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La idea de que la ciencia puede y debe regirse
segiin unas reglas fijas y de que su racionalidad con-
siste en un acuerdo con tales reglas no es realistay
estd viciada. No es nealista, puesto que tiene una vi-
si6n demasiado simple del talento de los hombres y de
las circunstancias que animan, o causan, su desarrollo.
Y estd vdceiada, puesto que el intento de fortalecer —-
las reglas levantard indudablemente barreras a lo que
los hombres podrian haber sido, y reducird nuestra hu-
manidad incrementando nuestras cualificaciones profe-
sionales. Podemos librarnos de la idea y del poder que
pueda poseer SODTe NOSOLLOS cvvevesvscsscnssesssnnnsns
recordando que la separacidn existente entre las cien-
cias y las artes es artificial, que es el efecto late-
ral de una idea de profesionalismo que deberiamos eli-
minar, que un poema 0 una pieza teatral pueden ser in-
teligentes a la vez que informativas (Aristdfanes, Hoch
huth, Bretcht), y una teoria cientifica agradable de —-
contemplar (Galileo, Dirac), y que podemos cambiar la
ciencia y hacer que est& de acuerdo con nuestros deseos.
eeev... Desde luego, es asunto nuestro elegir un dragdn
0 una gatita como compafiia.

Paul Feyerabend

(Contna el método)
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INTRODUCCION: ESTUDIO TEORICO







FOTOSINTESIS: GENERALIDADES

La Fotosintesis se puede definir, en un sentido amplio,
como la conversidn de la radiacidén luminica en potencial reductor
y energético que, posteriormente, se utiliza para la reduccibn.y
asimilacidn de elementos biogenésicos que se encuentran en un alto
estado de oxidacidn o en formas de baja reactividad. El potencial
reductor procede de una molécula m3s o menos oxidada que, por un
complejo mecanismo de fotoactivacidén, cede equivalentes de reduc-
cidén., Estos, transportados por una cadena secuencial de interme--
diarios, llegan al aceptor Gltimo NADP+, liberandose a lo largo -
‘de esta secuencia de reacciones de oxido-reduccidn una energia -~
que, en parte, es utilizada para la sintesis paralela de enlaces
energéticos en forma de ATP. Mientras que los organismos verdes,
prokariotes o eukariotes, utilizan HZO como fuente de potencial =
reductor, con desprendimiento simultineo de O2 como producto se--
cundario (organismos oxigénicos), las bacterias fotosintéticas --
operando, en general, en condiciones anaerobias, utilizan como ori
gen de potencial reductor compuestos azufrados reducidos, hidrége
no, etc., sin que por lo tanto exista liberacidn de 02. Finalmen-
te, el potencial reductor y energético as? sintetizado es empleado
para la asimilacion reductora tanto del carbdnico, como del nitra-

to, sulfato y, aln, nitrégeno molecular,

Ambas fases del proceso fotosintético -generacidén de po--
tenciales reductor y energético, y asimilacién reductora de compues
tos oxidados- estadn Tntimamente relacionadas, como ya veremos, por
sofisticados mecanismos de regulacidn, teniendo lugar de forma in-
dependiente en estructuras bien diferenciadas que, en los vegetales
y algas eukariotes, constituyen los cloroplastos. Estos, salvo ca-
sos excepcionales, presentan una sorprendente homogereidad en lo =--

que respecta a estructura, composicién, enzimologia y funcidn, pu-




diéndose delimitar en ellos tres regiones bien definidas: envoltu~-

ras, estructura lamelar y estroma amorfo.

Organizacidn del cloroplasto,

La envoltura del cloroplasto consta de dos membranas sepa
radas por un espacio intermembranal, de las que la externa es ines
pecificamente permeable, siendo la cubierta interna la auténtica -
barrera selectiva del cloroplasto, En general, su naturaleza 17pi-
do-proteica le hace exhibir una baja permeabilidad a los compuestos
iénicos, siendo totalmente permeable, seguramente por difusidn,al
C0, y algunos acidos organicos monocarboxilicos (formato, acetato,
glicolato y glicerato), mientras que es practicamente impermeable
a los azlcares bifosforilados, hexosas y heptosas monofosfatos, pi
rofosfato, NADPF y NADPH, aziicares libres, y aminoacidos tipo glici
na y serina (1). Otros compuestos, por el contrario, exhiben una --
permeabilidad controlada, siendo transportados de manera competiti-
va por un translocador especifico a través de la envoltura interna
mediante cambio equimolecular con compuestos de naturaleza analoga

existentes en el espacio extraorganular,

Existe un ''translocador de fosfatos'' (2), un polipéptido
situado sobre la membrana interna de las cubiertas cloroplastidicas,
cuya especificidad se extiende al Pi y compuestos que presentan un
resto fosférico unido al carbono 3-terminal, un 'translocador de -
dicarboxilatos', especifico para acidos orgdnicos y aminodcidos ti
po malato, oxalacetato y aspartico-glutamico, y un '‘transiocador -
de adenilatos', funcional para el bloque AMP-ADP-ATP, aunque con -
tan baja capacidad que bien puede decirse que las cubiertas del --
cloroplasto son impermeables a los adenilatos (3). Las pentosas-5-P
presentan una permeabilidad activa, aunque para ellas adn no ha lle

gado a describirse ningdn translocador especifico,



En todos estos casos, el translocador actla en cierta medi
da como un cambiador, de tal forma que la entrada de un metabolito
se encuentra acoplada a la salida de otro, con lo cual el transpor-
te viene dirigido, no s6lo por la especificidad del translocador, -
sino también por la concentracidn de metabolitos al cambiar en uno
y otro compartimento. Segdn Kursanov (4) el flujo medio de salida -
de glldcidos fuera del cloroplasto es de 3.33 Ug/cm2 de envoltura/ho
ra, valor que podria llegar a 8 pg/cmz/hora en condiciones de ilumi

nacibn.

En la estructura lamelar se encuentran localizados los pig
-mentos fotoactivos y restantes componentes de la cadena de transpor
te electrénico, as7 como el sistema subsidiario de sintesis de com-
puestos energéticos. Observada al microscopio dicha estructura, de-
nominada grana, semeja pilas de discos verdes o tilakoides, consti=
tuldos por una envoltura lamelar de unos 75 R de espesor, que limita
un espacio intratilakoidal, estando conectados éstos entre si por -
interconexiones membranales, Aparece asT el cloroplasto fundamental
mente compartimentado en dos espacios: el propiamente estromdtico,
y un segundo intracisternal limitado por las capas lamelares de la
grana (5), al par que las membranas lamelares se muestran diferen--
ciadas entre aquéllas que, apiladas, constituyen los tilakoides -la-
melas granales-, y las que sirven de conexidn entre las pilas tila-
koidales -lamelas estromaticas-. Las zonas de contacto entre las la
melas granales se denominan '"particiones', mientras gque los bordes,
no anastomosados, de las lamelas granales, y las lamelas estromati-
cas, son denominados ''margenes''. Ambas zonas exhiben una composicidn

pigmentaria y funcionalidad claramente diferenciadas.

En la estructuracidén de la arquitectura granal parecen de-

sempefiar una func;on esencial ciertos iones |norgan|cos, fundamen--
2+

talmente Mg~ , como se demuestra por el hecho de que cloroplastos -

preparados en un medio de baja fuerza iGnica muestren una estructu-




ra granal desorganizada. La ausencia de iones provoca también una -
mayor sensibilidad al calor del aparato fotosintético, especialmen-
te en aquellos puntos en que la relacidn estructura-funcidn aparece

mas dependiente: sistema de lisis del H20, fotofosforilacidn, etc.

La composicidon de las lamelas es aproximadamente un 50% de
1T{pidos y un 50% de proteinas, con casi total ausencia de carbohidra
tos (6). No obstante, esta distribucién no es homogénea a todo lo -
largo del tilakoide; existe un 15% de lipidos y un 85% de proteinas
en la superficie exterior de las lamelas (7), de lo que se deduce -
una localizacidn mayoritaria de 1Tpidos en las zonas que miran al -
lumen tilakoidal, Los lipidos son fundamentalmente diferentes de -
los de otras estructuras de la planta, con un elevado porcentaje de
glicolTpidos -mono y digalactosildiglicéridos- y fosfol{pidos, y un

bajo contenido en triglicéridos (8).

Los acidos grasos insaturados constituyen, principalmente
el acido linolénico, que llega a alcanzar un 80% de los acidos grasos
totales, un porcentaje muy importante de estos acil-lipidos; este -~
elevado contenido se ha redacionado con una fluidez suficiente de --
las membranas tilakoidales, de tal forma que la disminucidn de la ac
tividad fotosintética por el frio se achaca a una transicién de la =
estructura de las membranas desde una fase lTquido-cristalina a otra
s6lida, impidiéndose asi el libre transito entre ambas caras de la -
plastoquinona (9). Mas alGn, la aclimatacién a las bajas temperaturas
de muchas especies viene acompafiada de un incremento de la razdn aci
dos grasos insaturados/3cidos grasos saturados, para compensar dicho

efecto (10).

Los pigmentos constituyen el 20% del contenido lipidico to
tal, siendo alrededor del 80% clorofilas, y el resto carotenoides y
otros pigmentos, Los principales carotenoides son, en orden de mayor
a menor contenido: lutefna, B-carotenc y, cantidades andlogas de vio

loxantina, neoxantina y zeaxantina.




Las proteinas pueden ser estructurales, intrinsecas de las
membranas, o bien débilmente ligadas a ellas, extrinsecas o perifé-
ricas, pudiendo estas Gltimas ser separadas por tratamientos suaves
sin pérdida de su funcionalidad, Cuando se estudian por electrofo-
resis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS preparados de -
membranas solubilizadas con detergentes, se ]llegan a detectar alre

dedor de 40 fracciones polipeptidicas distintas.

Los componentes proteicos y lipidicos estdn Tntimamente -
relacionados por razones de polaridad y/o apolaridad, constituyen-
do un entramado tridimensional claramente diferenciado a lo largo
‘del espesor de la membrana lamelar (11), de tal forma que se advier
te un incremento de agrupaciones polares hacia el exterior del ti-
lakoide con una densidad de cargas negativés equivalentes a 1-3 uC/
cm2 (12), y una mayor densidad de grupos apolares en el espacio in-
terior, hechos qué tienen una radical importancia en la distribucidn
pigmentaria de elementos intermediarios de la cadena de transporte
electrdnico, en relacidn con su funcionalidad., E} efecto estabili-
zador, antes mencionado, de las sales radica en que los cationes -
salinos impedirfan las repulsiones electrostiticas intra e inter--
membranales derivadas de este acimulo de cargas negativas sobre la

superficie lamelar (13).

La aplicacién de técnicas de microfractura sobre material
congelado, muestra una escisidn selectiva en direccidn longitudi--
nal a la membrana, segln un plano determinado, con exposicibn de -
dos superficies distintas, lo que define la estructura asimétrica
del espesor de las lamelas (14), La l3mina interior’exhibe mayor -
espesor, mostrandose su plano de fractura -EF o ''exoplasmic face''-
tapizado de particulas de gran tamafio, frente a las numerosas pe--
quefias particulas del plano de fractura -PF o 'periplasmic face''-
de la l3mina exterior, si bien ésta presenta en su cara externa -

frecuentes resaltes. Material enriquecido en uno u otro tipo de -




Limina exterior

Ldmina interior

particulas por sonicacidn o tratamiento con detergentes, manifies-
| ta el caracter de Fot. | de las pequefas particulas y el de Fot.llI
de las grandes, lo que corrobora la localizacién més interna de €s
te respecto a aquél (15); analogamente, el arrastre con EDTA de --
los grandes resaltes mas externos ha permitido identificar éstos -

con actividad ATPasa (16).
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El espacio limitado por las envolturas cloroplastidicas,
y en el que nadan las lamelas granales e intergranales, constitu-
ye el estroma. Su volumen viene a ser 2-3 veces menor que el del
cloroplasto total, y en é1 se encuentra en solucidn un potente -=
equipo enzimdtico -fundamentalmente los enzimas del ciclo de Cal-
vin-, siendo su constituyente principal la llamada fraccion |, --
identificada con la ribulosa-1,5-difosfato carboxilasa-oxigenasa.
Contiene también un discreto ndmero de particulas, siendo las mas
comunes granos de almidén y los glébulos osmiof{licos, mas abun--
dantes en hojas viejas y constituidos por acimulos de material 1i
pidico (17). Finalmente, se observan particulas ribosdmicas tipo
70S, cuya misidn es dirigir la sintesis de algunas proteinas clo-
roplastidicas,entre las que se encuentra la subunidad mayor de la
fraccién | (18), Efectivamente, muchos caracteres del alga Chlamy
domenas reinhandid son transmitidos biparenteralmente, segln los
postulados de Mendel, lo que los define como codificados por el -
genoma nuclear, Por el contrario, otros lo son uniparenteralmente,
del predecesor m3s caracterizado, y estan vinculados al genoma --

cloroplastidico,

Origen y desarrollo de la estructura cloroplastidica.

E1 DNA cloroplastidico es muy diferente del DNA nuclear -
en lo que respecta a su composicién en bases -carece de 5-metilcito
sina, encontrada en el niicleo-, ausencia de histonas y resistencia
a la desnaturalizacidn; por el contrario, el DNA de cloroplastos de
diferentes especies es muy similar, dada su facilidad de hibridacidn
con rRNA y tRNA heterflogos y su nula o escasa con rRNA y tRNA nu-
clear, incluso de la misma especie, lo que indica una conservacion
de identidad de material gendmico a lo largo de millones de afios,

alin a pesar de la diversificacidn especifica.
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Por otro lado, el DNA cloroplastidico presenta una compleji
dad génica equivalente a 1 x 108 daltons, lo que tedricamente equi~
vale a una capacidad codificadora de unas 120 proteinas de un p.m,
medio de 50,000, Esto es a todas luces insuficiente para justificar
la existencia de una autonomia como la que presenta este organulo,-
ya que dicho nimero de proteinas es requerido sdlo para la autopro-
duccidn de dicho material génico (RNA polimerasa, proteinas ribosé-
micas, etc.). AsT pus, hay que admitir que parte de las proteinas
cloroplastidicas son codificadas por DNA nuclear, sintetizadas en =
el citoplasma y exportadas al cloroplasto, o bien que existe una -=

transferencia a éste de un mDNA, soluciones ambas que justifican el

‘elevado contenido proteico -cerca del 50% del contenido protéeico to

tal de la célula- de] cloroplasto, y su alta densidad ribosémica.

En esta transferencia de macromoléculas del citoplasma al
cloroplasto podriamestar implicadas las invaginaciones que sufren
las cubiertas clorbplast?dfcas en procesos de crecimiento de las -
lamelas tilakoidales (19). Datos recientes del grupo de Chua (20)
indican la posibilidad de una sintesis citoplasmatica post-transla
cional de plastocianina vy ferredoxin-NADP+-reductasa, asi como el
transporte de precursores de las mismas -de peso molecular mayor -

que las proteinas cloroplastidicas- al interior del cloroplasto.

El descubrimiento que la subunidad de alto p.m. de la ri-
bulosa=1.5-bisfosfatos carboxilasa -una proteina soluble-, y tres

de las subunidades del CF; -una proteina ligada a membranas-, se

" sintetizaban en el cloroplasto ha llevado al pensamiento de una in

tervencidn del cloroplasto exclusivamente a nivel de sintesis pro-
teica de algunas subunidades de sistemas enzimiticos heterogéneos

(21). STn embargo esto no es asi, pués existen evidencias de una--
sintesis integral cloroplastidica de proteinas enzimaticas, como -
la nitrito-reductasa, algunas proteinas ribosdémicas, etc., mientras
que otras proteinas tipicamente fotosintéticas -fosforribulokinasa,

ferredoxina, triosa-P-isomerasa, etc.-, dependen biosintéticamente




del citoplasma.

En cualquier caso,el nimero de proteinas que actualmente
se conoce se sintetizan en el cioroplasto, no va més alld del 5-10%
de las gue es presumible lo sean seglin se deduce de Ta informacién
génica almacenable por el DNA de la organela, quedando un 90% del
genoma del mismo sin justificar (22). De ello se deduce que, bien
la informacién génica existente para determinadas proteinas es al-
tamente reiterativa -justificable en el caso de la subunidad de al
to p.m. de la carboxi-dismutasa por su elevada concentracién-, o -
que parte del DNA es informativamente {rrelevante, o que codifican
proteTnas que se encuentran a tan baja concentracién que aln no se

han podido detectar.

La colaboracidén del genoma citoplasmatico y cloroplasti-
dico en la sintesis de algunas proteinas del cloroplasto, ha queda
do, no obstante, corroborada al verse influenciada tanto por cloran
fenicol y lincocina, inhibidores de 1a sintesis protéica por los ri
bosomas tipo 70S, como por cicloheximida, inhibidor de los ribosomas
80S (23). Laubhere y Dorne (24) indican la pdsible vinculacidn de -
los ribosomas 805 implicados en la sfntesis de proteinas cloroplas-

tidicas a las membranas externas del orgénulo.

Un hecho interesante a analizar se refiere a la herencia -
del aparato fotosintético. Los vegetales exhiben grandes diferen--
cias en la forma como sus plastidios son heredados. La mayor parte
de las especies derivan de uno sélo de los ascendientes (herencia
uniparenteral), generalmente el materno, mientras que en otros am=
bos ascendientes contribuyen a la dotacidn plastidica de la proge-
nie (herencia biparenteral), aunque en estos casos la contribucidn

del predecesor materno es siempre mucho mayor (25).

Muy diversos son los procedimientos de los que el vegetal
se vale para excluir los plastidios paternos, o minimizar su influen

cia,en la dotacidn cloroplastidial del zigoto. Frecuentemente como
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ocurre en muchas algas y plantas superiores, el gameto masculino --
contiene un solo plastidio o de reducida dimensidn, frente a va--
rios plastidios de mayor desarrollo del femenino, lo que se debe a
una reduccidn del DNA plastidial que tiene lugar durante la gameto-
génesis, Otras veces, como ocurre en muchas especies de algas, los
plastidios de uno y otro origen aparecen en el zigoto, pero raramen
te llegan a fusionarse, sino que por una u otra via los de proceden
cia paterna son eliminados: degeneracidn y digestién dentro del pro
pio zigoto, segregacidn a lugares marginales de la célula y elimina
cidon por extrusidon vesicular, etc., Un sistema parecido es usado por
las Angiospermas, en las que.algunas veces incluso e} gameto mascu-
lino 1lega al 6vulo de forma aplastidial, habiéndose deshecho previa
mente del rudimentario cloroplasto por alguno de jos procedimientos

indicados.

En algunas algas como Chlamydomonas, e, incluso, en ciertas
Angiospermas como Jenothera y Pelarngonium, llega a haber una fusidn
en el zigoto de los plastidios de ambas procedencias, aunque por la
precaria dotacidn génica del plastidio del precursor paterno, la he
rencia materna predomina (26). Un caso excepcional lo constituyen -
las Coniferas, en las que los plastidios del precursor paterno no -
sGlo aparecen en el zigoto, sino que por una serie de circunstan---
cias — localizacibn de los plastidios paternos rodeando al nicleo -
fusionado primero y al pro-embridn después, tendencia de los plasti
dios maternos a degenerar, etc.— los plastidios del &vulo quedan -
relegados, siendo la herencia plastidial de la progenie total o fun

damentalmente paterna.

En resumen, en el gameto masculino el citoplasma y sus or-
ganelas tienden a reducirse al minimo y pocos, si algunos, plastidios

son conservados., Por el contrario, el gameto femenino — la célula -

hospedadora del futuro huevo— aparece grande conteniendo numerosas

organelas, La fertilizacién, pués, produce un balance favorable a




éste, con el inconveniente adicional que cualquier plastidio pater

no que llegue al huevo, entre en contacto con un ambiente predomi-

nantemente ajeno. Desde un plano evolutivo, Tilney-Bassets (26) in

dica que esta diversidad de circunstancias parecen sefalar la tran-
sicidn de una primitiva herencia biparenteral a una uniparenteral

de predominio materno,

Cuando una plantula inicia su desarrollo, sus protoplasti
dios, indiferenciados primitivamente, evolucionan en etioplastos
en las células ‘etioladas de la hoja; la caracteristica dominante
de estos etioplastos es la presencia de una estructura cuasi-cris
talina de elementos prolamelares que, si bien carecen de clorofila,
contienen cantidades apreciables de protoclorofflidos, de los que
existen formas distintas con maximos de absorcién a 628, 637 y 650
nm (27). Un posterior desarrollo, consecuencia de la iluminacién,
es la evolucidén de estos etioplastos a cloroplastos auténticos, -
lo que ocurre con pérdida de la regularidad de la estructura cris-
talina prolamelar, que evoluciona hacia formas tilakoidales de una
auténtica ''grana''. Esto se correlaciona con una transformacidn de
parte de los protoclorofilidos en clorofilidos "'a', primero,>y clo
rofila "a", después, proceso en que tiene lugar la sustitucidn del
geraniol por fitol como alcohol esterificante (26). La aparicién de
clorofila "'b'' es una etapa posterior, sugiriéndose que &sta se for
ma a expensas de la clorofila 'a'', Esta clorofila de formacién tem-
prana la dedica la planta principalmente al desarrollo del sistema

de "antenas'', indispensable para la captacidon luminica.

Las particulas EF de cloroplastos de hojas etioladas exhi
ben un tamafio de 80 ;, muy homogéneas, que como consecuencia de la
iluminacidn se asocian a agregados de ''antenas'' para dar las parti-
culas EF del cloroplasto maduro, mas heterogéneas, de un tamafio me-
dio de 140 R (13-17 nm). Andlogamente, las particulas PF evolucio--

nan, desde su tamafo inicial de 70 R, a otro de 105 A (9-1z nm) (29).
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La aparicidon de la estructura granal implica un incremen-
to en el nivel de galactolipidos y fosfatidil-glicerol, as? como -
una rapida sTntesis de polipéptidos de peso molecular medio, que =
llegan a constituir el principal componente de la estructura tila-
koidal. La aparicidén de citocromos y otros elementos de la cadena
de transporte electrénico fotosintético tiene lugar en la fase de
maduracidn del cloroplasto, lo que contrasta con la presencia del
CF, adherido ya a las membranas prolamelares del etioplasto (30).
De lo dicho se desprende que el Fot. | se desarrolla con anterio--
ridad al Fot. Il, lo que unido a la temprana aparicidn del CF], ha
ce que la fotofosforilacién ciclica con PMS como cofactor se detec
te en estadlos previos., Un Fot. I acoplado con un Fot, |l se mani-
fiesta ya al comienzo del desarrollo granal, si bien las unidades
fotosintéticas son pequefias comparadas con las del cloroplasto ma-

duro,

La evolucidén de la estructura granal del cloroplasto re-=
cuerda, en resumen, y como es una constante en biologia del desa--
rrollo, a la evolucién filogenética del aparato fotosintdtico: ti-
lakoides no apilados, con chobilisomas, de las Cianobacterias y -
algas rojas, bosquejo de apilamiento tipico de las algas pardas, y
un apilamiento generalizado de las algas verdes y plantas superio-

res (31).

El desarrollo de la capdcidad de fijacién de CO, es mas -
tardio, no alcanzéndose el punto de compensacidn con el 0, libera=-
do hasta pasado bastante tiempo. Esto indica una lenta sintesis de,
al menos, algunos de los enzimas del ciclo de Calvin, por lo que -
un sustrato para la disipacidon del potencial energético y reductor
originado tendrd que procedér del citoplasma. Efectivamente, se ha
observado un activo desprendimiento de 02 acoplado con el uso de -

3-P-glicerato como sustrato, pero no con CO, (32).

Finalmente, el desarrollo del cloroplasto estd sometido -




dentro de la célula a un estricto control, en el que un componente
luminico juega un papel esencial (33). En sus primeros estadios el
cloroplasto obtiene energfa, poder reductor y pequefias moléculas -
del resto de la célula —mitocondrias y citoplasma—, lo que con--
lleva una degradacidn de los polisacaricos de reserva y un incre--
mento de la actividad respiratoria. Este proceso parece estar bajo
el control de fotorreceptores no plastidiales, que en las plantas
superiores es el fitocromo, el cual también ejerce un control en =
la transcripcion del DNA nuclear, haciendo disponibles a la organe
la sus propias proteinas que son sintetizadas en los ribosomas ci-
toplasmaticos. Cuando el plastidio acumula suficiente material, --
inicia su propia actividad biosintética, probablemente también ba-
jo un fotocontrol via protoclorofilidos, destacando la transcrip=--
cion del DNA plastidial para formar su propio rRNA. El 02 despren-
dido por el cloroplasto funcional, y quizas también su propio siste
ma fotorreceptor, ejercen una induccidn de procesos no plastidia-~
les, seguramente a través de una molécula mediadora que viaja hacia

las zonas no plastidiales..

Bennoun (34) ha indicado recientemente la existencia de una
actividad respiratoria en el cloroplasto (c]ororrespiracjén), con -
un consumo de 0, diferenciable del derivado de la respiracidn Jumi-
nosa (fotorrespiracidn) y de la reaccidn de Mehler. Tal proceso ten
drfa lugar en las propias membranas tifakoidales, tal como ocurre

en los organismos prokariotes fotosintéticos.

Tipos de cloroplastos y particulas subcloroplasticas

E]l aislamiento de cloroplastos de un material vegetal puede
constituir una operacidn sencilla o complicada, dependiendo del grado
de integridad con que se quieran obtener y de la homogeneidad de la -

preparacion a conseguir, Ambas circunstancias vendran condicionadas -

15



16

por la naturaleza del ensayo a que vayan a ser sometidos estos clo-
roplastos, habiéndose establecido correlaciones entre grado de inte
gridad, funcionalidad e, incluso, método de preparacidn. En cual---
quier caso, conviene tener en cuenta que las condiciones Sptimas pa
ra un determinado test de actividad pueden ser distintas atendiendo
al grado de integridad del cloroplasto; asi, es clasica la calda al
valor 6,0 del pH éptimo de actividad de cloroplastos rotos en lo que

a la reduccidn del ferricianuro o NADP+ se refiere (35).

Dejando a un lado los métodos de preparaci6n de cloroplas-
tos en medio no acuoso (36), solamente Gtiles con fines preparati-=~
vos de determinados componentes, han sido efectuados numerosos es--
quemas de preparacidn y clasificacién funcional. Las primeras indi~
caciones (37) hablaron de la existencia de dos tipos de cloroplas--
tos en los preparados preténdidamente intactos: los de Clase |, que
aparecian al microscopio muy refringentes y dentro de los cuales no
podia distinguirse ningln tipo de estructura, y los de Clase ll, en
los que era facil la identificacidn de material granal. A los prime
ros se les considerd como cloroplastos Tntegros, que conservaban en
su preparacidén la doble cubierta membranal. Una clasificacién en --
cloroplastos Tntegros P y rotos Ps, con normas sistematizadas de --
preparacion y nomenclatura standardizada atendiendo al nimero de la

vados-P, Py sy, etc.—, fué establecida por Arnon y col. (38).

Todos losvprocedimientos de obtencidn de preparados cloro-
plasticos se basan generalmente en la preparacién de homogenados de
hojas en condiciones méds o menos controladas, y en centrifugaciones
diferenciales subsiguienteﬁ. No obstante, técnicas en que se han --
utilizado centrifugaciones en gradiente de densidad, separacidén por
distribucidén en contracorriente, y otras, han sido también utiliza-
das. Otro factor determinante en el grado de funcionalidad de los -
cloroplastos —especialmente critico en la fijacidn de CO2 por clo-

roplastos intactos— es el sistema buffer utilizado, no sélo en su




preparacidn, sino en su conservacidn y ensayo, lo que ha llevado al
abandono de los clésicos buffers a base de fosfatos, Tris, etc., vy
a la adopcidn de aquellos otros a base de de HEPES, MES, etc. Todo
ello ha conducido al desarrollo de técnicas muy precisas en la pre-
paracidn de cloroplastos, en las que se controla desde la velocidad
y tiempo de homogeneizacidén hasta las mds minimas condiciones de cen
trifugacidn, circunstancias especialmente criticas cuando de la pre-
paracién de cloroplastos intactos, con un porcentaje lo mas alto po

sible de elementos con la cubierta exterior intacta, se trata (39,

ko, 41).

Esta diversidad de métodos ha llevado a una situacidén con
fusa, y a una dificuitad en la comparacidén de los resultados obte-
nidos por distintos investigadores. Dirigido a solucionar este pro
blema, Hall (42) ha hecho una clasificacidén de los distintos prepa~-
rados de cloroplastos, indicando caracteristicas morfoldgicas y bio
quimicas, métodos de preparacidn, y asimilando a esta clasificacién

los tipos anteriormente descritos por otros autores.

La clasificaci6n de Hall se inicia con los de tipo A, clo
roplastos en toda su integridad, con alta tasa de fijacién de COZ,
en los que el ferricianuro es reducido a un bajo ritmo a nivel del
Fot. | debido a dificultades de permeabilidad =—criterio éste usa-
do frecuentemente para determinar el porcentaje de cloroplastos in-
tegros existentes en un preparado (43)~, y que se obtienen sélo en
medios isotonizados con azlicares mediante una sola centrifugacidn,
Los cloroplastos tipo A con una mayor tasa de fijacidn de CO2 se ob
tienen por el método de Jensen y Bassham (44), a base de HEPES-sor-
bitol y una Gnica centrifugacién a 2.500 g; sin embargo, exhiben nu
merosas impurificaciones por otras organeias, de las que se pueden

separar por centrifugacién en gradiente de sacarosa o percoll.

Los del tipo B son también cloroplastos integros que han

perdido al menos parcialmente, su cubierta mas externa, correspon-
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diéndose fundamentalmente con los cloroplastos de Clase | antes men
cionados; fijan 002, aunque a una baja tasa, reducen el ferricianu-
ro a un buen ritmo ya a nivel del Fot. Il, pueden reducir el NADPT

sin adicion de ferredoxina exdgena, y admiten dos centrifugaciones

en su preparacidn, Los cloroplastos de tipo C son los clasicos clo-
roplastos rotos de la Clase I, que no fijan CO2 y requieren ferre-
doxina exb8gena para reducir NADP+; no obstante, mantienen un buen =~

ritmo de transporte electrdnico y fotofosforilacion,

Los de tipo D son en realidad ''lamelas' cloroplasticas que
aln mantienen un buen control fotosintético y pueden fijar CO2 cuan
do se les adiciona un extracto de cloroplastos y un intermediario -
adecuado, aceptor de los equivalentes de reduccidn producidos. Esto
no lo realizan ya los preparados de tipo E, fragmentos de cloroplas
tos que, si bien mantienen un transporte electrdnico, no sintetizan
ATP, Finalmente, los tipos’F son en realidad particulas subcloroplas
ticas obtenidas por sonicacidn o tratamiento con detergentes, con un
transporte electrdnico limitado al fotosistema en que se hallan enri
quecidos; requierén, segln el caso, un aceptor y/o donador de elec-

trones adecuado,

La preparacidn de particulas subcloroplasticas plantea una
problematica metodoldgica particular. En primer lugar el enriqueci-
miento en Fot, | o Fot. !l de un determinado preparado subcloropl&i
tico puede efectuarse siguiendo la relacién entre los contenidos de
clorofila "a'", existente en ambos fotosistemas, y clorofila "b'", ex
clusiva del Fot. |i; un enriquecimiento en Fot. {l o, lo que es lo
mismo en ‘''grana', se traducird en una disminucidn de la razén clorofi
la a/b, mientras que un enriquecimiento en Fot. | o "'lamelas' estro-
maticas, representard un aumento de la misma. Un criterio paralelo -
se puede seguir con el enriquecimiento en xantofilas, pigmento auxi-
liar vinculado exclusivamente al Fot, |l., Cdlculos similares pueden

efectuarse siguiendo la distribucién de determinados transportadores



electrdénicos vinculados a uno u otro fotosistema, cuando su conteni-

do se exprese en razdn a la cantidad de clorofila; asi, el componente
C-550 y el citocromo b559 estan exclusivamente asociados al Fot., i,

y son facilmente determinables. Lo mismo cabe decir de las actividades
fotoquimicas asociadas a uno u otro fotosistema, con el emplec de do-
nadores y/o aceptores artificiales de electrones, Sin embargo, el mé-
todo mas sensible consiste en la determinacién de la fluorescencia de
emisién que, a la temperatura del nitr6geno liquido tiene lugar a 730

nm para el Fot. | y a 685 nm para el Fot. !l (45).

Una separacidn estructural de las ''lamelas''granales de las -
estromiticas puede conseguirse tratando los cloroplastos con digitoni
na, aunque el mejor procedimiento para consequir esta separacidn man-
teniendo intacta la estructura granal parece ser la prensa de French.
En cualquier caso, estos tratamientos deben continuarse con una cen--
trifugacién diferencial, obteniéndose a 10.000 g una primera fraccidn
que contiene fﬁndamentalmente grana, a 50.000-80,000 g una segunda --
constituida por granas rotas y a 150.000 g las ''lamelas' estromaticas.
Mediante este procedimiento Boardman y Anderson (46) han conseguido
fracciones pesadas granales con una razdn de clorofila a/b de 2, y -
fracciones ligeras estromdticas con una razén de hasta 7. Un método
adicional de separar particulas cloroplasticas enriquecidas en‘Fot.
| oen Fot. Il es el tratamiento con Tritdén x-100. El sedimento obte-
npgdo después de una corta centrifugacion a 150.000 g se designa TSF-2,
constituyendo particulas relativamente planas con gran actividad de
Fot. Il. E]1 sobrenadante suministra por centrifugacidén prolongada ~-
unas particulas TSF-1 en forma de agregados discoidales, que exhiben

una clara actividad de Fot. | (47).

Una clasificacion de los distintos tipos de particulas clo-
ropldsticas ha sido también hecha (48). Las denominadas P-1 incluyen,
por un lado, fragmentos granales capaces de soportar un flujo electrd

nico del H,0 al NADP T y, por otro, particulas mas pequefias que foto-
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rreducen al NADP+ cuando se agrega un donador de electrones adecua-
do; ambas muestran magnificas tasas de fotofosforilacidon y se obtie-
nen por tratamiento con digitonina. Las particulas P-l| mantienen el
desprendimiento de 0, asociado al Fot. 11, aunque la reduccidn del -
NADP T requiere normalmente la adicidon de plastocianina; la sintesis
de ATP aparece generalmente desacoplada, siendo éstos los prepara-
dos que se obtienen por tratamiento ultrasénico o con la prensa de
French., Aunque verdaderamente la pérdida de plastocianina puede usar
se como indicativo del grado de fragmentacidn, otros autores sostie-
nen que este tipo de particulas pueden reducir normalmente el NADPT
aln sin adicién de plastocianina, de lo que deducen la no necesidad
de la misma para un normal transporte eTectrénico (49). Las particu
las P-111 se caracterizan por tener dafado el mecanismo de descompo
sicién del HZO’ aunque el Fot. |l es operativo con un donador arti
ficial de electrones adecuado; parecen derivar de granas fragmenta-
das. Las P-lV tienen ya categorfa de fotosistemas purificados, aun-
que aparecen asociadas con otros componentes membranales, particu~-
larmente pigmentos accesorios. Finalmente, las particulas P-V cons

tituyen los centros de reaccidn purificados.,

La preparacidn de cloroplastos de plantas Cj presenta unas
especiales caracteristicas dado que en este tipo de vegetales coexis
ten dos tipos de ellos. Los primitivos métodos de separacidn de clo-
roplastos del mes6filo de los del parénquima vascular implicabag el
uso de procedimientos mecdnicos de homogeneizacidn diferencial con o
sin una previa digestidon enzimatica, toda vez que las células del -
primero son mas facilmente separables que las del segundo de la es-
tructura foliar, De esta forma se obtenian fracciones simplemente -
enriquecidas en el contenido de uno u otro tipo de cé&lulas, Actual-
mente estos procedimientos se completan con una purificacién de las
fracciones obtenidas por centrifugacién en gradiente de densidad o
filtracidn por geles, obteniéndose asT cloroplastos de ambos tipos

con pequefa o nula contaminacidn cruzada (50).



Etapas fotoquimicas de la Fotosintesis.

La captacidn de la energfa radiante la realiza el cloroplas
to mediante las |lamadas antenas, bloques de sistemas pigmentarios -
constituidos en los cloroplastos de plantas superiores por clorofi-
las "a" y 'b'", carotenos y xantofilas, que asociados a moléculas ---
proteicas constituyen los ''l1ight harvesting complex'' (LHC). Tal di--
versidad pigmentaria y su distinto estado de asociacidn a entidades
proteicas permiten al cloroplasto extender la anchura espectral de =~
la radiacién captada (51). Cada '‘centro de reaccidn' correspondien=
te al Fot. | & Il posee su propia antena, con unas 300 moléculas de
clorofila en cada una, y puesto que cada saco granal soporta hasta
10° de dichas moléculas, se deduce que en cada disco tilakoidal ope
ran unas 200 cadenas de transporte (52). No obstante, la composicién
pigmentaria de los LHC vinculados a los Fot. | y || no es exactamente
la misma, estando los del Fot., || enriquecidos en clorofila ''b", xan
tofilas y B-caroteno, y en clorofila "a" los del Fot. |, que contiene
también un importante ''pool'' de B-caroteno. Esto, dada la mayor lon-
gitud de la radiacién absorbida por la clorofila 'b'", facilita la -~
transferencia energética del Fot, | al 11, explicando al mismo tiem-
po el efecto Emerson, o incremento de la actividad fotosintética cuan
do adicionalmente se ilumina el cloroplasto con radiacidén del rojo le

jano (53).

Un pigmento primario de la antena capta un quanto de luz de
una A determinada, quedando en si{tuacidn de excitacién electrdnica, -
Esta energia puede transferirla a un pigmento vecino siempre que la -
distancia entre los mismos y la orientacién de los grupos croméforos
permita el establecimiento entre ambos de un estado bipolar de reso--
nancia, de tal forma que la probabilidad de esta transferencia sea ma
yor que el gasto del estado excitado en otros procesos: emisién de fluo

rescencia, calor, etc. Puesto que la estabilidad del pigmento fotoexci
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tado es pequefa, la transferencia energética entre los mismos ha de
tener lugar muy ripidamente, no siendo posible cuando la distancia
entre pigmentos vecinos supere los 100 ; (54), lo que viene a ser
el orden del espesor de las membranas fotosintéticas. Esto lleva a
una estrecha asociacibén de los pigmentos,'pudiendo tener lugar al-
rededor de 125 pasos de fransferencia dentro de una antena antes -
de que el hv absorbido aparezca reflejado en el correspondiente fo
tosistema, lo que ocurre en 0.3-1.6 nseg en el Fot, Il y en < 30 -
pseg en el Fot, | (55), De ello cabe deducir que en el Fot. | cada

transferencia ocurre en un tiempo < 2,5 x 10-13 seg., lo que sélo

es explicable en base a la teorfa del excitén (56),

En las plantas adaptadas a bajas intensidades de ilumina-
cién el defecto luminico queda en parte superado mediante un aumen
to de la unidad fotosintética entendido en el sentido de una coope
racién de varias unidades antena en ambos Fotosistemas para promo-

ver el flujo electrénico de una misma cadena de transporte (57). -
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Ello se traduce en un elevado cociente clorofila/citocromo f, Tndi

ce informativo del tamafio de la unidad fotosintética.

Estd generalmente aceptado que las antenas de los Fot. |
y Il no se encuentran segregadas, sino comunicadas por transferen-
cia de energia de excitacidn, Esto ha podido comprobarse experimen
talmente entre las antenas vinculadas a centros de reaccién (!, pe
ro no entre las correspondientes a centros |. Por otro Iado, es ~-
evidente un trasvase de situaciones de excitacién entre ambos tipos
de centros de reaccidn, especialmente en el sentido t1 =+ |, lo que
al menos en parte invalidaria el efecto Emerson. Parece ser, sin -
embargo, que la regulacion de este trasvase viene dada por la gene
racién de un gradiente de M92+ a través de la membrana tilakoidal,
cosa que, como se sabe ocurre a consecuencia de la iluminacidn (58).
La ventaja fisioldgica de controlar la distribucidn de quantos de
energia entre ambos fotosistemas por este procedimiento es obvia.
La radiacidon solar normal es recogida por el equipo pigmentario --
del Fot. Il con un mejor rendimiento; sin embargo, el concomitante
gradiente de M92+ originado estimula el trasvase energético al Fot,
l, que de esa forma absorbe el flujo electrdnico procedente del --

Fot., 11, haciéndolo operativo.

Practicamente la dotacidén de moléculas de clorofila de un
cloroplasto es la misma durante toda su vida. Un paso metastable -
del proceso de fotoexcitacién de la clorofila es la formacidn de -
un estado ''triplete' que, si bien muy fugaz, la hace muy suscepti-
ble a la destruccidon por el oxTgeno, siempre presente en los orga-

nismos oxigénicos a consecuencia de la lisis del H,0, El estado --

2
"triplete' decae a la situacidn normal con emisidn de fluorescen--
cia, pero su desaparicidn es alin acelerada por el cloroplasto me-=
diante un mecanismo de defensa basado en una transferencia del es-
tado "'triplete' a las moléculas de B-caroteno, muy abundante en am
bos Fotosistemas, que rapidamente disipa dicha extra-energia por -

interaccidn con oxigeno (59).




La cinética de la emisidon de fluorescencia por cloroplas-
tos iluminados después de un periodo de oscuridad es un fendmeno -
complejo, Una primera y rdpida onda fluorescente P es seguida por
una situacion de cuasi ''steady-state'' S, a los 1-1,5 minutos, con-
tinuada por una segunda ola fluorescente M de menor intensidad, se
guida de un valor terminal de equilibrio T (60). La onda fluores--
cente P ha de vincularse, por un lado, a la '""fluorescencia muerta"
o energia perdida en los procesos de transferencia a nivel de ante
na, y que es un factor constante y, por otro, a la situacidn de --
oxido~reduccidn del ''quencher'" Q y de los inmediatos transportado-

res de la cadena de transporte, asi como al ''status'' energético --

+

del cloroplasto, es decir, a los valores de las razones NADPH/NADP
y ATP/ADP, Como consecuencia, dicha fluorescencia tiene dos compo-
nentes de ''quenching" (61): uno denominado qq» Que se manifiesta -
cuando la razén NADPH/NADP' es baja y, en consecuencia, se dinami-
za el flujo aciclico de electrones con vistas a la sintesis de ---
NADPH, y un segundo denominado denominado g, que se evidencia cuan
do la razdn ATP/ADP es baja, y va ligado al establecimiento de un
ApH alto a nivel de membranas tilakoidales, como consecuencia de un
activo flujo electrdnico ciclico y pseudociclico con vistas a la --
sTntesis de ATP. En resumen, la onda fluorescente P estd vinculada
a la consecucidn por el cloroplasto de una razdn ATP/NADPH adecua-
da para la fijacibn de €0, el cual, naturalmente, actla como ''quen-

cher'! de la misma.

La segunda ola fluorescente M es la denominada "efecto Kauts-
ky" (62), y en cierta manera indica la puesta en marcha del proceso -
de asimilacidn de C0,, una vez superada la ""fase de induccién'' con la
que en cierto modo se puede identificar en el tiempoAla onda P, La -~
puesta en marcha de tal proceso distorsiona transitoriamente el ''pool"
de NADPH y ATP establecidos, tanto mas cuanto menor sea el nivel al-
canzado de éstos, que como tales actlan como ''quenchers' de dicha --

fluorescencia tardfa. Robinson y Walker (63) la vinculan a la reduc-




cion del 3-P-Glicerato a P~gliceraldehido, Esto viene corroborado

porque el D, L-gliceraldehido, un inhibidor de la asimilacién del
+ @ —_ .

C02, y el NHA , un activo desacoplante eliminan o sustancialmente

modifican esta segunda onda fluorescente (64).

Otra forma de disipacidn energética es la llamada ‘'delayed"
luminiscencia, descrita por primera vez por Strehler y Arnon (65),
que tiene lugar mas tardiamente que la emisidn de fluorescencia,~--
en un intervalo de tiempo entre 10—3 y 10.1 segundos, después de -
iluminar, Se encuentra vinculada al Fot, Il vy es indicativa‘del it

grado de funcionamiento del '"centro de reaccidn'' (66),

Dos fotorreacciones operan en serie para elevar electrones
desde el H,0, un donador con alto potencial redox al aceptor NADP+
de bajo potencial., Estas fotorreacciones tienen lugar en sendos --
‘‘centros de reaccion'' denominados fot, | y Fot, Il, cuyos componen
tes fotoactivos son, respectivamente, los denominados P-700 o clo-
rofila "ay" y P-680 o clorofila "'a,''. E} componente P-700 —denomi
nado asi por presentar un maximo de absorcién a dicha longitud de
onda, aunque su banda de absorcidn se extiehda entre 400 y 730 nm—,
origina por fotooxidacidn un radical catibnico cuyo electrdn desa-
pareado aparece en EPR deslocalizado sobre dos anillos porfirinicos,
lo que sugiere se trata de un dimero de dos moléculas de clorofila
"a'' (67). Lo mismo cabe aplicar al componente P-680 =—con banda de
absorcidn entre 400 y 700nm— 1lamado también ''trampa'' por ser el
elemento que capta de forma irreversible los hv atrapados por las
antenas del Fot. |l. El potencial redox del P-700 es de +450 mv, -
alcanzando por fotoexcitacidn -1,350 mV, con un gradiente energéti
co del que aproximadamente el 50% se pierde por disipacion. Cede -
el electrén excitado a un aceptor primario X de naturaleza aln des
conocida recuperandolo después de un donador primario: la plastocia
nina. Andlogamente, el componente P-680 tiene un potencial redox de

+500 mV, llegando a alcanzar en el fotoacto -700 mV; al igual que -
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antes, parte de este gradiente energético se disipa al reducir al -
aceptor primario, probablemente de naturaleza quindnica, aceptando

luego electrones del donador Z de estructura desconocida.

Tanto los componentes fotoactivos P-680 como P-700 parecen
estar incrustrados en una matriz proteica. Se ha apuntado que la pro
teTna matriz actuarfa ''canalizandd'el flujo electronico del componen
te fotoactivo a los aceptores primarios, pero no hay base experimen-

tal para ello.

Este planteamiento sobre la base de dos Fotosistemas ha con
ducido al clasico esquema en Z de Hill y Bendall (68), con un reque-
rimiento tedrico de 8 hv por mol de O2 desprendido, toda vez que la
transferencia de cada equivalente de reduccidn requiere la interven-
cidn sucesiva de dos fotoactos:

8hv

co, + HZO‘ 3 (CHZO) + 02

A consecuencia del Fot, Il tiene lugar un transito de + 800
mV del sistema HZO - 02 al =35 mV del aceptor primario del Fot., II,
mientras que en el Fot. | se consigue el transito de +450 mV del com
ponente P-700 al -340 mV del NADPH. AsT pues, el transito neto de po
tencial redox entre ambos extremos es de +800 mV a =340 mV, con un -

gradiente de 1,140 mV.

Como puede observarse en el esquema adjunto, la fuerza que
impulsa el transporte electrénico y el gradiente protdénico anejo no
es mds que la derivada de la separacidn espacial de cargas que tiene
lugar como consecuencia de ambos fotoactos: P680+'Q_ en el Fot., tl vy
P700+-X- en el Fot, |, Esta separacibn de cargas es la responsable -
del llamado "efecto electrocrdmico', producido por la distorsidn que
este campo eléctrico produce en el espectro de absorcidn del siste-

ma pigmentario de las antenas (69).

Mientras ambos Fotosistemas son responsables del flujo aci-

clico de electrones, sélo el Fot, | es el responsable del flujo ci--
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clico, Este esquema se conoce como el de ''2 reacciones luminicas' -
frente a la hipdtesis de '3 reacciones luminicas' postulada por Ar-
non (70), segin la cual la reduccidn del NADP T depende de dos foto-
actos conducidos por el Fot, Il que, directamente, es capaz de redu
cir a la ferredoxina a travds de una feofitina, recientemente des--
crita como el aceptor primario de dicho Fotosistema, Un tercer foto
acto, dependiente del Fot. |, ifia dirigido, no a la sintesis de --
NADPH, sino de ATP,

Cadena de transporte electrénico,

Ademds de los componentes fotoquimicos P-700 y P-680 mencio
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nados, existen una serie de transportadores electrénicos en la cade-
na fotosintética (ver Fig. anterior y siguiente) a los cuales nos va-
mos a referir suscintamente, Magnificas revisiones sobre el particu-

lar han sido publicadas por Barber (71), Velthuys (72) y otros (73).

Sistema de escisi6n del H,0. E1 conjunto de la cadenade --

transporte comprendido entre el HZO y el Fot. Il constituye la zona
més 1abil y, desde luego, menos conocida, Vinculada a ella ha sido -
demostrada la necesidad de iones Cl y de Mn, del que las 2/3 partes
del contenido total cloroplastidico resulta esencial para el despren
dimiento de 02, si bien no todo &l se encuentra en el mismo estado,

sino en forma de tres diferentes ''pools'' (74).

Han sido aisladas de cloroplastos cadenas polipéptidicas -
que contienen Mn ligado, y que de alguna forma se encuentran unidas
a las moléculas de clorofila del Fot. Il. Este Mn podrfa considerar
se vinculado al defecto en formacidén de grana que la deficiencia en
este elemento ocasiona (75). M&s aln, Kuwabara 'y Murata (76) detec
tan la liberacidn por tratamiento a pH alcalino de preparados de --
Fot. 11 de tres entidades polipeptidicas, al mismo tiempo que desa-
parece la capacidad de desprendimiento de 02. En general, el "locus"
lamelar en que reside el sistema de lisis del agua es muy suscepti-
ble a la accidn de fermentés proteoliticos, como la tripsina (77).
Por el contrario, aniones como el citrato, succinato, etc,, que se
encuentran muy altos en la serie de Hofmeister, actlan estabilizan-
do dicho sistema, protegiéndolo en cierta medida frente a la accidn
del calor y agentes caotrbpicos (78), lo que podria ser debido a --
una proteccidon conformacional de las entidades proteicas via una es
tabilizacion de las moléculas orientadas de H,0 que, como una cora-
za, crean un microambiente protector de las proteinas, de cuya co--
rrecta estructuracidn depende en Gltima instancia el mantenimiento

del Mn ligado,



El hecho basico en la elucidacidon del mecanismo de actua-
cién del componente Z fué la observacidn de que cuando se ilumina-
ba el cloroplasto con 4 golpes de ''flash', el desprendimiento de -
02 tenTa lugar a cada cuatro golpes de iluminacidn, lo que sugeria
4 actos fotoquimicos sucesivos antes de que tuviera lugar el des=-
prendimiento gaseoso (79). Puesto que cada fotoacto fmplica la ce-
sidn de un electrdn al componente P-680, ello indicaba que Z puede
experimentar cuatro estadios sucesivos de oxidacidn, 51-82-53-Sq,-
desde la situacidn base Sp, produciéndose a nivel del estado §; -
la oxidacidn del HZO’ recuperandose la situacidn S0 con desprendi-
miento concomitante de un mol de 0,. La estabilidad de estos esta
dos de oxidacidn es muy precaria, estando aumentada por la forma--
cidn de compuestos de coordinacidn en los que interviene el Mn co-
mo i6n central, en estados de oxidacidén variables aln no definidos,

y en los que se han detectado las especies HZO’ OH", HZOZ Y 02'-
(80) .

Citocromo b559. Existe en el cloroplasto en dos formas, ambas vin-
culadas al Fot. Il. La forma de alto potencial tiene alrededor de
+370 mV, y ha sido sugerida por algunos como donador primario de -
electrones del Fot, Il. Un papel alternativo es la posibilidad de
catalizar un flujo electrdnico ciclico alrededor del Fot. il =—en-
tre Q- y cit. b559+—- en condiciones de alta irradiacién, cuando -
el aporte electrdnico procedente del H,0 no es suficiente para abas
tecer el alto ritmo de fotooxidacidén de la clorofila, impidiéndose
as1 los efectos deletéreos derivados de una vida prolongada de la
especie P-650" (81). Una forma de bajo potencial, de un potencial
redox préximo a 0 mV, se sitla entre el aceptor primario Q y el -

""oool'' de plastoquinona (62),
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Aceptor primario del Fot, |I, El componente Q =—hasta hace poco con-

siderado como el aceptor primario— exhibe un potencial de =35 mV, -
segln la versidén mds segura, aceptando un solo electrén. Su natura-

leza quimica es aln desconocida, aunque parece imponerse la idea de

un tipo especial quindnico, Se le denomina también ''quencher' por di
sipar la fluorescencia emitida por el P-680 en condiciones en que el
flujo electrdnico hacia el Fot., | se encuentra inhibido (83). La me-
dida de esta fluorescencia constituye un buen procedimiento de medi-
da del estado redox del componente Q y, por tanto, de la funcionali-

dad de la cadena de transporte en el lado reductor del Fot, Il.

Recientemente (84) se ha postulado para &l una forma espe-
cial de plastoquinona, espacial y funcionalmente independiente del
"pool' de plastoquinona, que serfa reducida en el fotoacto a un ra-
dical de tipo semiquindnico. Por otro lado, los trabajos de Klimer
y colaboradores (85) parecen sugerir que un componente con naturale-
za de feofitina ''a'" pueda actuar como aceptor primario del Fot. I,
Este, llanado aceptor | podria ser el mismo componente C-550, ante--

riormente descrito como feofitina vinculada al aceptor Q.

Componente B. Descubierto pot Bouges-Bocquet (86) =y posteriormen-

te 1lamado R por Velthuys y Amesz (87)—, tiene también naturaleza
quinbnica, aceptando ya electrones por pares del componente Q antes
de transferirlos como tales al “pool'' de plastoquinona. En 1976 --
Renger (88) propuso que los componentes Q y B estaban rodeados por --
unaééstructura proteinacea de naturaleza lipoffilica, que en ese sen
tido sirve como de aistante de los mismos frente a la fase acuosa -
estromatica. Como luego veremos, dicha estructura parece jugar un -
papel clave en la regulacidén del flujo electrdénico a nivel de los -
componentes Q y B, constituyendo ademés el punto de anclaje de dis-

tintos inhibidores del mismo,




Recientemente (89) se ha descrito la necesidad de CO2 -
~ probablemente en forma de C03H — para que el propio proceso de
transporte electrdnico pueda tener lugar, estando localizado su lu
gar de actuacidn entre el aceptor primario de electrones Q del Fot.
Il y la plastoquinona, probablemente por interaccionar con el acep
tor secundario B. Aunque la forma de anclaje sobre el mismo parece
ser la de CO_H , Vermaas y Van Rensen (90) proponen un mecanismo -

3

mas complejo dada la dificultad que el COBH- ha de encontrar =-da-
das las cargas negativas que, especialmente al pH del cloroplasto
iluminado, bloquean el pasillo de acceso al lugar de anclaje— pa
ra alcanzar dicho lugar, cargado positivamente. Los autores propo
nen un acceso al lugar de anclaje en forma de o,, donde seria fi
jado por exceso de carga como CO3H_. Este lugar de anclaje serfia

el mismo que el de los inhibidores fotosintéticos tipo DNOC.

Plastoquinona. Es el elemento mayoritario de la cadena de transpoyr

te, constituyendo el llamado ''pooi!' de plastoquinona, con un poten-
cial redox de -30 mV. Su concentracidn en el cloroplasto es muy dis
cutida, siendo lo mds probable la existencia de 7 moléculas por '‘cen
tro de reaccién', de las que en condiciones de iluminacidn media, 4
permanecen en forma reducida (91). Puesto que puede aceptar hasta 2
electrones por molécula, ello implica un reservorio de 8 equivalen-
tes de reduccidn, lo que le permite servir de enlace entre distin--
tas cadenas de transporte —un sdlo ''pool' puede sustentar hasta 10
cadenas de transporte (92)—, vy supli? as{ posibles deficiencias --

del sistema de antena o del propio P-680.

Puesto que entre la plastoquinona y el Fot, || pueden sélo
almacenarse tres electrones adicionales como maximo, resulta eviden-
te que la transicidn plastoquinona a citocromo f, con transferencia
de un electrén, constituye el paso limitante de la cadena de trans-

porte, puesto de manifiesto de que ain en condiciones de fuerte ilu-
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minacidén, la plastoquinona aparezca fundamentalmente al estado re-

ducido, mientras que el citocromo f aparece. en estado oxidado (93).

Citocromo f vy b6' Ambos aparecen asociados al Fot. . El primero —un

citocromo ¢, a pesar de su nombre— tiene un potencial redox de ---
+360 mV, siendo su posicidén mias admitida inmediatamente antes de la --
plastocianina. Constituye el componente minoritario de la cadena total,
siendo por lo tanto el punto critico por lo que al transporte de elec~-
trones se refiere (94). El citocromo b6’ con un potencial de 0 V, se

encuentra fuera de la cadena principal de transporte y vinculado al -~

flujo electrénico ciclico, siendo reducido por el aceptor primario X

del Fot. |, y oxidado a nivel del "pool" de plastoquinona (95).

Plastocianina. Es una cuproproteina con un potencial redox de + 370 mV,

débilmente ligada a la estructura lamelar. Su posicidén en la cadena de
transporte ha sido muy discutida, siendo la mas aceptada la definida

por reduccién por el citocromo f y su fotooxidacién por el P-700.

S-Fe proteina tipo Rieske. Tiene un potencial redox de + 290 mV, y se

encuentra vinculada al Fot. |, aunque en una posicién adn no determi-

nada.

Componente X. La identificacidn del aceptor primario de electrones del

Fot. |. ha sido objeto de gran controversia en la historia reciente, --
y aln no se ha llegado a dilucidar. Los datos suministrados por - ---

el EPR indican se trata de una ferrosulfoproteina no heminica, ha-




biéndose propuesto sucesivamente las candidaturas de la propia ferre-
doxina, la llamada ''ferredoxin-reducing-substance', los ''centros Ay

B" y, mds recientemente por Evans y col, (96) una sulfoferroproteina

atipica, por cuanto presenta al EPR una sefial a g = 1,76 que cae fuera

del rango conocido para estos compuestos. Actualmente se admite que -
ambos '‘centros A y B', con potenciales redox respectivos de -530 mV y
-580 mV, forman parte de la cadena de transporte entre la ferredoxina
y el aceptor primario X, mientras que pruebas indirectas han predicho

para este Gltimo un potencial redox del orden de -730 mV (97).

Ferredoxina,

Es una sulfoferroproteina con hierro no hemfnico y azufre
18bil, Aunque presenta una gran variedad segin su procedencia, las
existentes en cloroplastos de algas y plantas superiores pertenecen
al tipo 2 Fe - 2S5, siendo su peso molecular alrededor de 12,000, EIl
centro activo y crombéforo de este grupo de ferredoxinas presenta la
estructura (R-S)ZFe =S = Fe (S-R)z, en la que ambos dtomos de hierro

3+

se encuentran al estado Fe” en la ferredoxina oxidada, pasando uno
+ . .

de ellos a la forma Fe2 en la reducida, Admite por lo tanto un elec

trén en el juego de oxido-reduccidn, siendo su potencial redox de -

420 mVv.

Su contenido en el cloroplasto es de una molécula por cada
300-400 moléculas de clorofila, es decir, aproximadamente de una fe
rredoxina por cadena de transporte electrdnico, lo que indica que -
ha de tener un '"turnover' muy rapido. En las plantas Ch se admite -

la existencia de un mayor contenido que en las C seguramente por

3’
la incidencia que tiene este compuesto en la fotofosforilacion cicli
ca y pseudociclica, que proporcionan el ATP adicional que requieren

aquéltas (98). Las ferredoxinas intervienen, adem3s de en la cadena
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de transporte electronico de la Fotosintesis, en una serie de pro-
cesos oxido-reductores de la planta: asimilacién del nitrato y sul
fato, activacidn luminica del ciclo de Calvin, etc, Aunque en prin
cipio se trata de un componente soluble, y como tal se encuentra ~-
en el contenido estromdtico, presenta cierto grado de unién a las

membranas tilakoidales dada su gran afinidad a la ferredoxin-NADP™ -

reductasa.

Ferredoxin-NADP+-reductasa. Es una proteina de p.m,40,000, con un
resto de FAD como grupo prostético. Tiene un potehcial redox de -
-380 mV y, aunque en condiciones normales admite un solo electrdn,
en situaciones forzadas puede admitir un segundo con reduccidn ==
total (99). Topograficamente esta localizado en la superficie ex-
terna de las lamelas, formando al actuar.auténticos complejos con
la ferredoxina, su donador de electrones, necesarios -para la trans
ferencia de los mismos al NADPY, En presencia de NADPH puede, en -
reaccidn inversa, reducir a la ferredoxina, asi como a otros acep-

tores naturales y artificiales.

El transporte electrdnico del H20 al NADPT sirve dos funciones: la
produccibn de equivalentes de reduccidn en forma de NADPH al final
de la cadena, y la sintesis de ATP a través de la formacidn previa

de un potencial electroquimico mediante reacciones de transferen--
cia que tienen lugar, por un lado, al comienzo de 1a cadena como -
consecuencia de la fotolisis del HZO y, otro, en una zona interme-
dia a nivel del '"pool' de plastoquinona. Este flujo electrbénico --
tiene lugar merced al bombeo de los electrones circulantes a un ni
vel de reduccisén m3s elevado, lo que ocurre dos veces a lo largo -
de la cadena por sendas reacciones fotoquimicas, y a una diferen--

cia de potencial redox entre elementos consecutivos de cada tramo




de la cadena. De ello se deduce que una ordenacibn espacial de los
elementos integrantes serd necesaria para un funcionalismo en la -
cadena de transporte, ordenacidn que afectard a una secuencia topo
grafica de los elementos transportados, a una orientacién de los -
elementos fotoquimicos en orden a una adecuada captacidn luminica,
a una disposicién de los eslabones en que tiene lugar la liberacidn
de H' adecuada para un Sptimo transito de éstos, y a una localiza--
cién funcional de aquellos elementos a nivel de los cuales liberan,
bien productos de desecho, bien compuestos reguladores de etapas --

subsiguientes,

Experiencias de fragmentacién de membranas y el uso de an-
ticuerpos especificos frente a determinados componentes de la cade-
na de transporte, han permitido fijar la posicion de éstos dentro -
del espesor de las mismas y establecer un esquema del flujo electrd
nico y transferencia proténica. Estos resultados coinciden con aque
1los otros que localizan al Fot, [l vinculado a la membrana interna
de las lamelas granales, y . al Fot., | a una zona mas externa de la -
membrana tilakoidal, de tal forma que todos los componentes de la -
cadena de transporte aparecen asociados con sendos complejos globu
lares insertos en las membranas, pudiendo separarse por las técni--

cas de fragmentacidn antes apuntadas.

Lam y Malkin (100) han conseguido reconstruir la funciona-
lidad del mecanismo de transporte electrdnico aclelico H,0 ~ naDpt
a partir de los tres complejos proteicos separados de las membranas
cloroplastidicas: Fot. {, Fot. Il y complejo citocromos b6-f, a los
cuales hay que adicionar los componentes ferredoxina, plastocianina
y ferredoxin-NADP+—reductasé, el primero de ellos soluble, y los -=-
otros dos débilmente ligados a las membranas, de las que se separan
en el proceso de aislamiento de los complejos mencionados. Estos --
exhiben la funcionalidad correspondiente de forma aislada usando acep
tores y/o donadores artificiales de electrones, conteniendo el Fot,

Il "adem3s de su correspondiente sistema de antenas y centro de reac
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cién P-680, el sistema de lisis del HZO’ cit. g y aceptores has

b
55
ta el componente B; el Fot, | es portador del centro P-700 y su ~--
sistema de antenas, junto con los aceptores de electrones correspon
dientes; finalmente, el complejo cit. b6-f porta, ademas, de ambos

citocromos, plastoquinona y la ferrosulfoproteina tipo Rieske,

En resumen, durante el fotoacto la oxidacidn del H,0 ocurre
en la superficie interna del tilakoide, liberando H+ en su interior
y produciéndose O2 que difunde al exterior de las lamelas, El elec-
trén atrapado en este fotoacto cruza la membrana hacia el exterior

y produce la reduccidn del aceptor primario, localizado cerca de la

superficie externa, y, sucesivamente, 1a de los transportadores Qy B.

Este reduce en dicho nivel a la plastoquinona, proceso para el cual
se requiere,unJ{ique es captado del espacio estromdtico, con alcali~

nizacidén simult3nea del mismo; la plastoquinona reducida vé asi exa-

cerbado su caricter 1ip&filo, lo que le permite cruzar el espesor la

melar hacia la cara interna del tilakoide, donde es reoxidada por -
el cit., f, abandonando en el lumen intratilakoidal el H' anterior--

mente aceptado,

Dado que la plastoquinona se encuentra formando un '‘pool"
de moléculas, a cuyo nivel se pueden producir interconexiones de va
rias cadenas de transporte, la transferencia de H+ del espacio ex-
terior ‘al interior podria tener lugar mediante una sola molécula =
que viajase a través del eépesor de la membrana -''diffusion type
mechanism''—, o por transferencia de H+ y electrones de una a otra
molécula del 'pool'', estadisticamente distribuidas a lo largo de -

dicho espesor ='hopping type mechanism''— (101),

En cualquier caso, en el Fot. | los electrones son de nue-
vo bombeados hacia la superficie exterior, donde se produce la re--
duccidn del aceptor primario X y, subsiguientemente la de la ferre-
doxina y NADP+, que queda en el espacio estromatico como NADPH pre-

: - + p :
via captacidon de dos electrones y un H', procedente éste de dicho -
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espacio, que sufre una alcalinizacién adicional. De esta forma los
electrones atraviesan tres veces el espesor lamelar durante su flu
jo del HZO al NADPT: dos en direccién al exterior, y una intermedia
en sentido inverso,mientras que se produce un flujo de H' hacia el
espacio interior. Respecto al flujo electrdnico ciclico la situacidn
es similar, con un cit. b6 embebido en el espesor de las membranas,

haciendo de puente entre el aceptor primario X y la plastoquinona.

Como consecuencia de esto se establece un gradiente de car
gas —positivas en el interior— y de pH —alcalinizacidon externa—,
que conduce a la creacidén de una fuerza protdn-motriz que conduce,
como Gltimo fin a la sTntesis de ATP., Estrictamente consideradas --
las reacciones de.transporte que inciden en el flujo proténico trans
membranal no son electrogéhicas”in sensu strictu'', pues las cargas -
inducidas estdn localmente compensadas {(en el caso de la plastoquino
na hay una compensacidn entre H y electrones). Como se dijo ante--
riormente las Onicas reacciones auténticamente electrogénicas, con
verdadera separacidn de cafgas, son las reacciones fotoqufmicas de
ambos fotosistemas: P-680" | y P-700+X-, en las que cada una contri
buye con 25 mV en cada ''turnover'' al potencial neto de membrana de
50 mv (102).

Fotofosforilacidn,

Varias revisiones existen en relacidn con el mecanismo que
acopla el transporte electrénico con la sintesis de ATP en el cloro
plasto (103, 104). La ''teorfa quimiosmdtica' de Mitchell (105) pos-
tula que, como consecuencia del transporte vectorial de H+ que, des
de un plano mecanicista, demanda la existencia de un mecanismo trans
locador de sentido inverso que restaure la situacidn de equilibrio -
anterior. Esto genera una llamada ''fuerza protonmotriz'!, constituida

por un componente de gradiente de pH, y un segundo de gradiente elec




troquimico, de los que el primero tiene indudablemente mucha mayor
importancia, con un ApH de aproximadamente 3 =—alrededor de 5.0 en
el espacio interior y 8.0 en el exterior— frente a un AY de unos
90 mV. Que esto es asi viene confirmado por la sintesis inducida -
de ATP, en la oscuridad, después del establecimiento artificial de
un gradiente de pH entre los espacios intra y extratilakoidales --
(106), La formacién de gradientes mayores, queda limitada, por un
lado, por la propia capacidad tamponante del contenido intratilakoi
dal (107) y, por otro, por la existencia de un flujo compensador de

. . 2+ . . . . P
iones, principalmente Mg~ , en direccidon al espacio estromatico =~

(108), lo que, como luego veremos, tiene también una gran importancia

en un plano regulador.

Este activo movimiento idnico a través de la membrana ti]é-
koidal induce cambios conformacionales patentes en la estructura de
la misma que, si bien de naturaleza aln desconocida, se patentizan
incluso como una disminucién del grosor de la membrana, detectable
por densitometria de las mjcrofotograffas electronicas. Efectivamen
te, se han observado cambios de accesibilidad de distintos grupos -
funcionales de la membrana en la transicidén luz-oscuridad., Horton y

Cramer (109) encontraron que los citocromos f y b presentaban =--

559
una distinta accesibilidad al ferricianuro, de lo que deducen la --
existencia de una reagrupacidn de estos elementos en el espesor de

la membrana.

Una consecuencia importante de la ''teorfa quimiosmética'' -
es que el transporte electrdnico y el mecanismo de sintesis de ATP
no necesitan estar juntos ni en el espacio ni en el tiempo, ya que
dada la estructura del espacio intratilakoidal, que aparece como un
contTnuo, hay que considerarlo como un gran reservorio proténico co
min a todo el cloroplasto. Esto no quiere decir que ambos procesos
no estén en la practica coordinados, y el término "acoplamiento' in
cide en ello, a pesar de la existencia de un '"'transporte electroni-

co basal' independiente de una fosforilacidon paralela. Efectivamen-
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te, el concepto "acoplamiento'' permite predecir la existencia de un
facil mecanismo de control fotosintético y de sintesis equilibrada:
de NADPH y ATP,

E1l término "acoplamiento' tiene un doble sentido, pues no
existird fotofosforilacién si no existe transporte electrbnico, y -
no existird éste si el cloroplasto no tiene disponibles los sustra-
tos ADP y Pi, necesarios para la fosforilacidon. No obstante, cloro-
plastos aislados muestran una pequefia tasa del antes mencionado =---
""transporte electrdnico basal'' independiente de una fosforilacidon -
paralela, y que constituye el llamado ‘''estado 1" del cloroplasto; -
una fotofosforilacién endbgena, dependiente de las concentraciones
propias en ADP y Pi del cloroplasto, lleva a una tasa de transporte
electrénico que define el 1lamado ''estado 2', La adicidon de un exce
so de ADP lleva, bajo condiciones saturantes de iluminacidn, a un -
ritmo maximo de fotofosforilacidn, constituyendo las circunstancias
del Yestado 3", siendo el '"estado 4'' el ritmo de flujo electrdnico

que se establece cuando dicho ADP se ha agotado,

Puesto que la translocacidn de H se deriva de un mecanis-
mo de transporte electrdénico, la existencia de un elevado gradien-
te protdnico retardard dicha translocacidn y, paralelamente, el --
ritmo de la cadena de transporte; una sTntesis de ATP har3 disminuir
el gradiente, y pondr3d de nuevo en marcha un ritmo acelerado del -
flujo electronico. Por supuesto, cualquier otro proceso que conlle
ve fuga de H del espacio intratilakoidal provocard también una ac
tivacidon de la cadena de transporte. Tal es el caso de los desaco-
plantes, tanto los que disipan el gradiente de pH (aminas, nigeri-
cina), como el gradiente electroquimico (valinomicina), como ambos

a la vez (gramicidina, ionéforos de protones tipo FCCP),

Se llaman "'lugares electrogénicos, o conservadores de ener
gia'' aquellos puntos de la cadena de transporte en que tiene lugar

el aporte de HY al espacio .intratilakoidal, denomifidndose ''punto IV




al correspondiente a la lisis del H20, y "punto 1" al lugar de actua

cion de la plastoquinona; puesto que en cada uno tiene lugar la libe

o + - 5 i + -
racién de un H por electrdn transferido, se dice que la razén H /2e

es 4:

0+1/20, + 24 + 2 &~

Hy 2
2PQ + 24T + 2¢” T 2PQH

Respecto al flujo electrdnico ciclico sGlo existe como "'lu
gar electrogénico' el "punto I'", por lo que sGlo deberia liberarse
+ p : . .

un H por cada electrdn circulante, aunque en la realidad el rendi-

miento parece ser mayor, como luego veremos,

Compuestos artificiales que tengan valores adecuados de po
tencial redox, y caracteristicas de hidro o lipofilicidad convenien
tes, podran integrarse en puntos concretos de la cadena de transpor
te electrdnico. Si, ademds, su mecanismo de Oxido-reduccidn implica,
al igual que con la plastoquinona, no sblo un transporte electrbni-
co, sino también un transporte de protones, estos compuestos podran
dar lugar a lugares electrogénicos artificiales. De ellos hay des--
critos uno a nivel del donador primario de electrones del Fot. i1,

y otro a nivel de la plastocianina,

En la fotofosforilacion acfclica, vinculada al transporte
electrdnico H20 - NADP+, participan ambos ''lugares electrogénicos',
estando involucrados ambos Fotosistemas | y 1l, como se deduce por
su cese mediante ihhibidores especificos y por su espectro de accion.
En consecuencia, en dicho proceso se producen simultaneamente ATP y
NADPH en una relacidn que, sobre la base de HT/ATP = 3 (110), puede
estimarse en ATP/NADPH (& P/ez) = 1,33, Aunque Reeves y Hall (111)
han encontrado estequiometrias que se acercan a 2, lo cierto es que
el valor 1.33 no llega al 1.5 derivado de los tres ATP y dos NADPH
necesarios por mol de co, asimilado segln el ciclo de Calvin, ni -
menos adn a los 5 ATP y dos NADPH de los vegetales tipo Ch‘ La ta-

sa absoluta de la fotofosforilacién aciclica se ha estimado alrede-
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dor de 200 umoles de ATP/mg de clorofila/hora, valor que entra en
el margen de los 150-600 umoles necesarios para justificar los ni-

veles de 50-200 umoles de CO, fijados/mg de clorofila/hora.

También ambos ''lugares electrogénicos' participan en la -
fotofosforilacién pseudociclica. En ella el flujo electrénico pro-
cedente del H,0 se deriva, a nivel de la ferredoxina por reaccidn
de Mehler, a una reoxidacidn por el propio O2 producido en la lisis
del H,0. Como en esta reoxidaci6n se produce HZOZ’ resulta mayor el
O2 consumido que el liberado intracloroplastidicamente, por lo que
su ritmo viene ya limisado por este factor. En cualquier caso, el
cardcter toxico del H202 finalmente formado, y del 02'- intermedia
rio, obliga a su rapida eliminacidén a través de la peroxidasa y Cu,
Zn~Superdxido dismutasas cloroplastidicas, a lo que también contri-
buye la alta concentracidn de ascorbato reducido del organulo. Se
han medido niveles de fotofosforilacion pseudociclica de unos 20 umo
les de ATP/mg de clorofila/hora. Aunque discutido, el principal pa-

pel de la fotofosforilacidon pseudociclica estriba en suministrar el

ATP adicional requerido para la asimilacidn carbonada.

En la fotofosforilacidn ciclica parece incidir, no sélo el
"punto 1" como ''lugar electrogénico'', sino también un segundo proba-
blemente situado entre el Fot. | y el cit, b6’ como parece deducirse
de la necesidad de 2 hv por molécula de ATP sintetizada. Su indepen
dencia del Fot. || se deduce por la insensibilidad al DCMU y por su
espectro de accidn, y su vihculacién al Fot., | por ser inhibida por
dibromotimoquinona y DSPD, antagonistas especificos de la plastoqui
nona y ferredoxina, respectivamente. Es inhibida por la antimicina
A, que bloquea el fransporte electrénico ciclico entre el cit. b6 y
la plastoquinona (112), vy estimulada por la fenazina metasulfato, -
que aporta a nivel del cit. b6 un flujo electrénico suficiente para
cebar el ciclo. El proceso ciclico muestra una alta capacidad fosfg

rilante, con 250 pmoles de ATP sintetizado/mg de clorofila/hora en




condiciones anaerobias, y 80 pumoles en aerobiosis, bajo condiciones
de iluminacidn saturantes. Aunque se ha reclamado su papel en el --
aporte del extra-ATP necesario para la fijacién del C0,, parece mas
clara su participacidon en el suministro del ATP adicional necesario
en el perfodo de induccién y en otros procesos (fijacién de NZ’ sTn
tesis protéica, etc.). Para otros, dada su precocidad filogenética y
Gnica fuente de ATP en bacterias fotosintéticas, su presencia en eu-

kariotes tiene caracter relfctico (113).

El control del nivel de fotofosforilacién descansa, funda
mentalmente, en dos pardmetros: la razdn ATP/NADPH, y el 'potencial
fosforilante (ATP)/(ADP)(Pi). El equilibrio ordenado entre los ni
veles de ATP y NADPH depende, a su vez, del ''turnover' de la pareja
NADP " ~NADPH (114), y pivota fundamentalmente en el estado redox de
la ferredoxina y plastoquinona, toda vez que la primera puede deri-
var el flujo electrénico hacia la sintesis de NADPH via flujo aci-
clico, hacia la reduccién de 0, via flujo pseudociclico, o hacia -
el cit. b6 via flujo ciclico, y la segunda constituye el punto de

entrada de este Gltimo en la cadena principal.

Si no hay aporte de CO2 o de otro aceptor electrénico, la
mayor parte del NADP+ estard en forma reducida, y el concomitante
acimulo de ferredoxina reducida provocari, por un lado, una ralen-
tizacion de la cadena aciclica de transporte, y por otro, una exal
tacidn de su oxidacidn via flujos pseudociclico y ciclico. Si, por
el contrario, hay disponibilidades de COZ’ el flujo aciclico séré
predominante con vistas a la sintesis continuada de NADPH; no obs-
tante, como la fosforilacidn a &l acoplada no aporta ATP suficien-
te, parte del flujo electrdnico se desviard a nivel de ferredoxina
hacia la sintesis adicional de ATP via fotofosforilacidn pseudoci-

clica (115), o alGn ciclica.

El '"potencial fosforilante', definible también por la ---

'"carga energética'' ATP/ADP, dada la concentracidn no limitante =-
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de Pj del cloroplasto, llega a aumentar entre dos y cuatro veces en
la transicidn oscuridad-luz, supuesto un aporte suficiente de COZ.
Una disminucidn del ‘‘potencial fosforilante' por consumo de ATP, in
crementard la tasa de fosforilacidn debido al control que et siste-
ma adenilico ejerce sobre la cadena de transporte electrbénico. En -
cualquier caso el '"'turnover' de sintesis e hidrélisis de ATP en el

cloroplasto débe ser muy grande, pues sélo existen en &l entre 30 y
50 nmoles de ATP/mg de clorofila, mientras que un cloroplasto en per
fecto funcionalismo puede fijar entre 100 y 200 umoles de C02/mg de

clorofita/hora,

Finalmente, un intercambio de NADPH y ATP entre el cloro-
plasto y citoplasma constituye, como buego se verd, un factor adi-
cional de regulacién. No hay que olvidar, no obstante, la existen-
cia de otros procesos en el cloroplasto que consumen ATP, aunque -
en verdad ninguno de ellosua las elevadas tasas exigidas por la --
asimilacion del C02. Experiencias efectuadas con organismos hetero
tréficos indican que la conversidn de carbohidratos en componentes
estructurales celulares requiere 2-3 moles de ATP por mol de C trans
formado £116). Estos, unidos a los 3 6 5 moles de ATP utilizados en

la asimilacidn del co, —segln se trate de vegetales C, O Cq- en -

carbohidratos, totalizan entre 5 a 8 moles de ATP por3mol de C in-
corporado, Puesto que en ese mismo transito se consumen 2 moles de
NADPH, ello conlleva una razén ATP/2e entre 2.5 y 4.0, Como antes

indicamos, nunca se han dado en la literatura relaciones ATP/2e su
periores a 2.0, lo que implica una activa fotofosforilacién cicli-
ca, o "lugares adicionales de conservacidn energética'' hasta ahora
no detectados. En cualquier casoc, la existencia de un acoplamiento
flexible entre el transporte electrénico y la fotofosforilacién pa-
rece ser el mecanismo fundamental que conserva la razdn ATP/NADPH

dentro de unos limites Optimos para las necesidades actuales de la
célula (117),



Los niveles de flujo electrdénico y de fosforilacion acopla
da correspondientes a estos estados varian fundamentalmente, como -
anteriormente se indicd, en funcién de la situacidén de integridad -
del cloroplasto. Las mayores tasas de fotofosforilacién endogena se
consiguen con los cloroplastos intactos tipo A de Hall que, en este
sentido, constituyen la mejor arma de trabajo para analizar las cir-
cunstancias de la fotofosforilacidn *'in vivo', Efectivamente, la ma-
yor parte de los estudios sobre fotofosforilacién se han efectuado
"in vitro' utilizando cloroplastos rotos y membranas tilakoidales --
aisladas, que si bien presentan una ventaja para analizar los meca-
nismos bioquimicos del procesec =—permite una modificacién de las --
condiciones de pH y fuerza idnica del medio, la adicidén de donado-
res y aceptores artificiales de electrones, la adicion de inhibido
res del transporte electrénico y de la fotofosforilacién, la implan
tacidn de las situaciones limites correspondientes al ''estado 3" y
"estado 4", la creacidn artificial de nuevos '"lugares de conserva-
cidn energética', etc.—, se alejan de la situacién fisioldgica -~

real.

Esta diferencia procede fundamentalmente del hecho de --
que el cloroplasto intacto presenta una doble envoltura que lo ais
la basicamente del medio exterior, y que se pierde en el proceso de
aislamiento de los fragmentos membranales. Esto trae como consecuen
cia una desaparicidon de la capacidad de fijacidn de CO2 y de otras
reacciones que consumen ATP; una pérdida de componentes solubles,
ferredoxina vy NADP+, de la cadena de transporte electrdnico, que -
se vé asT alterada en su ritmo, adem3s de verse totalmente afecta-
da la fotofosforilacién ciclica, estrictamente dependiente de la -
existencia de ferredoxina; una alteracidn del ‘'potencial fosfori--
lante'' y, en general, una serie de consecuencias derivadas de la -
puesta en contacto de componentes del cloroplasto con los del cito

sol,
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Se puede definir la fotofosforilacién '"in vivo'' como aqué
11a que tiene lugar en células vegetales intactas, o en cloroplas-
tos intactos ''tipo A", y que tiene lugar a expensas de los componen
tes de transporte electrdnico y sustratos de fosforilacidon endbge-
nos a la propia célula o cloroplasto, sin adicion alguna del medio
exterior, Un requisito adicional es que exista una capacidad eleva-
da de asimilacidn de CO,, entre 50 vy 200 umoles/mg de clorofila/ho-
ra (118). El principal inconveniente para su estudio radica en la -
dificultad de su cuantificacién sin recurrir a técnicas destructi-=
vas que, por lo demds, introducen el error derivado del largo tiem-

PO que consumen.

Eficiencia fotosintética.

Mientras que la ganancia energética derivada de los 2H+ bom
beados al espacio intratilakoidal por electrén transferido es de 0.4
eV, la correspondiente a la reduccidn del NADPY es de 1.2 eV, lo que
hace un total de 1.6 eV. Puesto que ello requiere la absorcidn tedri
ca de 2 hv, que a la longitud de onda de 680 nm equivale a 1.8 eV, -
la eficiencia global tedrica de los procesos de transporte electrdni
co y fotofosforilacién es del 40%, con una cuarta parte de la energfa

acumulada en forma de gradiente proténico.,

Si la fotosintesis tiene por meta la reduccién de CO2 ani-
vel de glucosa, la energia fijada por mol de 0, liberado =0 lo que
es lo mismo, por mol de CO2 asimilado— serd de 115 Kcal, es decir,
la sexta parte del calor de combustidon de la glucosa. En condiciones
de total iluminacidn solar la radiacion mas eficazmente utilizada -
en comin por ambos fotoactos es la de 680 nm. La energia almacenada
por cada fotdén a 680 nm es de 40 Kcal., y puesto que el rendimiento
cudntico por mol de 02 liberado es de 10 hv =8 serfa el valor ted-

rico derivado de la transferencia de 4 electrones, con dos fotoac--




tos cada uno—, se deduce que la fijacién de un mol de CO2 consume
400 Kcal., lo que representa una eficacia fotosintética de alrede~

dor del 30%. Esta eficiencia serTa s6lo del 22% para la radiacidn
de 450 nm.

Hasta ahora hemos analizado la eficacia fotosintética del
vegetal en funcidn de la radiacidén que llega a la superficie del -
mismo. Pero considerémosla ahora desde la perspectiva de la radia-
cidon global que llega a la tierra, La radiacidn solar incidente en
el exterior de b atmésfera terrestre =—la llamada radiacidn solar
AMO— es del orden de 1.353 W.m-z, con fluctuaciones de #3,5% a -
lo largo del afio, debido a la eliptica de la drbita terrestre. Al
atravesar la atmbsfera no sdlo hay una disminucidn de la radiacidn
total, que pasa a ser del orden del 75% de la anterior, sino que a
nivel de la superficie terrestre —la llamada radiacidn solar AM
1.2— hay cambios sustanciales de tipo cualitativo, Debido a la ab
sorcidn por el 02 y 03 atmosféricos no existe practicamente radia-
cion por debajo de 300 nm, y estas regiones del infrarrojo estan,
por la absorcidon debida al HZO % COZ’ virtualmente ausentes, La -
atenuacidén de la radiacidn de la zona de 680-700 nm, la de utili-
zacion Sptima por la planta, obliga a ésta a usar una radiacién -
de mayor frecuencia y, por tanto, con mayor energia por cuanto -
de luz, lo que hace descender el rendimiento anterior del 30% al
20%.

M3s adn, aproximadamente sdlo el 50% de la radiacién so-
lar puede ser utilizada por el aparato fotosintético del vegetal
—la comprendida entre 400 y 700 nm—, de forma tal que el rendi-
miento fotosintético queda ya situado a nivel del 10% de la radia-
cidn solar incidente, STn embargo, como resultado de una serie de
factores que tienden a degradar la eficiencia fotosintética —den
sidad de siembra con la fofmacién de sombras que ello implica, -

fotorrespiracidn y, sobre todo, el que mas abajo se indica— ésta




no suele exceder del 2% —valor que se alcanza en algunos vegetales
Ch’ como la cafia de azilicar, jacinto de agua, etc.—, con una mayor
frecuencia de valores entre el 0,5 y el 1.5% (119).

Una molécula de clorofila es capaz de absorber alrededor -
de 10 fotones por segundo, lo que representaria una capacidad limite
de captacidn de 2,000-3,000 cuantos cada segundo por cada ''‘centro -
de reaccién', STn embargo, existe entre ambos Fotosistemas, a nivel
del cit., f, una zona limitante, con un ''turnover' méximo de 100 --
equivalentes por segundo, lo que representa un factor de reducciodn
de al menos 1/20 en relacién con la capacidad tedrica de captacidn
lumTnica, Esto explica el que para la mayor parte de las especies
el limite maximo en el valor de fotosintesis neta esté situado en
el tebricamente correspondiente a una densidad de clorofila en hoja
de 50 ug/cm2 (120), y no aumente mi3s aln cuando esta Gltima lo ha-
ga. Ello parece indicar, ademds, que el aparato fotosintético esta
disefado para operar a bajas condiciones de iluminacidén, Efectiva-
mente, en la mayor parte de las especies se alcanza ya un nivel de
saturacidn fotosintética con el 25% de la radiacion total incidente
en un dia de plena iluminacién, de tal forma que la eficiencia foto

sintética decrece a partir de dicho nivel de radiacidn.

Por otro lado, la concentracidn atmosférica 0.03% de CO2

-aproximadamente 10 uM— es insuficiente para saturar el sistema fi

jador de CO, de la carboxi-dismutasa, cuya K, 'in vivo'' es de 46 uM

2
y, por tanto, con una capacidad de saturacidn cerca de diez veces -
| la concentracidn ambiental de COZ' STn embargo, un aumento indefini
do del C02 atmosférico no logra sobrepasar una cantidad doble de --
C02 asimilado, lo que indica la existencia de otro factor limitante,
probablemente el arriba mencionado del transporte electrdnico entre

1 ambos fotosistemas.
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Asimilacion fotosintética del CO

2

El ciclo reductivo de las pentosas-P, o ciclo de Benson-Cal-

vin, constituye el proceso bioquimico basico por el qUe el CO2 es -
convertido en azlGcares durante la Fotosintesis. Con excepcidn de al
gunas bacterias fotosintéticas (121), dicho proceso se encuentra ==
presente en todos los seres fotoautotrofos, existiendo en el reino

vegetal tanto en los organismos eukariotes como en las algas verde-

-azuladas prokariotes.

En algunas plantas superiores, las denominadas tipo Ch y -
CAM, existe un proceso adicional por el que el CO2 es previamente -
incorporado en compuestos con 4 dtomos de carbono, pero en ellas el
carbdnico es de nuevo liberado a nivel de las c¢élulas del parénqui-
ma vascular, en cuyos cloroplastos es reasimilado segln el ciclo de
Calvin. No constituye, pués, una alternativa al mismo, sino un paso
previo conducente a aumentar la concentracion local de CO2 en el mi
croambiente del enzima carboxilante del ciclo, la ribulosa-1.5-bis~

fosfato carboxilasa,

Dicho proceso tiene Jugar en el espacio estromdtico del --
cloroplasto, estmndo catalizado por hasta 12 sistemas enzimaticos --
que se encuentran solubilizados en el estroma. De ellos sélo dos =~-
utilizan ATP generado en el proceso de fotofosforilacién —la fosfo
glicerato kinasa y la fosforribulokinasa—, mientras que uno sélo --
~-la tri{osa-P deshidrogenasa— emplea el NADPH originado en dicho --
proceso., Puesto que la tasa de fijacidn "in vivo' de CO2 por cloro-
plastos aislados se aproxima a los 200 umoles/hora/mg de clorofila,
y el contenido de ATP y NADPH del orgédnulo iluminado es pequefio --
~30 -40 nmoles/mg de clorofila para el primero (122), y alrededor -
de 120 uM para el segundo (123)=, ya se comprende que el ciclo ha

de verse sometido a un control muy preciso.

En la fase inicial del ciclo 3 moléculas de ribulosa-1.,5-
bisfosfato son carboxiladas en una reaccidn catalizada por la ribu-
losa-1.5-bisfosfato carboxilasa para dar 6 moléculas de fosfoglice-

rato, después de la rotura hidrolitica del intermediario inestable
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2-carboxi-3-cetorribitol-1.5-bisfosfato. El fosfoglicerato es fos-
forilado a 1.3-difosfoglicerato por la fosfoglicerato kinasa, y, -
entonces, reducido por una triosa-fosfato deshidrogenasa a 3-fosfo-
gliceraldehido, en reacciones que consumen ATP y NADPH, respectiva-
mente, Previa isomerizacién de parte del 3-fosfogliceraldehido a -
fosfodihidroxiacetona por una triosa-fosfato isomerasa, 5 moléculas
de triosas-fosfato experimentan una serie de condensaciones e iso-
merizaciones que llevan a la formacién de 3 moléculas de ribulosa-
5-fosfato, mientras que la sexta molécula de triosa-fosfato puede
dirigirse hacia la formacién de almidén en el propio cloroplasto,

o ser translocada al citoplasma como forma de exportacidn de ener-

gfa o para la sintesis en &l de sacarosa.
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El proceso se inicia con una condensacidon de parte del 3-
fosfogliceraldehido y de la fosfodihidroxiacetona mediante una reac
cién aldol&sica que conduce a la formacién de fructosa-1.6-bisfosfa-
to que, posteriormente, se hidroliza a fructosa-6-fosfato en un -~
proceso catalizado por la fructosa-1.6-bisfosfatasa. Una transketo
lasa transfiere entonces los dos primeros carbonos de la fructosa-
6-fosfato al 3-fosfogliceraldehido, originéndose eritrosa-4-fosfato
y xilulosa-5-fosfato. La primera se condensa con fosfodihidroxiace
tona en una reaccidn catalizada por la misma aldolasa anterior, --
con produccidén de sedoheptulosa-1,7-bisfosfato que, por la sedohep
tulosa-1.7-bisfosfatasa, se desfosforila a sedoheptulosa-7-fosfato.
Una segunda transketolasa transfiere también los dos primeros car-
bonos de esta heptosa a otra nueva molécula de fosfogliceraldehido,
originéndose xilulosa-5-fosfato y ribulosa-5-fosfato. La xilulosa-
5-fosfato, por una pentosa~isomerasa, y la ribosa-5-fosfato, por
una pentosa-epimerasa, se transforman en ribulosa-5-fosfato. Final
mente, la ribulosa-5-fosfato es fosforilada, con consumo de ATP, -
para regenerar el sustrato carboxilante ribulosa-1.5-bisfosfato, -

cerrandose asi el ciclo.

Hay que hacer notar que, debido al caracter autocataliti-
co del mismo, la sexta molécula de triosas-P puede también entrar
en el ciclo, al igual que las otras cinco, lo que conducird a un -
aumento del nivel cloroplastidico de ribulosa-1.5-bisfosfato y, sub
siguientemente de los restantes metabolitos del ciclo, de tal for-
ma que si toda la triosa-fosfato originada sique esta via, por cada
15 moléculas de CO2 fijado, gueda doblado el nivel de intermedia--
rios del ciclo (124).

En resumen, por cada 3 moles de CO2 asimilados en una vuel
ta de ciclo se consumen 9 moles de ATP y 6 de NADPH, con una forma-
cion neta de 1 mol de triosas-fosfato. Teniendo en cuenta que el --
cambio de energfa libre en la oxidacidén del NADPH es de -52.6 Kcal/

mol, y en la hidrdlisis de ATP de -7.6 Kcal./mol, la cantidad de -~
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energia consumida en cada vuelta de ciclo sera:

6 (NADPH + 1/2 0, + it > naopt + H,0) AG = -315.6 Kcal.
9 (ATP + HZO -~ ADP + Pi) AG = ~ 68,4 Kcal,
AG = =384 Kcal.

Puesto que la energfa acumulada en la sintesis de un mol

de triosas-fosfato es de +350.4 Kcal/mol:

3 C0, +3 HZO + Pi - triosa-P + 302 AG = +350.4 Kcal.

2
se deduce que la energia disipada en cada vuelta del ciclo es sélo

de 33.6 Kcal,, lo que representa un rendimiento de alrededor del 91%,
STn embargo, estos valores estan basados en puras concepciones ter-
modindmicas, con cambios de energfa libre determinados sobre rendi-
mientos maximos de las reacciones enzimaticas derivados de unas con
centraciones Sptimas de los sustratos correspondientes. Cuando di--
chos valores se calculan en funcidn de las concentraciones fisiolo-
gicas de metabolitos existentes en el cloroplasto, el rendimiento -

del ciclo de Calvin baja a valores reales préximos al 83% (125).

Cuando una hoja o cloroplastos aislados se iluminan después
de mantenidos un perfodo en la oscuridad, la tasa de fijacion de CO2
no alcanza un valor maximo estable hasta que transcurren varios minu
tos. Este perfado se llama '"fase de induccidn'' (126), y el hecho de
que no lo presenten el tfansporte electrénico fotosintético y la fo
tofosforilacién concomitante cuando se analizan desacoplados el pro
ceso de fijacidn de COZ, hizo pensar que dicho fendmeno se encontra-

ba vinculado al ciclo de asimilacidén del mismo,

Actualmente se explica admitiendo, seglin veremos, que exis-
te una desactivacidn en la oscuridad de algunos enzimas que intervie
nen en la asimilacidon del COZ’ lo que unido al cese del aporte de -~
NADPH y ATP conduce a un defecto del nivel de intermediarios del ci-
clo de Calvin, fpndamenta]mente del aceptor primario del COZ’ que ba

ja de unos 130 a 10 nmoles/mg. de clorofila (127). Esto queda confir




mado por acortarse la '""fase de induccidn', y aln anularse, cuando el
intervalo de oscuridad disminuye y/o se hace preceder de un periodo
de iluminacidn, o cuando se utilizan cloroplastos preparados rapida-
mente a partir de hojas sometidas a intensa iluminacidn. Andlogamen
te la '"fase de induccidn'' se acorta cuando se agregan al medio inter
mediarios del ciclo de Calvin que, como el fosfoglicerato o las trio-
sas-fosfato, son permeables a las paredes del cloroplasto, o bien --
cualquier otro cuando las experiencias se llevan a cabo con cloroplas
tos reconstituidos, mientras que se alarga cuando se adiciona Pi que,
por el equilibrio impuesfo por el "translocador de fosfatos', fuerza
la salida del cloroplasto de los ésteres fosfdricos intermediarios -

permeables al mismo,

Cuando un cloroplasto es iluminado después de un perfiodo de
oscuridad, la produccién de NADPH y ATP se iniciavinmediatamente sin
""fase de induccidn'' alguna. De ambos es el ATP el de m&s perentoria
necesidad, ya que él NADPH no podra ser objeto de uso hasta que el -
difosfoglicerato haya subido a una concentracidn suficiente, lo que
a su vez dependerd de una previa sintesis de ribulosa-1.5-bisfosfato.
Efectivamente, la sintesis de éste constituye e} objetivo primario -
de la '"fase de induccidn'', consumiéndose en la fosforilacién de la -
ribulosa-5-fosfato todo el ATP originado en los primeros momentos de
iluminacidn, lo que es posible por el bajo valor de K de la fosfo-

rribulokinasa frente al de la fosfogliceratokinasa (128).

Regulacion del ciclo de asimilacién del CO, .

Hace ya afios Latzko y Gibbs (129) demostraron que, con ex-
cepcidn de la ribulosa-1.5-bisfosfato carboxilasa, fructosa—l.6—bi§
fosfatasa y sedoheptulosa-1.7-bisfosfatasa, todos los restantes en-
zimas del ciclo exhibTan una actividad en el cloroplasto suficiente

para justificar los niveles de asimilacidn de CO2 por el mismo. Re-
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cientes mejoras en los métodos de extraccidn y ensayo han permiti-
do determinar para los dos primeros niveles estrictamente adecuados
a las tasas de asimilacién carbonada (130). Quedando sélo los de -

la sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa por justificar.

Bassham y Krause (125), han calculado los cambios de ener-
gla libre en situacidn fisioldgica de equilibrio para cada una de
las reacciones del ciclo reductivo de las pentosas-fosfato. Los pa-
sos que se muestran limitantes segilin este criterio son: la catali-
sis por la ribulosa-1,5-bisfosfato cafboxilasa, con un valor AG® -
cercano a -10 Kcal., las reacciones catalizadas por la fructosa-1,6-
disfosfatasa y sedoheptulosa-1.7-bisfosfatasa, con valores de cambio
de energia libre de -6.5 y -7.0 Kcal., respectivamente, el paso re-
gulado por la fosforribu]okiﬁasa con un AG® = =4,0 Kcal., y la reduc

cion del fosfoglicerato a triosas —fosfato con un AGS = -1,6 Kcal.

De lo expuesto parece deducirse que en la ribulosa-1,.5-bis-
fosfato carboxilasa y en las bisfosfatasas parecen radicar los pasos
con mayor incidencia reguladora en el ciclo de Calvin, De los inter-
mediarios del ciclo del vegetal puede sustraer, cuando lo requiera,
los componentes necesarios para la biosintesis de carbohidratos, gra
sas y protefnas. Un rapido andlisis del ciclo nos muestra que los -
compuestos de arranque para la sTntesis de grasa y proteinas cloro=~
plastidicas —triosas-fosfato y fosfoglicerato— aparecen dentro --
del ciclo después de la reaccidn de carboxilacibn y antes de la ac-
tuacidn de la fructosa-1.,6~bisfosfatasa. Por otro lado, el material
de partida para la biosTntesis de almidén -—la fructosa-6-fosfato~
se origina como consecuencia de la propia actividad bisfosfatésica,
antes de que tenga lugar la fijacifn del COZ‘ Analogos son los pre-
cursores para la sintesis de proteinas, grasas y glGcidos =funda--
mentalmente sacarosa— citoplasmaticos, con la salvedad que en estos
casos sera necesaria una exportacidon previa al citoplasma de los in
termediarios fosfoglicerato o triosas-fosfato. Cambios en la razdn

de actividades de ambos sistemas enzimdticos llevar3d aparejada una




acumulacidn de unos u otros intermediarios, de acuerdo con las nece-

sidades biosintéticas del vegetal.

Es cldsico encontrar en los textos de Bioquimica Vegetal una
divisidn de las etapas de la Fotosintesis en ''fase luminosa'' y ''fase
oscura'', segliin la cual en esta segunda tiene lugar, mediante una serie
de reacciones independientes de la luz, el proceso de asimilacion del

C0, a expensas del NADPH y ATP originado en la previa "fase lumTnica',
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La evidencia acumulada en los Gltimos 15 afios muestra, sin
embargo, que el ciclo reductivo de las pentosas-fosfato requiere luz
para la activacidén de una serie de enzimas del mismo, y adicionalmen
te de otros enzimas relacionados con diferentes procesos metabdlicos
de la planta: reduccidn de acidos dicarboxilicos, asimilacidén de sul
fato, ciclo oxidativo de las pentosas-fosfato, etc, Varias monogra--
fias han sido desarrolladas sobre el particular (131, 132, 133). Mas

ain, diferentes hechos experimentales muestran que la luz ejerce ade
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més, un efecto adicional sobre el nivel de muchos de estos enzimas
a travds de un control de su sintesis. Asi, Vidal y Gadal (134) --
han encontrado una cantidad 14 veces mayor de NADP  -malato deshi--
drogenasa en el proceso de enverdecimiento por la luz de plantulas
etioladas de maiz, lo que se debe a una sintesis ''de novo' en el -
citoplasma de este enzima cloroplastidico. Andlogamente, Chueca Yy
colaboradores (135) encuentran una induccién por la luz de la sin-
tesis de la fructosa-1.6-bisfosfatasa fotosintética de hojas de es

pinaca, En otro orden de cosas, también se considera la necesidad

de iluminacidn para la integracidn de las moléculas de ribulosa-1.,5-

bisfosfato carboxilasa en el cloroplasto (136).

Utilizando cloroplastos de espinaca o guisante, diferen--

tes investigadores (137, 138, 139, 140, 141) han puesto de manifies

+ . " s
to la existencia de una fotoactivacidén de la NADP ~-gliceraldehido-

3-fosfato deshidrogenasa, sedoheptulosa-1.7-bisfosfatasa y fosforri

bulokinasa, a las que posteriormente hubo que unir la fructosa-1.6-
bisfosfatasa (142), y los enzimas no vinculados al ciclo de Calvin
malato deshidrogenasa NADP+-dependiente (143), y piruvato dikinasa
(144) ., De esta forma quedd completo el cuadro de la fotoactivacidn
como elemento regulador de aquellos enzimas juzgados como controla
dores de la dindmica del ciclo de Calvin. Resta e] caso de la ribu
losa-1.5-bisfosfato carboxilasa, que si bien es activada por ilumi
nacién previa de cloroplastos aislados (145, 146), el incremento -
de actividad es tan pobre —a diferencia de lo' que ocurre en expe
riencias "in vitro' en presencia de concentraciones fisioldgicas -
de efectores—, que su significacidn fisioldgica ha sido puesta en

duda por Robinson y colaboradores (147).

Por el contrario, exhiben una fotoinhibicidn dos enzimas
del ciclo oxidativo de las pentosas-fosfato: glucosa-6-fosfato des
hidrogenasa y fosfofructokinasa (137, 1&8), as? como tres enzimas
del metabolismo del almidéné fosforilasa, fosfoglucomutasa y fos-

foglucosa isomerasa (148, 149). Adem3s, dos enzimas del metabolis
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mo del nitrdgeno, la glutamina sintetasa y la glutamato sintasa, son
también activados por la luz en algas (150), habiéndose descrito una
fotoactivacidn de una protein-kinasa operativa en la fosforilacion -
del complejo clorofila-proteina del sistema de antenas, y que hace -

posibe la transferencia energética entre ambos fotosistemas (151).

Derivados de la iluminacidn, existen varios factores que, -
aisladamente o de forma concurrente, inciden en el fendmeno de foto-

activacidn, Ellos son los siguientes:

pH. Ya los estudios efectuados con cloroplastos aislados pusieron de
manifiesto que el aumento de pH que tiene Jjugar en el espacio estro-
matico en la transicidn oscuridad-luz inducla la activacidn de algu-

nos enzimas del ciclo de Calvin. Heldt y col. (152) determinaron un
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transito de pH aproximadamente entre 7.0 y 8.0, derivado en condi-
ciones fisiol6gicas del gradiente protdnico que ocurre al iluminar,
pero que puede ser mimificado en la oscuridad, independizando as?
el efecto del pH de cualquier otro inducido por la luz. Experien-
cias adicionales "in vitro' con enzimas aislados han demostrado -
criticos requerimientos de pH, con una brusca activaci6n en la zo
na alcalina de la fructosa-1.6-bisfosfatasa (153, 154), sedoheptu
lusa~1.7-bisfosfatasa (155) y fosforribulokinasa (156). AsT pués,
el pH del espacio estromatico se configura, quizas, como el prin~
cipal regulador del ciclo reductivo de las pentosas-fosfato (157).
Conviene aqui indicar que los cambios de actividad de estos enzi-
mas en funcidn de los valores de pH y de la concentracidn de Mg2+
se encuentran muy relacionados, de tal forma que una modificacién

. . 2+ .
del pH conlleva un cambio en los requerimientos de Mg y vicever-

sa (153, 158).

P 2+ ; . ; .
Concentracidn de Mg~ . Consecuencia de la iluminacidén tiene lugar

un aumento ¢ la concentracidn de M92+ en el estroma debido, segin
indicamos con anterioridad, a un flujo compensador de iones hacia
el espacio estromatico que contrarresta en cierta medida el flujo
protdnico en sentido inverso. Aunque se han dado concentraciones
estromaticas de Mg2+ de 10-15 mM bajo iluminacidon, los valores --
mis fiables parecen indicar un gradiente de 1 a 3 mM (159) o de -
2 a5mM (126) en la transicidn oscuridad-luz., La influencia del
M92+ en la activacién, en general, del ciclo de Calvin ha sido ob
jeto de amplia controversia (160, 161), especialmente debido a,
la apuntada antes, interrelacidén entre concentracidén del mismo y
pH del medio, y bajas diferencias de concentracidn en el transi-
to luz-oscuridad. Sin embargc, Portis y col. (162) concluyeron -
que tal gradiente de concentracidn era basico para la activacién
de la fructosa-1.6-bisfosfatasa, resultados confirmados posterior

mente por otros autores (153,154),




ATP-NADPH y otros metabolitos. Una activacion de enzimas del ciclo

de Calvin por ATP y NADPH podria ser, en principio, de gran interés
a causa de! aumento de concentracidn de los mismos en el estroma a
consecuencia de la iluminacidn. Tanto el NADPH como el ATP inducen
la disociacidn de la forma de alto peso molecular y baja actividad

de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, en la forma de bajo

peso molecular y fuertemente activa con NADPH, la 1llamada ''forma =~

reguladora' (163). Una particularidad, comin a otros enzimas foto-
activables, es que la velocidad de activacidén es mucho mas lenta -
que la propia actividad catalitica, por lo que a menos que se efec-
tle una preincubacién con los efectores, se observara siempre un -
berTodo inductivo (164); Frieden (165) ha denominado a tales acti-

vidades enzimiticas '""enzimas histeréticos''.

E1 NADPH ha sido también descrito como activante de la --
ribulosa-1.,5-bisfosfato carboxilasé, resultados que parecen confir
marse de las experiencias de Hatch y Jensen (166), que confirmaron
tal efecto en preparados enzimaticos previamente activados por pre-
incubacidn con CO2 Y Mgz+. Un incremento en el valor de la '‘carga
energética'' ATP/ADP parece constituir un factor clave en la regu-
lacién de la fosforribulokinasa y, muy posiblemente también, de -

la fosfogliceratokinasa (167).

Un nivel moderado de Pi en el espacio estromitico, exis-
tente en el estroma del cloroplasto iluminado, favorece la activi
dad NADP+—g]iceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, pero estos mis=-
mos niveles =y menos aln los superiores del orden 4-25 mM presen
tes en condiciones de oscuridad— se muestran inefectivos en tal
activacién en ausencia de NADPH y/o ATP (164). Una inactivacién -
por Pi ha sido sugerida para la fructosa-1.6-bisfosfatasa (168) vy,
sobre todo, para la sedoheptulosa-1.7-bisfosfatasa, tanto en ensa-
yos con cloroplastos aislados (169) como con preparados enzimiti--

cos purificados (170).
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STn embargo, Charles y Halliwell (171) han estudiado re--
cientemente de forma detenida la cuestidn, y no encuentran efecto
negativo alguno "'in vitro' sobre la actividad fructosa-1.6-bisfos-
fatasa por Pi. Antes bien, indican que las concentraciones estromé
ticas de Pi —alrededor de 10 mM— ejercen un efecto estabilizante
sobre el enzima (168). Lo que sT existe es un retardo de la activi
dad en cloroplastos aislados por Pi —as{ como una aceleracibn de
la misma por P-hidroxiacetona o P-glicerato—, lo que se debe a --
una disminucién, o aumento, respectivamente, del nivel del sustra-
to fructosa-1,6-bisfosfato por efecto del translocador de fosfatos,
y que es responsable del conocido efecto negativo del Pi sobre la
tasa de fijacidn del CO, por cloroplastos aislados (172). En este
sentido s7 cabe asignarle al Pi un papel reguiador en la actividad
global del ciclo de Calvin. Finalmente, el nivel de Pi constituye

un elemento regulador de la sTntesis de almidén.

Un caso contrario es la desactivacidn por NADPH, siendo -
el ejemplo mds evidente el de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
cloroplastidica NADP+-dependiente. Como ya habTa sido indicado pa-
ra el enzima de procedencia animal, el enzima cloroplastidico se
inactiva en presencia de NADPH, de tal forma que la razén NADPH/
naopt constituye el principal factor regulador del mismo (173, 174).
Otros enzimas cloroplastidicos no involucrados en el ciclo de Cal-
vin son también desactivados por la luz, siendo quizds el caso mas
evidente la fosfofructokinasa del proceso glucolftico (175, 176),-
impidiéndose as7 la existencia de un ciclo fGtil con fosforilacion
y defosforilacién sucesivas de la fructosa-6-fosfato. Vemos, pues,
como a la actividad biosintética del cloroplasto en condiciones de
iluminacidn, se opone una actividad degradativa del mismo ~manifes
tada en la via glucolftica y en el ciclo oxidativo de las pentosas-
fosfato— que tiene lugar en la oscuridad, y sometida a una regula-
cién paralela. Recientemente, ha sido indicada también una desacti-

vacidn luminica de la transaldolasa cloroplastidica en guisantes =--




(177).

Aparte del controvertido efecto del 6-fosfogluconato, fruc
tosa-1.6-bisfosfato y fructosa-6-fosfato sobre la actividad carboxi
lasa, el caso mds claro de induccidn de actividad por un intermedia
rio del ciclo de Calvin es el efecto activante del fosfoglicerato -
sobre la ADP-glucosa pirofosforilasa (178). Diversos hechos han --
confirmado que el principal factor inductor de la sintesis de almi-
don por el cloroplasto iluminado es el aumento de la razdén 3-fosfo-
glicerato/Pi en el mismo (179), lo que se traduce en un incremento
de la actividad ADP-glucosa pirofosforilasa. Cuando dicha razén ba-
ja en la oscuridad, el enzima es inhibido y la sTntesis de almiddn

cesa,

Entidades proteicas. Los trabajos efectuados durante los Gltimos 10

afios por diferentes grupos, han puesto claramente de manifiesto que
varios enzimas del ciclo de Calvin, experimentan bajo iluminacién -
una activacidn reductora, y que dicha activacidn es mediada por en-
tidades proteicas que, de esa forma, sirven de puente de enlace en-
tre el poder reductor generado en las etapas fotoquimicas de la Fo-
tosintesis, y los propios sistemas enzimaticos fotoactivables. Se -
han postulado siistemas proteicos fotoactivantes que, si bien coinci

dentes en muchos aspectos, son también contradictorios en otros,

a) Sistema LEM ("light effector mediators''),

Anderson y Avron (137) postularon que b activacidén lumini-
ca de algunos enzimas del ciclo de Calvin tenla lugar a través de -
componentes ditidlicos ligados a las membranas tilakoidales. En si-
tuacidén de oscuridad permanecian en su forma disulfuro oxidada, mientras
que bajo iluminacidn eran reducidos a través de la.cadena de transporte
electrénico, concretamente a nivel del lado reductor del Fot. I, in

teraccionando en tal estado con el enzima a activar., La presencia -

de grupos tiblicos libres en la molécula de los LEM en situacién -
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de iluminacidn fué manifestada por la inhibicién de su efecto por
incubacidn de las membranas con DTNB o con arsenito, y la existen-
cia de agrupaciones disulfuro en la oscuridad por su eensibilidad
a la sulfitolisis. La aparicién de agrupaciones ditidlicas vecina
les en las lamelas tilakoidales habila sido ya indicada por Valle-
jos y Andreo (180) como consecuencia de los cambios conformaciona

les que en las mismas se producian al iluminar.

Aunque no se descarta la posibilidad de que exista un fac
tor LEM por cada enzima fotoactivable, hasta ahora han sido descri
tos s6lo dos, diferenciables por el punto de la cadena de transpor
te en que tiene Jugar su reduccidén, y por los sistemas enzimaticos
a que activan. El LEMI acepta electrones del Fot, | anteriormente
a la ferredoxina, como lo demuestra su insensibilidad al antagonis
ta de &sta DSPD, y es funcional en la activacidn de la NADP+-gli*
;eraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, fosforribulokinasa y NADP T -
malato deshidrogenasa, y en la desactivacidn de la glucosa-6,fos-

fato deshidrogenasa. El LEM, , es reducido, dada su sensibilidad -

[
al DSPD, por la ferredoxina o en un proceso mediado por ésta, y -
. . . 2+
es activo frente a la fructosa-1.6-bisfosfatasa, requiriendo Mg
para expresarse (181), Varias revisiones sobre este tema han sido

publicadas por Anderson y col, (132, 148).

Experiencias efectuadas con malato-deshidrogenasa y glu-
cosa-b6-fosfato deshidrogenasa de cloroplastos de guisante parecen
indicar que los enzimas LEM-modulables presentan, al menos, un --
grupo tidlico libre y una agrupacidn disulfuro, pues tal modula--
cién desaparece cuando los enzimas son preincubados, ya con DTNB
ya con DTT (182). Resultados recientes de Ashton y Anderson (183)
apuntan la necesidad de una proteina moduladora, solubilizada en
el estroma y de p.m. proximo a 50,000, para la activacidn por la
luz de la NADP' -malato deshidrogenasa —e inactivacién de la glu
cosa-6-fosfato-deshidrogenasa~ por el LEMI; esta proteina es -

distinta de la ferredoxin-tiorredoxin-reductasa, y dada la no ne




sidad de ferredoxina y/o tiorredoxina para ejercer su efecto acti-
vante, dicha proteina recuerda a la ferralterina descrita por Lara
y col, (184) en relacidn con su activacién de la fructosa-1,6-bis~

fosfatasa,

La inactivacidn de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa --
cloroplastidica por el LEMI (137, 185) es objeto de controversia.
Como hemos ya apuntado, distintos autores postulan que el efecto -
desactivante de la iluminacidon, no sélo sobre el enzima del cloro-
plasto, sino también sobre el citoplasmatico, tiene lugar a través
de una inhibicidn por el NADPH generado en el cloroplasto, y expor-
tado al citoplasma via translocacidn de triosas-fosfato. Lendzian

(186) encuentra que la reduccidén del enzima por DTT o por el LEMI
no tiene mayor importancia reguladora, pues ni la actividad es to-
talmente inhibida ni existe un fendmeno de competencia con el NADPH,

cuyo efecto se superimpone con total anulacidn de la actividad,

b) Sistema ferredoxina-tiorredoxina.

La necesidad de un denominado ''factor proteico'' para la
activacidn de la fructosa-1.6-bisfosfatasa cloroplastidica por la
ferredoxina reducida fotoquimicamente, fué pronto puesta de mani-
fiesto en el Laboratorio de Buchanan (187); mas aln, aunque este
enzima experimentaba cierta activacién con DTT, niveles equivalen
tes a los de la fotoactivacidn con ferredoxina s6lo se conseguian
cuando al medio de reaccidn se adicionaban preparados de dicho -~
"factor proteico''. Tales hechos fueron los primeros signos de que
la activacién reductora de agunos enzimas del ciclo de Calvin no
era debida a una reduccién inespecifica por ferredoxina (188), -

sino que era la consecuencia de un fendmeno mas complejo.

Posteriormente el ''factor proteico' fué desdoblado en -
dos entidades proteicas claramente diferenciadas: una de alto pe-

so molecular, denominada “ARPa ("assimilation regulatory protein'')
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y otra ARP_ de peso molecular inferior, siendo ambas necesarias para

la activac?én de la fructosa-2,6-bisfosfatasa por ferredoxina redu-
cida (189). La primera fué més tarde definida como una nueva enzima
cloroplastidica, la ferredoxin-tiorredoxin-reductasa (190), mientras
que la segunda fué identificada como tiorredoxina (191), una protel
na de bajo peso molecular anteriormente descrita en bacterias y ma-
miferos. Ambas proteinas exhiben grupos ti6licos esenciales en el -

proceso de activacidn,

Bajo este planteamiento la ferredoxina, fotoquimicamente -
reducida via transporte electrénico fotosintético, reduce en un pro
ceso regulado por la ferredoxih-tiorredoxin—feductasa a la tiorre-
doxina, que a su vez ejerce la activacidon reductora de los enzimas

fotoactivables (190);

reducida reducida reducida reducida
‘ activa
Ferredoxina Fd-Td-reduc Tiorredoxina *  FBPasa
tasa
oxidada oxidada oxidada oxidada
inactiva
Fot. I NADP

Adem8s de la fructosa-1.6-bisfosfatasa, son activables por
el sistema ferredoxina-tiorredoxina los siguientes enzimas cloroplas
tidicos: sedoheptulosa-1.7-bisfosfatasa (192), gliceraldehido=3-fos~
fato deshidrogenasa NADP+—dependiente (193), fosforribulokinasa (194),
NADP" -malato deshidrogenasa (143, 195) y Fenilalanina-amonio liasa -
(196) , muchos de ellos ya con anterioridad descritos como fotoactiva

bles o DTT-inducibles. Un enzima del metabolismo de vegetales Ch y CAM



la piruvato dikinasa, se ha indicado por algunos autores parece pro
bable exhiba el mismo mecanismo de fotoactivacidn (144, 197), pues

se ha observado la necesidad de un factor proteico para que pueda -
teher lugar. Por el contrario, Sugiyama y Hatch (198) indican que -
la regulacidn por la luz de este enzima no implica mecanismos de --
6xido-reduccidn a través de grupos sulfhidrilos, sino que esta liga
da a los niveles de ADP, AMP y Pi a través de procesos de adenila--
cién-desadenilacidn que, ciertamente, requieren un ''factor proteico"

para su funcionalidad.

Un caso particular de activacidén por el sistema ferredoxi-
na-tiorredoxina es el de la ATPasa ligada a las membranas tilakoi-

dales, también estimuladas por el sistema DTT-tiorredoxina (199).

Un andlisis comparado de los esquemas LEM y ferredoxina-tio
rredoxina, muestra la existencia de similitudes, asT como de diferen

cias. En ambos el poder reductor procede de la cadena de transporte

- 3 . P + » .
electronico previamente a la reduccion del NADP vy, an ambos también,

grupos sulfhidrilos aparecen involucrados en el mecanismo de &xido-
-reduccidn., Por el contrario, el sistema ferredoxina-tiorredoxina -
postula la necesidad de componentes solubles adicionales a la ferre-
doxna —la tiorredoxina y la ferredoxin-tiorredoxin-reductasa—, co

sa que no ocurre con el sistema LEM.- Quizas el LEM podria ser, -

i
en cierto modo, asimilable al esquema ferredoxina-tiorredoxina, por
cuanto en ambos el punto de arranque de la cadena de transporte tie

ne lugar a través de la ferredoxina.

STn embargo, el requerimiento de un factor estromatico dis
tinto a la tiorredoxina para la activacidn por el LEMI de la NADP+—
malato deshidrogenasa de cloroplastos de guisante (200), el hecho -
de que el 64% del sistema fotoactivante del mismo enzima de espina-
ca se encuentre ligado a las lamelas tilakoidales (201), la existen
cia de entidades tipo tiorredoxina tanto en el estroma como en las
membranas cloroplastidicas (202), y la sugerencia dada por Mills y

col. (203) de que la ferredoxin-tiorredoxin-reductasa se encuentra
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