaza al makato y es=
te deido se mueve a Las c€lulas de La vaina en donde es descarboxifado . La
afanina que es un"compuesto C-3" , retorna al mesofilo, cuando el aspartato
es transferido a £s c&ulas de La vaina, de tal manera que ef balance de Los
ghupos amino se mantiene. De estas evidencias podemos concluirn que el dcido
3-fosgoglictrico gormado en Las células de La vaina, puede regresarn a Las c€
Lulas del mesofifo, porn neduccibn de La dihidroxiacetona §osfato.

La funcibn bdsica fotosintética de Las células de La vai.
na, es La descarboxilacibn de Los fcidos C-4 y La neasimilacifn del o, for

mado en el Ciclo de neduccibn de Las pentosas-fosgato .Todas estas neacciones
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-ocwren en ‘diferentes compartimientos, como se menciond en La descripeibn

de Los tipos de especies C-4.

Despubs de fa nevisibn de datos sobre el estudio de Las
canboxilasas, se concluye que La PEP-carboxilasa, actia solamente en el me-
56440 y La RuDP-carboxifasa y otrnas enzimas del Ciclo de Calvin, en fas -
c8lulbas de La vaina vascular, ya que en Los cloroplastos del mesofilo, se =
nealizan Las neacciones dependientes de Luz; en cambio Las reacciones que =
se efectdan en La oscuridad, no se L2evan a caboen estas céluluas, porque -
-carecen de £a RuDP-carboxilasa y otras enzimas del Ciclo de Calvin, que 54
existen en La vaina vascular. .

Otra de Las conclusiones impontantes de esta revisibn =
es el hecho de que Los dcidos C~4 se mueven hacia Las células de La vaina =
con diferentes mecanismos de descarboxilacibn , Los cuales dan Las bases =

para La agrupacibn de Las plantas C-4 en trnes ghupos distintivos.

Para el primer grupo, (EM-NADP) ef malato derivado de
Las c8lubas del mesofilo, es descarboxilado en Las células de La vaina. Am
bas células contienen actividad de esta enzima, pero es mds acentuada en -
La vaina. Los otrnos dos tipos carecen de alta actividad de esta enzima, pe
rno presentan elevada actividad de otrha enzima que es fa aspartato y akani=
na aminothans ferasa, que se distribuyen igualmente en Los dos Zipos.En Las
especies del 20. grupo, La descarboxilacibn de Los fcidos C-4 ocurie me<--
diante fa intervencibn de La PEP-carboxiquinasa(tipo PCK). En ambas c&lu~--

Las Ra actividad y Localizacibn de La enzima es adecuada para Los procesos
de descarboxilacibn mostrados en fa Fig. (30) del capftulo anterion.
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VITT EVIDENCIAS EXPERIMENTALES DEL TRANSPORTE DE
ANTONES EN PLANTAS C-3.

Para tenern mejor Ldea sobre el thansponte de aniones -
en Las células de La vaina vascular que mueve intermediarios del Ciclo de-
Calvin hacia Las células del mesofilo, revisaremos brevemente Los estudios
efectuados en cloroplastos de plantas C-3, ya que podemos concluin que Los
cloroplastos de La vaina, operan semefante a Los C-3. Los estudios de per-
meabilidad de £a doble membrana en cloroplastos aislados por métodos acuo-
505 Y no acuosos, indican que ciertes anicnes como el A-3PG, La DHAP y al-
gunos deidos dicanboxilicos, traspasan La doble membrana (220).

Heldt y Sauer (221) para Localizan La barrera de per--
meabilidad de La doble membrana, aislaron y midieron La permeabilidad de -
muchos compuestos y encontraron que penetraban todos Los compuestos de ba-
jo peso molecular como nuckedtidos, derivados de fosfato, deidos dicarboxi
Licos, sacarosa.Estos mismos autornes deduferon de sus experimentos que «=--
cientos aniones como el A-3PG y el malato, son captados porn el cloroplasto
que Los concentra en contra de un gradiente. Esta propiedad se plerde cuan
do Ros clornoplastos son rotos osméticamente ( Tabla VITI), 4indicando que -
La captacion es efectuada por La membrana interna, ya que como se difo an-
tes, La membrana externa es permeable a estos metabolitos. Pon Lo tanto fLa
captacibn de A-3PG y de malato del espacio intermembranal a través de La -
membrana interna hacia el estroma, es mediado por un transportador.

TABLA VIIT CAPTACION DE ANTIONES EN CLOROPLASTOS DE ESPINACA.
Clonoplastos intactos Clornoplastos rnotos
deddo fosfoglicérico 13.7 1.5
malato 13.0 0.5
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De La Zabla anteriorn podemos concluwirn que el A-3PG y el
malato, se encuentrhan dentro def cLoroplasto y atraviesan £a membrana Linter

na.

TRANSPORTE ESPECIFICO DE ANTONES.,

EL thansporte a thavés de La membrana interna se Le £La
mara en Lo siguiente " thansporte en el cloroplasto " . Se han propuesto
tres mecanismos de thansponte especifico para Los aniones:

a).~ Thanslocadorn de fosfatos

b).~ Thanslocador de dicarboxilicos

¢) .~ Thanslocadorn de ATP.

En La Fig. (33a) se muestra el transporte de compuestos
radioactivos. Se observa que el transponte de A-3PG y P4 es muy rdpido  en

cambio el de hexosas-foagato es Lento.

La medida def intercambio de metabolitos, es una herra-
mienta AL para dilucidar La especificidad del transporte a través de La me
membrana interna . Pon esta nczbn Los cloroplastos son incubados a 4° C du-
nante 2 min , con Los metabolitos nadioactivos 32?4; Y 14C-A—3PG y Lavados .

Los experimentos de La tabla IX muestran que en £os clo

roplastos ocwure La Liberacidn de Los compuestos radioactivos en presencia

de otrnos aniones. Y pon Lo tanto podemos concluin que existe un acarvrea--
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don especifico , al cual se Le LLamb " translocador de fosfatos " que fa-

cilita el intercambio de Pi . A-3PG y DHAP a través de La membrana interna

(222).
Aniones adicionados Sustancias radioactivas Liberadas
0.5 mM nmoLes mg" clon 20 seg 4°C
32p M c-a-376
Fosgato Lnorgdnico 47.0 111
dihidrnoxiacetona ¢osgato 5703 1341
gliceraldehido fosfato 48.1 ' 8.9
gosgoenol piruuvato 11.2 0.4
ATP 3.0 0.8
malato 0.2 0.6
suceLnato 0.8 0.9
acetato 1.0 0.6

TABLA 1X LIBERACION DE FOSFATO INORGANICO DE CLOROPLASTOS AL ADICIONAR
VARIOS ANTONES.

Los datos anteriones son interesantes ya que se ha en-
contrado que el A-~3PG y La DHAP son Los primeros productos de La Fotosin--
tesis en clonoplastos aislados y son exportados hacia el exterion del clo-
noplasto. Porn Lo tanto in vivo, el fosfato del citoplasma es thansportado
al interion del doh.apta&to en intercambio con A-3PG y DHAP generado en
£a Fotosintesdis.
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Es pertinente hacer notar,” que el transfocadorn de fosfa-
tos tiene una funcibn impontante en fa exportacibn de productos de fa Fo
tosintesdis , del clonoplasto al citoplasma.

TRANSLOCADOR DE ACIDOS DICARBOXILICOS.

EL transpornte de Los Gcidos dicarboxilicos, se mues
twa en ka Fig.(31b) . En La siguiente tabla se muestran Los datos obtenidos
por intercambio de malato radioactivo con diferentes aniones, observdndose

14

La Liberacibn de malato C en presencia de Los diferentes aniones en el

medio de incubacibn 12227),

ANTONES ADICIONADOS MALATO 14C LIBERADO
1077 mokes mg” CLon
malato 40.3
aspantato 40.8
oxaloacetato 26.7
piruvato 0.6
3=f0sfoglicerato 0.2
fosfato inorngdnico 0.6
dihidrnoxiacetona fosfato 11

TABLA X Transponte de fcidos dicarboxilicos.
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Captacibn en el espacio Lapermeable de sacarosa

1007 107 moles /mg chior fosfato Linorngdnico

754

deido 3-fosfoglicérnico

51 /

/ / fructuosa 6-fosgato
glucosa 6-fosgato
fructuosa 1,6 difosgato

ae — 6-405 fogluconato

sec 10 20 20

Fig. 33a Thanspornte de metabolitos marcados radioactivamente en el

espacio Lmpenmeable . sacarosa en cloroplastos de espinaca.

(212)
1007 109 moles/mgq chior
bpantato
(3 Q“ utamato
<)
+ malato
50
N sucelnato
25
R acetato
o :
= — cltato
Sec 10 20 30

Fig. 33b Transporte de dcidos carboxflicos marcados radioactivamente

en el espaclo Lmpermeable de sacarosa de cloroplastos de es

oot ) g P Ve
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De Los datos anterdiornes se puede concluirn que hay un

acarneadon especifico que facilita el intercambio de dcidos dicarboxflicos

a thavés de La membrana interna del cloroplasto. AL acarreador Le LLamaron

(223) " trnanslocadorn de dicarboxilicos" y parece sen especifico para mala

to, aspartato y AOA.EL thansfocador de dicarboxiflicos puede unin el metabo

Lismo de Los feidos dicanboxflicos del estrnoma, al citosol y viceversa, es=

to es imporntante en La trhansferencia de equivalentes reductores de un com--

partimiento a otrno. Pon efemplo el intercambio de malato con oxaloacetato &

con aspartato (224).

TRANSLOCADOR DE ATP

Strotmann y Heldt (201) encontraron Lintercambio de ade-

nin nuclébtidos en cloroplastos. La especificidad de este transporte por

nucledtidos se muestna en La tabla zXT.

NucLebtidos

ATP
ADP
AMP
CTP

TABLA 1x1 TRANSPORTE DE ATP,

Actividad de transtocacibn (20°C)

micromod eb mg'1 CLon hnr.

2,04
0.24
0.07
0.03
Més detalles ven neg

(222). °



-130-

CRONNSE L USSR SNEE ¥

la presente nevisibn bibliogrdfica describe Las eviden-
cias nelativas al transporte de aniones que atrhaviesan La membrana de Los -
dos tipos de cloroplastos del mesofilo y de La vaina vascular, con Lo que -
en La via metab6lica C-4 , se concluye que Los sigulentes anlones: el maka-
to, el aspartato, el piruvato, el deido fosfoglicérico y dihidroxiacetona -
fosfato,atnaviesan La membrana de Los cloroplastos dwrante La Fotosintesdis-
C-4, mediante trnanslocadones especificos. EL deido 3-fosfoglicénico y La di
hidnoxiacetona fosfato, Lo hacen mediante un translocadon especifico de fos
fatos y el makato , el aspartato (deidos dicanboxilicos)y el piruvato Lo ha

cen pon medio de un translocador de dicarboxilatos.

Los aniones: malato y aspartato, son Los primeros pho--
ductos establfes que intervienen en Las heacciones oscwwas de La Fotosinte--
548 C-4 y s¢ trhansportan mediante Los translocadones de dicarboxifatos de -
Los clLonoplastos del tefido mesofilico de Ra planta ak citoplasma g'deé este
al clonoplasto, citoplasma 6 mitocondria de Las células de £a vaina vascu--
Lan , segin Los tipos 1, 11 y TII conrespondientes a La enzima especifica -

en que se han dividido Las plantas C-4.

La translocacibn de Los aniones en Las plantas C-4  se
fundamenta sobre Los estudios de transporte de metabolitos en Las plantas -
C-3, aunque existen diferencias como ya se establecieron en Los capitulos -

cornespondientes de esta revisidn.
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EL estudio del mecanismo de La Fotosintesis C-4 Ae’td'
en el futuro, de ghan importancia, ya que Las plantas con mayorn producti
vidad de carnbohidrnatos como maiz, songo y caia de azdcar, LLevan a cabo-
esta via metab6lica y es posible pensar en La posibilidad de que cono---
clendo en su totalidad este mecanismo, se pudieran transformarn Las plan-
tas C-3 para aumentarn su productividad en benegicio de La alimentacibn m
mundial y coadyuvando a La so0fucibn de uno de Los problemas mds grandes a
a Los que se enfrentand La humanidad en el futuro.
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