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"Cuando crecid la hierba y did fruto,
entonces aparecid la cizafia.... Dije-
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quemos?. Y les dijo: No, no sea que -
al querer arrancar la cizafia, arran--
queis con ella el trigo".

San Mateo, cap. 13
"Parte de la simiente cayd entre espi
nas, y al crecer éstas la ahogaron vy

no did fruto".

San Marcos, cap.l4
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INTRODUCCION: ESTUDIO TEORICO







Antes de entrar en el anZlisis de los antecedentes y en -
el esquema experimental del estudio que en este trabajo se efec
tla sobre herbicidas que inciden en la actividad fotosintética,
conviene efectuar un planteamiento tedrico del estado actual de
los conocimientos sobre Fotosintesis. Dada la amplitud del tema,
nos vamos a limitar a aquellos aspectos que mas o menos direc—-

tamente puedan tener alguna relacidn con el contenido de este -

0

trabajo. Por ello, se hace especial &nfasis en la estructura y

i

tipo de preparaciones clorcplastidicas, en los procesos fotogu

micos de transporte electrdnico, en el mecanismec vy clases de f

o
tofosforilacidn, y en la fijacién de CO? v sistemas que utiliza
la pianta para su regulacin. Por el contrario, se eluden aque-

llcs otros aspectos que, como la asimilacidn fotosintética del

nitrato y sulfate, no son objeto de anfAlisis en el presente tra

bajo. En cualquier caso, v para evitar un niimero desorhitado de

pectos mas especializados, ignorando otras que, por incidir so-
bre puntos mas trascendentslies, son barto cnnocidas. Finalmente,
y como resumen de todc lo gue en este capitulo se trata, se ha

elaborado un esquema general del proceso fotosintético, al cual

]

os referiremos tAcita

U

ero de forma constante a lo largo de la

presente exposicidn.

L0



La Fotosintesis en su sentido m2@s amplio se puede definir
comp la conversidn de la radiacidn luminica en potencial ener-
gético y reductor, que posteriormente es utilizado para la re-
duccidén y asimilacidn de elementos biogen&sicos que se encuen—
tran en alto grado de oxidacidn o en formas de baja reactivi--
dad. E1 origen del potencial reductor es una mol&cula mids o me
nos oxidada que, mediante un complejo mecanismo indirecto de -
fotoactivacién, cede equivalentes de reduccidn; &stos, trans--
portados a lo largo de una cadena secuencial de intermediarios,
llegan al aceptor dltimo, liberindose o no a lo largo de estos
procesos de Oxido-reduccidn en cadena una energia que, al me—-—
nos en parte, es utilizada por el organismo para la sintesis -
concomitante de compuestos altamente energéticos. Mientras que
los organismos verdes eukariotes y prokariotes utilizan exclu-
sivamente el HZO como fuente de potencial reductor, con des——-
prendimiento simultidneo de O2 como producto secundario, las --—
bacterias fotosintéticas efectian este proceso, en general, en
condiciones anaerobias, utilizando como fuente de potencial re
ductor hidrdgeno molecular, compuestos azufrados reducidos u -
otras sustancias inorganicas, sin que exista una liberacidn pa
ralela de 0,. Analogamente, aunque la Fotosintesis se ha vincu
lado cldsicamente con la utilizacidn del potencial energético
y reductor para la asimilacidn del COZ’ no es menos cierto que
igualmente es empleado en la asimilacidn de nitratos, sulfatos

y nitrdgeno molecular.

Ambas fases del proceso fotosintético -sintesis de peten-
cial energético y reductor, y asimilacidn reductora de compues
tos oxidados- tienen lugar de forma independiente en estructu-
ras o supestructuras bien diferenciadas. Sin embargo, entre am

bos procesos existe una intima relacidn condicionada por sofis



ticados mecanismos de regulacidn. En las bacterias fotosinté&ti
cas las etapas de captacidn de la luz y su utilizacidn para la
sintesis de energia de enlace y potencial reductor tienen lu--
gar en unas estructuras concretas denominadas "cromatSforos',-
mientras que en las algas prokariotes verde-azuladas el aparato
fotosintético no se encuentra segregado en estructuras concre-
tas. Por lo demi3s, en bacterias el proceso fotosintético depen
de de un solo fotoacto, frente a los dos fotoactos encadenados
que tienen lugar en todos los restantes organismos; &sto se —-—
concreta, adem3s, en una distinta composicidn pigmentaria, fun
damentalmente diferente en bacterias, y también en ciertas pe-
culiaridades en las algas prokariotes, en relacidn con las al-

gas eukariotes y plantas superiores.

' ESTRUCTURA DEL CLOROPLASTO.

En las plantas superiores el proceso de la Fotosintesis -
ocurre dentro de especificos compartimentos citoplasmiticos: -
los cloroplastos. Estos constituyen estructuras desarrolladas
a partir de formas ancestrales primitivas, modificadas para —-—
llevar a cabo de manera Sptima los complejos procesos fisicos
y bioquimicos que constituyen la Fotosintesis. A pesar de este
origen evolutivo conviene, no obstante, indicar que, ‘con la po
sible excepcidn de los vegetales C4, los cloroplastos de las -
plantas superiores son sorprendentemente homogéneos en lo que

afecta a su estructura, composicidn, enzimologfa y funcidn.

Examinados al microscopio electrdnico, los cloroplastos -
de plantas superiores muestran su caracteristica seccidn en —-—

forma de lente, con un eje mayor de 5-10 ym., observandose —-—-



tres regiones estpructurales bien definidas: las membranas o en
volturas, una estructura lamelar altamente organizada, y un --—

"estroma" amorfo.

La cubierta del cloroplasto consta de dos membranas. Expe
riencias hechas por centrifugacidén bajo capa de silicona mues-—
tran que la membrana externa es atravesada rdpidamente por nu-
merosos componentes de bajo peso molecular, mientras que resul
ta impermeable al dextrano. Por otro lado, cuando el cloroplas
to se coloca en un medio hipertdnicq, el orgidnulo aparece arry
gado, observandose una patente separacidn entre ambas cubier--—
tas, que delimitan un amplio "espacio intermembranal', Estos -
hechos indican que la membrana externa es inespecificamente —-
permeable a las pequenas moléculas, siendo accesible libremen-
te g los metabolitos del citoplasma, mientras que la cubierta
interna constituye la auténtica barrera selectiva del cloro——-
plasto. En general, y dado su caracter de biomembrana 1ipido~-
-protéica, exhibe una baja permeabilidad hacia compuestos io-
nicos; resulta permeable al COy y ciertos acidos monocarboxili
cos (acéticep, glicérico, glicdlico, etc.), menos permeable a
aminoidcidos, e impermeable a la sacarosa, adenilatos, hexosas

y pentosas,fosforiladas o no, etc.

Estudios metabdlicos han demostrado que el Pi y algunos -
compuestos fosforilados como el P-glicerato y las triosas-P -
son permeables a las envolturas del cloroplasto, siendo especi
ficamente transportados a través de la envoltura interna de —-
una manera competitiva entre ellos, de acuerdo con sus concen-—
traciones respectivas. De ello se ha deducido la existencia de
un transportador, al que se ha denominado "traslocador de fos—
fatos" (1), cuya especificidad ge extiende al Pi y a las molé-

culas que exhiben un resto fosfdrico ligado al carbono 3-termi



nal; su inhibicidn por mercuriales indica la existencia de gru
pos -SH vinculados al proceso de transporte. Otra caracteristi
ca interesante del proceso es el mantenimiento de un equili-——-
brio entre los grupos fosfato traslocados, de tal forma que —-—
igual nUimero de grupos fosfdrico serdn transferidos al interior
que al exterior del cloroplasto. Otro traslocador especifico -
ha sido descrito para el transporte de los dicarboxilatos (1),
con una amplia especificidad para los dicarboxilatos C4 y C:,
que compiten entre si1; sin embargo, a diferencia del trasloca-
dor de fosfatos, no existe aqui un transporte estrictamente —--—

equivalente de carboxilatos dirigido en sentido contrario.

La envoltura interna del cloroplasto presenta unas peque-
nas invaginaciones a las que se ha denominado '"retZculo perifé
rico"; se ha pretendido ver en ellas unos precursores del sis-
tema lamelar (2), pero su gran abundancia en los cloroplastos
de las especies C, parece mas bien identificarlascon el siste-

ma de transporte del Co, tipico de estas plantas.

En la estructura lamelar se encuentran fundamentalmente -
localizados los pigmentos fotoactivos y los restantes componen
tes de la cadena de transporte electrdnico, asi como el siste-
ma subsidiario de sintesis de compuestos energéticos. Por ob--
servacidén microscdpica esta estructura se asemeja a pilas de -
discos verdes de diZmetro mis o menos uniforme -0.2 a 0.4 um -
de didmetro-, a los que se denomina "grana", con interconexio-
nes membranosas entre las distintas pilas. Estos plementos.dig
coidales o "tilakoides" estan constituidos por una envoltura -
lamelar de unos 75 A de espesor, que limita a un espacio inte-
rior que, si en un principio se pensd estaba completamenté in-

dividualizado, actualmente se ha visto no es asi. Las "lamelas"



de un disco tilakoidal -"lamelas" granales- se puedep continuar
con las "lamelas'" membranaceas que conectan las distintas pilas
de "tilakoides'" -"lamelas" estromiticas~, de tal forma que la -
sucesidn de é&stas entre "grana' y ”gFana" parecen llegar a for-
mar una estructura helicoidal con sentido a la derecha (3). De

esta forma los espacios intratilakoidales se encuentran conecta
dos parcialmente, formando en la practica un niimero limitado de
compartimentos estanco. Mas alin, las 'lamelas'" estromdticas lle
gan finalmente a contactar con la envoltura intgrna del cloro-——
plasto que, en cierto modo, participa también de las caracteris

ticas de aquéllas.

En resumen, el cloroplasto aparece asi fundamentalmente ——
compartimentado en dos espacios, uno el propiamente estromitico,
y un seguﬁdo intracisternal limitado por las capas lamelares —-
granales y estromidticas (4). Bajo esta panoramica el concepto -

k]

de "tilakoide" pierde su significado, y en la realidad viene =
confundirse con el de "lamela'", tanto referido a los componen--—
tes apilados -'""lamelas" o "tilakoides" granales—, como a las ~—
membranas de interconexidn -'"lamelas" o "tilakoides" estromiti-
cos o intergranales-. Las zonas de contacto entre dos "lamelas"
contIguas que no delimitan espacios intratilakoidales sucesivos
se denominan 'particiones'", mientras que la zona de "“lamelas" -
no anastomosadas -bordes de los sacos granales y "lamelas" es--

tromaticas- son denominadas '"m3rgenes"; ambas zonas exhiben una

composicidn pigmentaria y funcionalidad claramente diferencia-~-

das.

La compos%cién de las "lamelas" es aproximadamente un 50%
de lipidos y un 50% de proteinas, con casi una total ausencia -
de carbohidratos (5). Los 1ipidos son fundamentalmente diferen-

tes de los de otras estructuras de la planta, con un elevado --
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porcentaje de glicolipidos -mono y digalactosil-diglic&ridos- y
fosfolipidos, y un bajo contenido en triglicéridos (6); los pig
mentos constituyen el 20% del contenido lipidico total. Las pro
teinas pueden ser estructurales -"intrinsecas de la membrana'-,
o bien débilmente ligadas a ella -"extrinsecas o periféricas-,
pudiendo estas lltimas ser separadas por tratamientos suaves —-—
sin p&rdida de su funcionalidad, generalmente ligada a una acti
vidad enzimitica. Los componentes prot&icos y lipidicos estdn -
intimamente relacionados por razones de polaridad o apolaridad,
constituyendo un entramado tridimensional claramente diferencia
do a lo largo del espesor de la membrana lamelar -de 50 a 100 A1
de tal forma que se advierte un incremento de agrupaciones pola
res hacia el exterior del "tilakoide', y una mayor densidad de
grupos apolares en el espacio interior, hechos que tienen una -

radical importancia en la distribucidn pigmentaria y de elemen-



tos intermediarios de la cadena de transporte electrdnico, en -

relacidn con su funcionalidad.

En cualquier caso, las membranas tilakoidales constituyen
unas estructuras dindmicas, con las molé€culas de 1lipidos en es-
tado fluido y coptinuo movimiento. Efectivamente, se ha observa
do que el espesor de las "lamelag'" decrece reversiblemente en -
un 257% después de iluminar (7), modificacidn que se considera -
relacjonada al flujo de protones que durante la iluminacidn tie
ne lugar hacia el interipr del "tilakoide', cuyo bajo pH debe -

ejercer una accidn desorganizadora de la estructura lamelar.

Observadas al microscopio electrdnico las membranas lamela
res —especialmente las estromaticas- muestran una superficie ex
terna (cara A') tapizada de particulas sobresalientes que pue~—
den ser arrastradas fAcilmente con soluciones de EDTA; su natu-
raleza ha sido identificada con actividad ATPasa (8). La aplica
cidn de técnicas de microfractura en material congelado a mem--
branas asi desprovistas de actividad ATPasa, muestra que la —-—=
fractura tiene lugar mas facilmente en direccidn longitudinal a
la membrana, siguiendo uyn plano determinado, con exposicidon de
dos superficies fundamentalmente distintas, lo que define largg
tructura asimétrica de las "lamelas" (9). E1 plana de fractura
mas proximo al espacio intratilakoidal (cara B) exhibe sobre su
superficie grandes particulas de 13-17 nm. de digmetro, pocas -
en numero; aparecen sdlo en las "particiones", y estan practica
mente ausentes en los bardes de los sacos granales y en las "la
melas" estromdticas. Por el contrario, el plaﬁo de fractyra méas
externo (cara C) muestra un tapiz de pequefias y numerosas parti
culas de 9-12 nm. de dimetro tantq en las '"lamelas' granales -
como intergranales. De acuerdo con ésto, se ha observado que la

lamina de fractura interior Presenta un espesor mayor que la ex
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terior, en la relacidén 2.5:1 (10).

Material enriquecido en uno u otro tipo de particulas, -

por sonicacidn o tratamiento con detergentes, muestra que las
particulas pequedias son liberadas mas ficilmente, lo que uni-
do a su actividad de Fot.I corrobora la localizacidn mas ex—-—
terna de &ste dentro de las "lamelas", y la mas interna del -
Fot. II (11). Esta identidad de estructuras particuladas ob--
servables fisicamente, con unidades funcionales capaces de --
atrapar la energia radiante, parece querer resucitar el anti-
guo concepto de "cuantosoma" (12) que, si bien anteriormente
cuestionado por su pretendida identificacidn con material par
ticulado portador de proteinas estromiticas -fraccidn I- o la
melares con actividad ATPasa, a la luz de estos hallazgos mues

tra una gran similitud con los grandes corpiisculos visibles -
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en la cara interna de lss''lamelas" de las '"particiapes" (cara
D), y que no son mas que la manifestacidn al exterior de la -
"lamela" de las grandes particulas visibles en la superficie

interior de fracturas D, con gctividad de Fot.II.

De todo lo dicho se desprende que las particulas CFl, en
las cuales radica la actividad ATPasa y la actividad fosfori-
lante, s@lo se encuentran en la superficie externa de los "ti-
lakoides", es decir, en las "lamelas" estromiticas y en los -
"margenes", jamds en las "particiones". Y puesto que las "la-
melas" estromiticas poseen una superficie relativa expuesta -
al espacio estromidticp superior a la de los "mirgenes" grana-
les, uno debe esperar -y asi ocurre- una mayor actividad ATP-
asa por mg de clorofila en las primeras que en las segundas -
(13). Las particulas grgndes con actividad de Fot.II aparecen
s6lo en las "lamelas" gfaqales, concretamente en la zona de -
"particidn", mientras que las particulas pequefias con activi-
dad de Fot.I se encuentran en todas las "lamelas', tanto gra-
nales como estromiticas. Esto estd de acuerdo con las observa
ciones que, en relacidn con su estructura y funcién, se han -
venidq haciendo en cloroplastos en desarrollo. En ellos se ha
observado que la actividad del Fot.I precede en el tiempo a -
la del Fot.II, lo que concuerda con el mas temprano desarro--

llo de las "lamelas" estromiticas que las granales.

Esta digt;ibucian ha hecho concebir la existencia de dos
tipos de Fot.I, con diferente funcidén fisioldgica (14): el lo
calizado en el "“estroma", fisicamente separado de los centros
con actividad de Fot,II, estaria fundamentalmente vinculado a
la fotofosforilacidn ciclica, mientras que el de localizacién
granal seria operativo, en Intima conexidn con el Fot.II, en

el transporte aciclico de electrones. Una proximidad fisica -
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de los Fot. I y II en las 'lamelas" granales viene exigida por
la existencia de transferencias cu@nticas de energia entre am-
bos fotosistemas, lo que sbdlo serd posible si los pigmentos de
las "antenas" de ambos fotosistemas no estan excesivamente se-

parados.

En cualquier caso se plantea la pregunta: ;de ddnde proce
den los equivalentes de reduccidn necesarios para activar el -
Fot. I de las '"lamelas" estromdticas?. Sane y col. (15) han --
postulado que &ste podria estar en contacto con el Fot.II de -
las "lamelas" granales a través de un transportador electrdni-
co de bajo peso molecular. Por otro lado, si, como luego vere~
mos, la ferredoxin-NADP+—reductasa se encuentra localizada en
la superficie de las "lamelas" estromiticas y en las "miargenes"
granales, nunca en las "particiones" -igual que le ocurre al -
CFj-, los equivalentes de reduccién generados por el Fot.I de
las "particiones'" tendran de alguna forma que ser transporta--
dos a los lugares de localizacidn de la reductasa . Esto po--
dria, igualmente, ser llevado a cabo pPor un transportador de -
electrones de pequefia magnitud molecular. Sin embargo, una po-
sibilidad alternativa seria la antes indicada, que dicho trans
portador pusiese en contacto el Fot. II de las "particiones" -
con el Fot. I de los "margenes" o "lamelas" estromidticas, con
lo que, inversamente, el Fot.I de las '"grana" podria ser el —-

vinculado al sistema ciclico.

El espacio exterior al limitado por las "lamelas" grana--
les constituye el "estroma", cruzado por un encaje de "lamelas"
estromiticas o intergranales. En &l se encuentra en solucidn -
un potente equipo enzimdtico — fundamentalmente los enzimas del
ciclo de Calvin— ,siendo su constituyente prinéipal la 1lamada

fraccidn I, identificada con la ribulosa-1.5-difosfato carboxi
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lasa-oxigenasa, que ]lega a constituir en las plantas C3 hasta
el 50% del nivel prot€ico total del contenido estromdtico (16).
Este contiene también un discreto nfimero de particulas que, en
general, representan reservas de aziicares fotosintetizados.Las
mas comunes de ellas son granos de almidén, que aparecen al mi
croscopio como zonas m&s 0 menos trasliicidas; tambidn son fre-
cuentes los "plastoglébulos" o "inclusiones osmiofflicas’, mis
abundantes en cloroplastos de hojas viejas, y constituidas por
acumulacidn de material lipfdico (17). Finalmente, también se
han identificado particulas ribosdmicas de tipo 70 S, mds pe~-
quenias que los ribosomas citoplasmiticos de tipo 80 S; su mi-—
sidn es dirigir la sintesis de algunas proteinas cloropl&sticas,

por ejemplo la subunidad de mayor peso molecular de la fraccidn
I (18).

Origen y evolucifn de la estructura cloroplistica.

Varias hipdtesis han sido propuestas para explicar el orj
gen y la diversidad de las distintas formas de cloroplastos, -
aunque fundamentglmente se pueden clasificar en dos. La primera
postula que el material cloroplastidico existia en cierto modo
dentro de 1la célula de un primitivo antepasado, formando parte
del equipo del mismo; un proceso subsiguiente de diferenciacidn,
con adquisicidn de una mayor complejidad, condujo a la realiza-
cidén de una labor mas especializada, cqn abandono progresivo de
otras mas genéricas (19). Sobre esta base la diversificacidn de
los cloroplastos ha ocurrido POr cambios en las sucesivas proge
nies de'un primitivo antepasado, dando asi lugar a distintos ti
pos de organismos, fundamentalmente algas, de los que las plan-
tas superiores constituyen el paso mds evolucionado; este con-
cepto exige s6lo la previa existencia de un prokariote, a par-

tir del cual se habrian desarrocllado todos los eukariotes.
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Sin embargo, la complejidad del mas elemental eukariote es
tan superior a la de cualquier prokariote, que ello ha dado nue
va actualidad a la segunda teoria, segin la cual los cloroplas-
tos eran prganismos prokariotes fotosinté&ticos autdnomos, que -
pasaron a ser simbiontes de c&lulas de otro tipo (20). Segin &s
to la evolucidn de este antepasado consistid em una reduccidn -
de su estructura y funciones, la mayor parte de las cuales que-
daron encomendadas a la c&lula hospedadora, adquiriendo una al-
ta especializacidn en la concreta funcidn fotosinté&tica. Esto -
conduce a una diversificacidn de los organismos fotosint&ticos
derivada de una endosimbiosis de distintos tipos de prokariotes,
cada uno con un tipo particular de pigmentacidn. Efectivamente,
estudios fbsiles han puesto de manifiesto la existencia de un -
variado grupo de prokariotes simbiSticos ancestrales, de los --
que las algas unicelulares verde-azuladas serian un auténtico -

grupo relictico.

Dejando aparte a las bacterias fotosintéticas, cuyo espe——
cial tipo de pigmentos fotosint&ticos — las distintas formas de
bacterioclorofila— habla de una diversificacién distinta y muy
temprana en relacidn con los organismos fotoautotrofos oxigéni-
cos, el hecho de que el desprendimiento de O, tenga lugar tanto
en las algas prokariotes verde-azuladas como en las plantas su-
periores indica que este hecho no depende de la segregacidn del
aparato fotosintético en un verdadero cloroplasto. Mas fundamen
tal parece ser la presencia de clorofila "a" y una serie de pig
mentos anejos. En los prokariotes verde-azulados (Ciangphyta) y
en algunos eukariotes (Rodophyta) estos pigmentos son solubles
en agua, del tipq de ficocianinas y ficoeritrinas, apareciendo
en forma de conjugados protéicos sobre agregados granulares de
tipo tilakoidal. Un paso mds avanzado en la serie evolutiva im—

plica la p&rdida de este tipo de pigmentos, con la aparicidn de
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otros de naturaleza lipiqica, entre ellps las clorofilas "c¢" -
(Cromophyta) y "b" (Clorophyta) (21). En cualquier caso, la —-
aparicidn de cubiertas cloropldsticas separando todo el apara-
to fotosintético del contenido citoplasmidtico es una constante

de todos los eukariotes.

En vesumen, resulta posible imaginar la evolucidn del clo-
roplasto de una planta superior a partir de un prokariote ancesg
tral verde-azulado (Cianophyta), a través de la formacidn de --
una membrana limitante, p€rdida de los "ficobilisomas", y apari
cién de nuevos pigmentos con una disposicidn estructural en "la
melas". Paralelamente se desarrolld la capacidad de sintesis y
almacenaje de almiddn. Al mismo tiempo ocurria & progresidon de
una estructura unicelular al "talo'", seguido de una diferencia-
cidn de células en tejidos, llegéndose asi a la organizacidn en
plantas superiores a través de la secuencia Briophytas, Pteridg
phytas, Gimnospermas, y Angiospermas. Sin embargo, a través de
estg secuencia la estructura del cloroplasto permanecid esencial
mente inalteradsg, sdlo con modificaciones coyunturales deriva--

das de especiales e¢ircunstancias ambientales.

Efectivamente, puesto que la zona de mads eficiente capta—--—
cién luminica corresponde a las "particiones", por su contenido
en Fot.I y II, unq puede considerar el caso de plantas que se -
ven sometidas a condiciones de baja iluminacidn. En &stas el ——
factor limitante es la luz, por lo que el vegetal desarrolla —-

"egrana"

en proporcidn relativamente mayor que 'lamelas" estromi
ticas, ya que las necesidades en ferredoxin—NADP+—reductasa‘y -
CF¥; -proteinas mayoritarias de &stas— son limitadas debido a -
las reducidas tasas de transporte electrdnico (22). Hay que in-
dicar que un incremento en el contenido en "grana" actiia decre-

ciendo la razdn clorofila a/b, lo que yesulta en una ampliacidn
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del rango cualitativo de la luz absorbida por los pigmentos y,

por tanto, en una mds eficiente captacidn de la luz.

Quizds la TGnica excepcidn la constituyan los cloroplastos
de las plantas C4. El aspecto estructural mas sobresaliente de
los vegetales C4 es la llamada "anatomia tipo Kranz" consisten
te en una disposicidn particular del tejido fotosint&tico en -
capas concéntricas alrededor del tejido vascular (23). La capa
exterior o células del mesGfilo poseen cloroplastos con un con
tenido granal normal, muy superior al de las células mas pro-—-
fundas del parénquima vascular, en que la '"'grana" est@ reduci-

da, y aln ausente.

En realidad las plantas C4 constituyen un grupo heterogé-
neo en el que se pueden diferenciar tres subgrupos, con parti-
cularidades bipquimicas y estructurales. En el primero — "pro-
ductoras de malato'"— 1las células del parénquima vascular po--
seen cloroplastos con una ''grana" muy escasa. En el segundo y
tercer grupo — "productoras de aspartato'— existe ya una ---
"grana' bastante desarrollada en los cloroplastos del paré@nqui
ma vascular, ocupando una posicidn centrifuga en los del ter-—-
cer grupo, mientras que en los del segundo lo es centripeta. -
Mas aln, en estos Ultimos la ''grana' aparece muy asociada con
las invaginaciones de la envoltura interna o "reticulo perifé-
rigo" — tipico de las especies C4— , por lo que se ha asociado
con la alta actividad del enzima milico NAD+—dependiente carac

teristica de este grupo.

Por otro lado, los cloroplastos del mesdfilo carecen fun-
damentalmente del equipo enzimidtico del ciclo de Calvin, que -
tiene lugar en los de las c&lulas del parénquima vascular, las

cuales, en contra, exhiben una actividad fotoquimica reducida,
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especialmente en relacidn con el Fot.II. Una mayor actividacd -
del Fot,I, debida a las "lamelas" estromaticas, cabe explicer-
se gobre la base de un reguerimiento adicional de ATP que la -
fijacién de CO, por estas plantas necesita, y que obtienen via
fotofosforilacidn ciclica. En resumen, los vegetales C, repre-
sentan un desarrollo evolutivo relativamente reciente, con el

establecimiento de dos capas de c&lulas que, posteriormente, -
han sido diferenciadas por desarrollo de cloroplastos con come

tidos especificos y complementarios.

Desarrollo del cloroplasto.

Cuando una plantula inicia su desarrollo, sus protoplasti
dios, indiferenciados primitivamente, evolucionan en etioplas~
tos en las c&lulas etioladas de la hoja; la caracteristica do-
minante de estos etioplastos es la presencia de una estructura
Cuasi-cristalina de elementos prolamelares que, si bien care—-
cen de clorofila, contienen cantidades apreciables de protoclo
rofilidos, de los que existen formas distintas con miximos de
absorcidn a 628, 637 y 650 nm. (24). Un posterior desarrollo -
consecuencia de la iluminacién)es la evolgciGn‘de estos etio--
plastos a cloroplastos auténticos, lo que ocurre con pérdida -
de la regularidad de la estructura cristalina prolamelar, que
evoluciona hacia formas tilakoidales de una auténtica "grana®.
Esto se correlaciona con una transformacidén de parte de log -~
protoclorofilidos en clorofilido "a", primero, y clorofila "a"
después, proceso en que tiene lugar la sustitucidn del geranicl
por fitol como alcohol esterificante (25). La aparicidn de clo

rofila "b" es una etapa posterior, sugiriéndose que &sta se —-
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forma a expensas de la clorofila "a". Esta clorofila de forma-
cidn temprana la dedica la planta principalmente al desarrollo
del sistema de "antenas", indispensable para la captacidn lumi

nica.

La aparicidn de la estructura granal implica también un -
incremento en el nivel de galactolipidos y fosfatidil-glicerol,
asi como una rapida sintesis de polipéptidos de peso molecular
medio, que llegan a constituir el Principal componente de la -
estructura tilakoidal. La aparicidn de citocromos y otros ele-
mentos de la cadena de transporte electrdnico fot031ntet1co -
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 (26). De lo dicho se desprende que
el Fot.I se desarrolla con anterioridad al Fot.II, lo que uni-
do a la temprana aparicién del CFj, hace que la fotofosforila-
cidn ciclica con PMS como cofactor se detecte en estadios pre-
vios. Un Fot.I acoplado con un Fot.II se manifiesta ya al co--
mienzo del desarrollo granal, si bien las unidades fotosintéti

cas son pequenas comparadas con las del cloroplasto maduro.

El desarrollo de la capacidad de fijacidn de COy es mas -
tardio, no alcanzandose el punto de compensacidn con el 0, 1i-
berado hasta pasado bastante tiempo, Esto indica una lenta sin
tesis de, al menos, algunos de los enzimas del ciclo de Calvin,
Por lo que un sustrato para la disipacidn del potencial energé
tico y reductor originado tendrid que proceder del citoplasma,
Efectivamente, se ha observado un activo desprendimiento de 0,

acoplado con el uso de 3-P glicerato como sustrato, pero no --
con CO, (27).



Tipos de cloroplastos y particulas subcloroplZsticas.

El aislamiento de cloroplastos de un material vegetal pue
de constituir una operacidn sencilla o complicada, dependiendo
del grado de integridad con que se quieran obtener y de la to-
mogeneidad de la preparacidn conseguida, Ambas circunstancics
vendran condicionadas por la naturaleza del emnsayo a que vayan
a ser sometidos estos cloroplastos, habiéndose establecido co-
rrelaciones entre grado de integridad, funcionalidad e, incluso,
método de preparacidm., En cualquier caso, conviene tener en —
cuenta que las condiciones Optimas para un determinado test de
actividad pueden ser distintas atendiendo al grado de integri-
dad del cloroplaste; asi, es cldsica la caida al valor 6.0 cel
pH Sptimo de actividad de cloroplastos rotos en lo que a la e

duccidn del ferricianuro o NADP' se refiere (28).

Dejando a un lado los métodos de preparacidn de cloroplaﬁ
tos en medio no aeupso §29), solamente Gitiles con fines prepa-
rativos de determinados componentes, han sido efectuados nume-
rosos esquemas de preparacidén y clasificacién funcional. Las -
primeras indicaciones (30) hablaron de la existencia de dos ti
pos de cloroplastos en los preparados pretendidamente intactos:
los de Clase I, que aparecian al microscopio muy refringentes
y dentro de los cuales no podia distinguirse ningin tipo de es
tructura y los de Clase II, en los gque era facil la identifica
cion de material granal. A los primeros se les considerd como
cloroplasFos i'ntegros7 que conservahan en su preparacidn la do
ble cubierta membranal. Upa clasificacidn en cloroplastos inte
gros P y rotos Ps, con normas sistem@ticas de preparacidon y no
menclatura standardizada atendiendo al niimero de lavados P13

Pysj, etc.-, fué establecida por Arnon y col. (31).
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Todos los procedimientos de obtencidn de preparados cloro-
plasticos se basan generalmente en la preparacidn de homogena--
dos de hojas en condiciones m3s o menos controladas, y en cen--—
trifugaciones diferenciales subsiguientes. No obstante, té&cni--—
cas en que se han utilizado centrifugaciones en gradiente de --
densidad, separacidn por distribucidn en contracorriente, y o--
tras, han sido también utilizadas. Otro factor muy determinante
en el grado de funcionalidad de los cloroplastos — especialmen-
te critico en la fijacidn de CO, por cloroplastos intactos— es
el sistema buffer utilizado, no sdlo en su preparacidn, sino en
su conservacidn y ensayo, lo que ha llevado al abandono de los
cldsicos buffers a base de fosfatos, tris, etc., y a la adopcidn
de aquellos otros a base de HEPES, MES, etc.. Todo ello ha con-
ducido al desarrollo de t&cnicas muy precisas en la preparacidn
de cloroplastos, en las que se controla desde la velocidad y ~--
tiempo de homogeneizacidn hasta las mas minimas condiciones de
centrifugacidn, circunstancias especialmente criticas cuando de
la preparacidn de cloroplastos intactos, con un porcentaje lo -

mds alto posible de elementos con la cubierta exterior intacta,

se trata (32, 33, 34).

Esta diversidad de métodos ha llevado a una situacidn con-
fusa, y a una dificultad en la comparacidon de los resultados ob
tenidos por distintos investigadores. Dirigido a solucionar es-
te problema, Hall (35) ha hecho una clasificacién de los distin
tos preparados de cloroplastos; indicando caracteristicas morfo
l6gicas y bioquimicas, métodos de preparacidn, y asimilando a -
esta clasificacidén los tipos anteriormente descritos por otros

autores.

La clasificacidn de Hall se inicia con los de tipo A, clo-

roplastos en toda su integridad, con alta tasa de fijacidn de -

21



CO,, en los que el ferricianuro es reducido a un bajo ritmo a
nivel del Fot.I debido a dificultades de permeabilidad, y que
se obtienen s3lo en medios isotonizados con azlicares mediante
una sola centrifugaeidn. Los de tipo B son también cloroplas—
tos integros que han perdido al menos parcialmente, su cubjer
ta mas externa, correspondiéndose fundamentalmente con los ——
cloroplastos de Clase I antes mencionados; fijan CO5, aunque

a una baja tasa, reducen el ferricianuro a un buen ritmo va a
nivel del Fot. II, pueden reducir el NADPT sin adicidn de fe~
rredoxina exdgena, y admiten dos centrifugaciones en su prepa
racidn. Los ¢loroplastos de tipo C son los clasicos cloroplas
tos rotos de la Clase II, que no fijan CO02 y requieren ferre-
doxina exbgena para reducir NADP+; po obstante, mantienen un

buen ritmo de transporte electrdnico y fotofosforilaci®dn. Los
de tipo D son en realidad "lamelas" cloroplasticas que aun --
mantienen un buen control fotosint&tico y pueden fijar CO2 -
cuando se les adiciona un extracto de cloroplastos y un inter
mediario adecuado, aceptor de los equivalentes de reduccidn -
producidps. Esto no lo realizan ya los preparados de tipo E,-
fragmentos de cloroplastos que, si bien mantienen un transpor
te electrdnico, no sintetizan ATP. Finalmente, los tipos F —-
son en realidad particulas subcloroplédsticas obtenidas por so
nicaeidén o tratamiento con detergentes, con un transporte ——-—
electrbnico limitado al fotosistema en que se hallan enriquer
cidos; requieren, segin el caso, un aceptor y/o donador de --

electrones adecuado.

La preparacifdn de partfculas subcloropldsticas plantea -
una problemdtica metodoldgica particular. En primer lugar, el
enriquecimiento en Fot.I o Fot. IT de un determinado prepara-

do subcloropléstica pupde efectuarse siguiendo la relacidn en-
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tre los contenidos de clorofila "a'", existente en ambos foto-

sistemas, y clorofila "b", exclusiva del Fot.II; un enriqueci
miento en Fot.II o, lo que es lo mismo, en "grana', se tradu-
cird en una disminucidn de la razdn clorofila a/b, mientras -
que un enriquecimiento en Fot.I o "lamelas'" estromaticas, re-
presentard un aumento de la misma. Un criterio paralelo se --
puede seguir con el enriquecimiento en xantofilas, pigmento -~
auxiliar vinculado exclusivamente al Fot.II. C3lculos simila-
res pueden efectuarse siguiendo la distribucidn de determina-
dos transportadores electrénicos vinculados a uno u otro foto
sistema, cuando su contenido se exprese en razdn a la canti--
dad de clorofila; asi, el componente C-550 y el citocromo -
bs5g estdn exclusivamente asociados al Fot.II, y son facilmen-
te determinables. Lo mismo cabe decir de las actividades foto
quimicas asociadas a uno u otro fotosistema, con el empleo de
donadores y/o aceptores artificiales de electrones. Sin embar
g0, el método mas sensible consiste en la determinacidn de la
fluorescencia de emisidén que, a la temperatura del nitrdgeno
liquido, tiene lugar a 730 nm. para el Fot.I y a 685 nm, para
el Fot.II (36).

Una separacidn estructural de las "lamelas" granales de
las estromiticas puede conseguirse tratando los cloroplastos
con digitonina, aunque el mejor procedimiento para conseguir
esta separacidn manteniendo intacta la estructura granal pa-
rece ser la "prensa francesa". En cualquier caso, estos tra-
tamientos deben continuarse con una centrifugacidn diferencial,
obteniéndose a 10.000 g una primera fraccidn que contiene -—-
fundamentalmente ''grana', a 50.000~80.000 g una segunda cons-
tituida por '"granas" rotas, y a 150.000 g las "lamelas" estro

mdticas. Mediante este procedimiento Boardman y Anderson (37)
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han conseguidoe fracciones pesadas granales con una razdn de -
clorofila a/b de 2, y fracciones ligexras estromdticas con una
razdn de hasta 7. Un método adicional de separar particu;as -
cloroplasticas enriquecidas en Fot.I o en Fot.IT es el trata-
miento con Triten X-100. El sedimento obtenido después de una
corta centrifugacidn a 150.000 g se designa TSF-2, constitu—
yendo particulas relativamente planas con gran actividad de -
Fot.II. El sobrenadante suministra por centrifugacidn prolon~
gada unas particulas TSF-1 en forma de agregados discoidales,

que exhiben una clara actividad de Fot.I (38).

Una clasificacidn de los distintos tipos de particulas -
subcloroplisticas ha sido también hecha (39). Las denominadas
particulas P-I incluyen, por un lado, fragmentos granales ca-
paces de soportar un flujo electrdnico del HZO al NADP+ Yy ==
por otro particulas mas pequefias que fotoreducen al NADP+ ——
cuando se agrega un donador de electrones adecuado; ambas nues
tran magnificas tasas de fotofosforilacidn y se obtiengn por
tratamiento con digitonina. Las particulas P-II mantienen el -~
desprendimiento de 02 asociado al Fot.II, aunque la reduccidn
del NADP* requiere normalmente, la adicidn de plastocianina; -
la sintesis de ATP aparece generalmente desacoplada, siendo és
tos los preparados que se obtienen por tratamiento ultras6nico
© con la "prensa francesa". Aunque verdaderamente la pérdida -
de plastocian;na pueda usarse como indicativo del grado de ——-
fragmentacién, qtros autores sostienen que este tipo de parti-
culas pueden reducir normalmente el NADP' afin sin adicidén de ~
plastocianina, de 1o que deducen la no necesidad de la misma ~
para un normal transporte electrénica (40). Las particulas —-
P-I11 se caracterizan Por tener dafiado el mecaqismo de descom-

|
posicidn del HZO, aunque el Fot. II es gperativo con un donador
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artificial de electrones adecuado; parecen derivar de "granas"
fragmentadas. Las P-IV tienen ya categoria de fotosistemas pu-
rificados, aunque aparecen asociadas con otras componentes mem
branales, particularmente pigmentos accesorios. Finalmente, --
las particulas P-V constituyen los centros de reaccidn purifi-

cados.

La preparacidn de cloroplastos de plantas C4 presenta unas
especiales caracteristicas dado que en este tipo de vegetales -
coexisten dos tipos de ellos. Los primitivos métodos de separa
cidn de cloroplastos del mesdfilo de los del parénquima vascu-
lar implicaban el uso de procedimientos mecanicos de homogenei
zacidn diferencial, con o sin una previa digestidn enzimitica,
toda vez que las c€lulas del primero son mas ficilmente.sepapg
bles que las del segundo de 1la estructura foliar. De esta for-
ma se obtenian fracciones simplemente enriquecidas en el conte
nido de uno u otro tipo de cdlulas. Actualmente estos procedi-
mientos se completan con una purificacidn de las fracciones ob
tenidas por centrifugacién en gradiente de densidad o filtra—-
cidén por geles, obteniéndose asi cloroplastos de ambos tipos -

con pequefia o nula contaminacidn cruzada (41).

Sistema de captacidn luminica.

Se realiza mediante las llamadas "antenas",bloque de siste
mas pigmentarios constituidos en los cloroplastos de plantas su
periores por clorofilas"a" y "b", carotenos y xantofilas; cada
"centro de reaccidn" correspondiente al Fot. I § II posee su —
propia "anténa". En condiciones de perfecta iluminacidn solar -
‘una molécula de clorofila "a" es capaz de absorber un cuanto de

luz cada 100 mseg., cada 1 ségundo bajo una luz difusa, y cada
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10 segundos en un dia nublado. Si tenemos en cuenta que un clo
roplasto en perfectas condiciones puede mantener el transporte
de un electrdn cada 15 mseg., es evidente que este flujo no -
podria ser mantenido ni alin en condiciones de iluminacidn opti
ma si una sola molécula de cloyofila constituyese el sistema -
de captacidn luminica de cada "centro de reaccidn'. Ha podido

comprobarse que cada "centro de reaccidn" posee un sistema de

"antenas" constituido por unas 300 moléculas de clorofila, y -
que cada saco granal O disco tilakoidal soporta hasta 10S de -
dichas moléculas; asi pues, teniendo en cuenta que cada cadena
electrdnica fotosintética estd constituida por dos "centros de
reaccidon" — Fot.I y Fot.II— se deduce que en cada disco ope--
ran unas 200 cadenas de transporte (42). Estas cadenas apare—-
cen intercomunicadas a tres distintos niveles: efectian cambios
de energia a nivel de "an;ena", intercambian flujo electrdnico
especialmente a nivel del "pool" de plastoquinona, y comparten
una comin ddtaci6n de gradiente protdnico a nivel de la membra

na tilgkoidal.

Las "antenas" vinculadas a los Fot. I y II exhiben una di
ferente composicifn pigmentaria. Xantofilas y clorofila "b" a-
parecen enriquecidas en el Fot.II, mientras que la clorofila -
"a" lo estd en el Fot,I. Puesto que la absorcion del sistema -
de "antenas" por arriba de 660 nm. es enteramente debida al es
tado fisico en que en ellas se encuentra la clorofila "a", re-
sulta evidente la desviacidn hacia zonas de absorcign de mayor
longitud de onda de la "antena'" del Fot.I respecto al II; &sto
facilita la funcionalidad del Fot.I que, por su exclusivo con-
tenido en clorofila "a", presenta un maximo de absorcidn en zo
nas de alta longitud de onda, y corrobora el incremento de la
actividad fqotpsinté&tica cuando adicionalmente se iluming el ——

cloroplasto con radiacidn del rojo lejano (efecto Emerson) (43).
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Mas afin, dentro de cada "antena!' se agrupan, no sdlo dis
tintos tipos de pigmentos, sino diferentes tjpos de una misma
clorofila, diferentes uno de potro por su distinto estado fi;i
co de agregacidn a las "lamelas', seguramente por interacciin
con moléculas protéicas (44). Efectivamente, el espectro de -~
absorcidn de los cloroplastos se extiende a zonas —especial- -
mente por arriba de los 670 nm.— en los que no absorben ni -
los carotenos, xantofilas y soluciones puras de clorofila "z"
y '"b", Unicos tipos de pigmentos extraibles del cloroplasto. -
Esta extensidn del espectro de absorcidén hace que el cloro---
plasto capte de una forma mids eficiente la luz solar. Por —--
otro lado, puesto que el maximo de absorcidn de ambos fotosis
temas se encuentra en zonas de alta longitud de onda, una des
viacidn hacia las mismas de la radiacidn absorbida la consi~--
gue el cloroplasto mediante un sistema de transferencia ener-

gética entre las diversas moléculas pigmentarias.

Un pigmento primario capta un cuanto de luz de una longi.
tud de onda determinada, quedando en situacidn de excitacidr
electrdnica. Esta energia puede transferirla a un pigmento 2
cino siempre que las condiciones — distancia entre los mismos
y orientacidn de los grupos croméforos— permitan el estableci
miento entre ambos de un estado dipolar de resonancia, de tal
forma que la probabilidad de esta transferencia sea mayor que
el gasto del estado excitado en otros procesos competitivos:
emisidn de fluorescencia o calor por vuelta al estado no exci
tado, estados metaestables, etc.. Puesto que la estabilidad -
del pigmento fotoexcitado es pequenia, la transferencia energé
tica entre los mismos ha de tener lugar muy rapidamente, no -
siendo posible cuando la distancia entre pigmentos vecinos su
pera los 100 A (45).



Sobre este punto existen dos teorias. Cuando el tiempo -
de transferencia del estado de excitaciﬁp entre moléculas ve-
cinas es largo en comparacidn con el tiempo de relajacidn de
la molécula excitada, tiene lugar primeramente la relajacidn
de esta Gltima a un estado vibracional base, produciéndose —-
despu€s la transferencia. En estas condiciones la energia ——-
transferida es la extricta, sin que el estado excitado del --
aceptor acgeda a un alto nivel vibracional, siendo en tales T
circunstancias muy improbable que pueda ocurrir una transfe—-
rencia en sentido inverso. Esta hip8tesis se conoce como "me-
canismo Férster" (46), Por el contrario, la "teoria del exci-
ton" es aplicable a situaciones en que la transferencia ener-
gética entre moléculas ocurre a una velocidad superior a la -
de relajacidn a un estado de excitacidn basal; entonces resul
ta posible una reaccidn inversa, con miiltiples y miituas trans
ferencias de estados de excitacidn entre moléculas suflClente
mente proximas. Resulta imposible con los datos que actualmen
te se tienen indicar qué teoria puede ser la mis apropiada, -
Quizds la "teoria del excitén" sea mis aplicable al conjunto
de moléculas pigmentarias de las "antenas'", mientras que el -
"mecanismo F&rster" lo sea a la transferencia de &sta a las -

moléculas de clorofila de los fotosistemas (45).

Los tiempos que transcurren desde la absorcidn de un hv
por la "antena", hasta que ello aparece reflejado en el compo
nente que actila de aceptor primario de electrones — componen-
te Q para el Fot.II y componente X para el Fot.I—, son de —-
0.3 a 1.8 nseg. para aquél y < 30 pseg. para &ste, y segura-
mente aiin menos (47). Puesto que se ha calculado que alrededor
de 125 pasos de transferencia ocurren dentro de una “antena"
antes de que el hv absorbido aparezca reflejade en la trampa

del aceptor primario, cabe deducir que en el Fot. I cada trang
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. _13 -
ferencia ocurre en un tiempo < 2.5 x 10 seg., lo que sdlo es

posible sobre la base de la "teoria del excitdn'.

Estd generalmente aceptado que las "antenas" de los Fot.I
y II no se encuentran segregadas, sino comunicadas por transfe-—
rencia de energia de excitacidn. Esto ha podido comprobarse ex-—
perimentalmente entre las "antenas" vinculadas a centros de reac
cidn II, pero no entre las correspondientes a centros I. Po - —-
otro lado, es evidente un trasvase de situaciones de excita:idn
entre ambos tipos de centros de reaccidn, especialmente en =21 -
sentido ITI -+ I, lo que al menos en parte invalidaria el efecto
Emerson; parece ser, sin embargo, que la regulacidn de este —-
trasvase viene dada por la generacidn de un gradiente de Mg2+
a través de la membrana tilakoidal, cosa que, como se sabe, o-
curre a consecuencia de la iluminacidn (48). La ventaja fisio-
16gica de controlar la distribucidn de cuantos de energia en--
tre ambos fotosistemas por este procedimiento es obvia. la ra-
diacidn solar normal es recogida por el equipo pigmentario del
Fot. II con un mejor rendimiento; sin embargo, el concomitarte
gradiente de Mg2+ originado estimula el trasvase energéticc al
Fot.I, que de esa forma absorbe el flujo electrdnico proced: a~-

te del Fot.II, hacidndolo operativo.

Una modificacidn a la teoria de sistemas de "antenas" in-
dependiente para el Fot. I y Fot. II ha sido desarrollada pcr
Thornber (49). Este autor aisld por electroforesis en acrilami
da pn presencia de SDS a partir de un extracto de hoja sGlo --
dos componentes que contienen clorofila. Uno de ellos contiene
s6lo clorofila "a", y corresponde al complejo proteina-clorofi
la del componente P-700. El1 segundo contiene aproximadamente -
cantidades equimoleculares de clorofila "a" y "b", y se identi

fica como el componente P-680 del Fot, II, junto con el siste-
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ma de "antenas" del mismo. De acuerdo con &sto el autor pPropo—
ne la existencia de un solo sistema de "antenas", el correspon
diente al Fot.II, del cual se enviaria la radiacidn abscrbide,
no s0lo a su correspondiente "centro de reaccidn", sino tamtidn
al "centro de reaccidn' del Fot.I. Dicho esquema explicaria -
mejor que el sistema de paquetes independientes de pigmen:os
captadores, wuna distribucidn equilibrada de energia, asi cc+
mo el hecho experimental observado que fracciones enriquecides

en Fot. II sean especialmente ricas en pigmentos de "anterazcl.

Practicamente la dotacidn de moldculas de clorofils de un
cloroplasto es la misma durante todo su periodo de vida. Un pa
S0 metaestable del proceso de fotoexcitacidn de la clorefila -
es la formacidn de un estado "triplete" que, si bien muy fugez,
la hace muy susceptible a su destruccidn por el oxigeno. Este
estado sobreexcitadp es reducido aun mids en el tiempo por trans
ferencia del exceso de energfa a las moléculas de B~carotenc -
que adquiere el estado de "triplete", y se disipa luegoc por in-
teraceidn con oxigeno (50). Otra forma de disipacidn energética
es la emisidn de fluorescencia. En general, hay una mayor emi-
sidn de la misma a nivel de Fot.II, bien en forma de la 1lams-
da "fluorescencia muerta", o energia perdida en los procesos -
de transferencia a nivel de "antena", bien de "fluorescencia -
viva", emitida en el proceso de reduccidn del componente por
el Fot.II. La primera es un factor constante, mientras que la
segunda depende del estado de 6xido-reduccidn del "quencher" @

1), vy constituye un magnifico medio de medida de 1la fuaciona

lidad del fotosistema.

El rendimiento de captacidn lumfnica por las mol&culas de
clorofila de las "antenas" viene dado, no sGlo por la loagitud

de onda de Ia luz incidente, sino por lg disposicién orientada
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de las moléculas de clorofila en relacidon al plano de la mem—
brana tilakoidal. Y mientras que la absorcidn a las longitu--
des de onda altas — la llamada "banda Qy"— tiene lugar prefe
rentemente cuando la luz incidente viene polarizada en el pla
no de la membrana (eje y de la moldcula de clorofila), la ban
da Bx — llamada "banda de absorcidn de Soret"— 1lo hace cuan-
do la polarizacidn es segin el eje x de la molé&cula. Por el -
contrario, las molé&culas de clorofila del Fot.I no presentan

una orientacidn particular, comportd@ndose como un absorbente

con simetria circular (52).

Fotosistemas.

Dos fotorreacciones operan en serie para elevar electro-
nes desde el agua, un donador con alto potencial redox, al -—-
aceptor NADP+ de bajo potencial redox. Estas fotorreacciones
tienen lugar en sendos ''centrgs de reaccidn' denominados Fot.
I y Fot. II, cuyos componentes fotoactivos son, respectivamen

te, los denominados P-700 o clorofila "aj;", y P-680 o clorofi

la l|a2ll.

El componente P-700 — denominado asi por presentar un md
ximo de absorcidn a dicha longitud de onda— origina por foto-
oxidacidn un radical catidnico cuyo electrdn desapareado apare
ce por EPR como deslocalizado sobre dos anillos porfirinicos,
lo que sugiere se trata de un dimero de dos moléculas de cloro
fila "a" (53) de estructura aln incierta. Su potencial redox -
normal es de +450 mV, produciéndose por fotoexcitacidn un gra-
diente de potencial del orden de 1800 mV — ello implica alcan-
zar un potencial redox del orden de -1350 mV—, de los que apro
ximadamente el 30% se pierden en forma de energia disipada en

la reduccién del aceptor primarioc de electrones, y otro 20% adi
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cional en los procesos de transferencia que conducen a la ve-
duccidn del NADP, En resumen, el cloroplasto sdlo asimila el
50% de la energia absorbida en el fotoacto. Ademds del miximo
de absorcidn a 700, exhibe otros a 682 y 438 nm, gbarcando su
espectro de absorcidn de 400 a 730 nm., siendo estos valores
del rojo lejano los responsables del efecto Emerson, o incre-
mento de la actividad fotosint@tica por una iluminacidn adicig
nal a 700 nm. (43).

Como ya se ha indicado, el Fot.I se encuentra ligado a -
las "lamelas" granales — "particiones" y "m3rgenes'"— como a
las estromiticas, siendo la razdn de clorofila inaccesible al
flujo electrbnico del Fot. II respecto a la operativa con di-
cho flujo, de 1/3 (54), 1lo que habla en favor de una localiza
cidn topogréafica del flujo electrdnico ciclico segregada de -
la del aciclico. El aceptor primario de electrones del Fot., I
es el componente X, de naturaleza alin incierta, mientras que
el donador de los mismos parece ciertamente ser la plastocia-
nina, a pesar de ciertas hipStesis que hablan de un acoplamien
to directo del €Cit., f al P-700 (40). Preparaciones cloroplésgi
cas desprovistas de plastocianina se muestran incapaces de ca-
talizar la reduccidn del NADP' con el sistema ascorbato/DPIP -
como donador de electrones (55), restaur@ndose la actividad --

por adicidn de la misma.

Andlogamente, el componente P-680 o clorofila "a2" ~ 1lla-
mado también TII O trampa, por ser el elemento que capta de‘w—
forma irreversibe el estado de excitacidn de las " ntenas"-_§
parece constituido por un dimero de mol&culas de clorofila “a",
producigndose por fotoactivacidn un catidn con un electr8n de~
sapareado no localizado sobre dos anillos porfirinicos. Su es—

pectro de absorcidn muestra miAximos a 687 y 433 nm. con un in-
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tervalo de absorcidn aproximado.entre 400 y 700 nm. (56). Tie-
ne un potenc1a1 redox > + 500 mV, llegando a alcanzar en el fo
toacto alrededor de los -700 mV, de los que, al igual que an--
tes, se disipan un buen porcentaje al reducir al aceptor prima
rio Q. Este es de naturaleza degconog¢ida, igual que le ocurre
al donador primario Z. De acuerdo con el modelo presentado por
varios investigadores (57), el Fot.II ed ¥ealidad puede consi-
derarse como un complejo Z.TII.Q que, a consecuencia de la cap
tacién de un fotdn, evolucionaria de 1la siguiente forma:

+ - + -
*
Z.T11-Q > Z.T *.Q » Z.T;1.Q" > 27.T,,.Q

Su localizacion se reduce a las "lamelas" granales, en la
zona de las "partjciones", no gpareciendo en absoluto en k zo-

na estromatica.

Este planteamiento sqbre la base de dos fotosistemas ha -
conducido al clédsico esquema en Z de Hill y Bendall (58), con
un requerimiento tedrico de 8 cuantos de energia por cada molé
cula de 0, desprendido, toda vez que la transferencia de cada
equivalente de reduccidn requiere la intervencidn sucesiva de
dos fotoactos. Esto ha sido comprobado en }a practica mediapte
el empleo de iluminacidn por golpes muy cortos de "flash", con
rendimientos entre 8 y 10 fotones por mol de oxigeno desprendi
do. A consecuencia del fotoacto II se consigue un transito del
potencial redox + 800 mV del sistema H20—02 al -35 mV del acep
tor primario Q, mientras que en el fotoacto I se consigue el -
transito de +450 mV del componente P-700 al -340 mV del NADPH.
Asi pues, el trénsito neto de potencial redox entre ambos extre

mos es de +800 a -340 mV, con un gradiente de 1140 mV.
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La existencia de dos fotosistemas fué corroborada cuando
pudieren ser separados y su funcionalidad parcial puesta de -
manifiesto independientemente (59). Que ambos exhiban espec—-
tros de absorcidn no del todo coincidentes explica el fendme-
no de incremento del oxigeno desprendido — efecto Emerson— ,
cuando a un preparado cloroplastidico expuesto a una radiacidn
que no sobrepasa los 700 nm., se le somete a una iluminacion
adicional que supera dicha longitud de onda (43), asi como el
incremento, no sumativo, que sobre la reduccidn del NADP' ejer

ce una iluminacidn simultZnea con luz roja y de rojo lejano,

frente a ambas efectuada de forma independiente (60).

Mientras ambos fotosistemas son responsables del flujo -
aciclico de electrones, s3lo el Fot. I es el responsable del
flujo ciclico. Este esquema — el mas ampliamente admitido— ,

se conoce como el de "dos reacciones luminicas", frente a la
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hipdtesis de "tres reaccjones luminicas" pestulada por Arnon y
col. (61), seglin la cual la reduccidén del NADPT y la evolucidn
de O2 no muestra el incremento en el rojo lejano postulado por
Emerson, deduciendo de ello que la cadena aciclica de transpor
te depende de dos fotoactos conducidos por el Fot.II, frente a
un tercer fotoacto dependiente del Fot.I, respomsable del flu-
jo electrdnico ciclico y gue si exhibe un incremento al roja -

lejano.

Componentes no fotoguimicos de la cadena de transporte.

Aparte los componentes fotoquimicos P-700 y P-680, exis—-
ten una serie de transportadores electrdnicos en la cadena fo-
tosintética gue iremos analizando a conFinuaci6n de forma se-—-

cuencial, tal como aparecen ordenados en ella.

Sistema de escisidn del HZQ” La zona de la cadena fotg-—-

sintética comprendida entre la molécula de HZO y el Fot.II ——-
constituye la mas labil y desconocida de todo el proceso, aun-
que poco a poco esté siendo construido un cuerpo de doctrina -
sobre ello. Un requerimiento de iones Cl~ ha sido demostrado,

aunque su luggar éxacto de actuacidn y su papel estan por dilu-
cidar; una €alta de efegto de los iones Cl~ sobre cloroplastos
tratados que han perdido la capacidad de desprender 02’ y que

utilizan NHZQH como donador de electranes, indica que dichos -
iones ejercen su accidn entre el lugar de lisis del H20 y el -

punto de cesidn de electrones por 12 NH,.OH (62).

2

La necesidad del Mn para la planta, y su vinculacidn con
la actividad del Fot.II, fué pronto puesta de manifiesto por
la observacidn de la existencia de distintos tipos de Mn en -

el cloroplasto, en general firmemente ligados, No ohstante, -
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extracciones con Tris,NHZOH, agentes caotr3picos, etc., produ-
cian pérdidas parciales de Mn y una inactivacifn en la capaci-
dad de lisis del H20, que se recuperaba por una iacorporacidn
fotoinducida de Mn exGgeno. Aunque el mecanismo dz2l proceso no
se conoce aiin, sI puede deducirse que 2/3 del contenido.total
de Mn del cloroplasto resultan esenciales para el desprendimien
to de 02, estando parte del mismo en forma paramagn@tica detec~
table al EPR, y otra en estado diamagné€tico no detectable (63),
Por otro lado, la capacidad de desprender 0, se pierde por tra
tamientos t&@rmicos moderados, lo que ha coaducido a postular -
la existencia de un llamado "factor de Hill", termolabil, solu-
ble en agua y de bajo peso molecular, y qua tambidn contiene -
Mn ligado. No obstante, la funcionalidad dal transporte elec—-
tronico al componente P-700 se mantiene, como lo demuestra su
operatividad con donador exdgeno de electrones del tipo del --

ascorbato, hidroquinopa, NHZOH, difenilcarbazida, etc.

El hecho fundamental en la elucidacidn del mecanismo de -
accidn del componente Z fué la pbservacidn de que cuando se ——
iluminaba el cloroplasto con cortos y continuos golpes de "flash",
el desprendimiento de 02 oscilaba con una secuencia de cuatro
golpes de "flash", lo que venia a sugerir iz existencia de ——
cuatro sucesivos actos fotoquimicos vinculados al Fot.II antes
de que pudiese tener lugar el desprendimiento gaseoso (64)., —-
Puesto que cada fotoacto implica la cesidn de un electrdn al -
componente P-680, elle indica que Z puede experimentar cuatro
estadios sucesivos de oxidacidn, S1-85783~8,, desde la situacidp
base S, produci&rdose a nivel del estadio S, la oxidacién de
la mol&cula de Hy0, recuperandose la situacidn Sg con un des-
prendimiento concomitante de un mol de 0. Sin embargo, si bienm

el estado S1 es perfectamente estable, no 1o son el S y el 83,
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y menos aln el S,. Esto es 16gico si tenemos en cuenta que el
transito Sp-S; muestra ung diferencia de potencial de 0.2 V,
frente a los 3.2 V ~0.81 V por cada electrdn transferido en
el sistema H20/02- que conlleva la transicidn global SO—S4;
€sto representa 3.0 V adicionalps en el salto $;-S4, lo que
equivale a una media de 1 V por cada transicidn S1-S9, Sp-S3
y S3-§, (65). Resulta dificil admitir que el proceso tenga -
lugar de una forma tan simplista; antes bien, parece que es-
tas situaciones intermedias implican la formacidn de agrega-
dos del componente Z con estadios intermedios de oxidacidn -
del HZO que, dada su alta reactividad y cardcter destructivo,
han de permanecer estabjilizados por la naturaleza misma de -

los agregados originados.

Los hechos analizados parecen indicar que ésto se consi-
gue por formacidn de complejos con el componente Z, que con--
tiene Mn como idn central, siendo los estadios sucesivos de -
Ho,0, OH*, HZOZ y O; en orden de menar a mayoer grado de oxida-
cidn, correspondientes a las ‘situaciones §; a SA’ respectiva-
mente. Estos complejos serian de tipo mononuclear los corres-—
pondientes al H20 y OH® (criptohidroxilo), y binucleares los
del H202 (criptohidroperfxido) y 0; (criptosuperdxida), posi
bles estos filtimos por enlace de dos &dtomos de Mn por yn puen
te de oxigeno-0-0- (66). Puesto que el niimero de coordinacidn
del Mn es 6, &sto permitira probablemente la existencia de po
siciones de coordinacidn aun libres para que tenga lugar la -
unidn Z‘TIIQ antes indicada. De esta forma la reactividad de
los estados intermedios queda muy atenuada — lo que se deduce
comparando la energia libre correspondiente a la forma libre
y coordinada— , hasta el puntp de que el estado S, del radical

OH" complejado aparece perfectamente estable, frente a la enor
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me reactividad del mismo al estado libre.

El potencial redox del criptosuperdxido es del orden de --
+0.3-0.4 V, por lo que el siguiente miembro de la cadena de --
transporte debe tenerlo también de este orden de magnitud. Ello
avala la propuesta candidatura de la forma "alto potencial" del
cit. b559, con un potencial redox de +370 mV, como el donador

primario de electrones Z del Fot.Il (67).

Un punto conflictive es el estado de oxidacidn del Mn en -

las transiciones So™S4" Desde un punto de vista de grado de coor

oy - ; ; ; . 2F 3+ 4t
dinacidon son posibles las situeciones de Mn~ , Mn y Mn . En

solucidn acuosa y en ambiente aerobio el estado de cxidacidn -~

34
normal de los complejos tetradentados de manganeso es Mn~ , pu-

- . - - - 4+
diendo pasar por oxidacidn a consecuencia de un fotoactc a Mn

Una disminucidn del pH — como la que podria tener lugar en el -
"tilakoide" a consecuencia de la iluminacidn— produce una tran

e 2+ : 3 .
sicién a la forma Mn“ , pasando por un estado transicionzl binu

3

cleado de Mn il (68); el paso de la forma binucleada a la mononu

cleada va acompafada de un desprendimiento de 0,5, hecho que con

cuerda con el card3cter binucleado de las situaciones Sqy 84,
previas al desprendimiento de O9. Una subida del pH al detenerse
la iluminacidn podria provocar de nuevo una transicidn & la for

ma primitiva Mn3+. Que el Mn se encuentra realmente en forma de

complejo tetradentado es cuestionable, aunque podria ser posi--

ble; por otro lado, los cambios de pH necesarios para las tran~

siciones apuntadas son mas dri3sticos que los que parece ocurren
en el cloroplasto.

Citocromo bgsg. La exacta naturaleza del donador primario

de electrones Z del Fot. II es al presente desconocida. Algunos
propugnan la candidatura de un componente que lleva Mn intimamgg

te ligado. Por otro lado, y ségﬁn se apuntd antes, ha sido pro~



puesta la forma de alto potencial del Cit. b559, si bien su -
potencial redox de +370 mV resulta excesivamente bajo como va
lor previsible para el componente Z, que ha de_ir a enlazar -
con un potencial redox del orden de >+500 mV, correspondiente
al componente P-680 (67); efectivamente, una reduccidn del --
cit. bggg v su subsiguiente reoxidacidn por el P-680 sdlo se

ha observado en condiciones no fisioldgicas. Qtros autores, -
por el contrario, indican la posicidn transportadora de la --
forma del cit. bggg de bajo potencial — alrededor de 0 mV— -
entre el aceptor primario Q y el '"pool" de plastoquinona (69).
Finalmente, ha sido postulado un tercer papel del Cit. bgssg -
en relacidn con un flujo ciclico de electrones alrededor del

Fot.II, lo que significaria upa conexidn de las dos posiciones

anteriormente propuestas para dicho citocromo.

Aceptor primario de electrones Q. Exhibe un potencial re-

dox del orden de -35 mV, aceptando un solo electrdn de la cin-
rofila "aII" fotoexcitada. Su naturgleza quimica es ain desco-
nocida, suponiéndosele una estructura de quinona. Su denomina-
cidn deriva de su cardcter de "quencher" de la fluorescencia -
emitida por el P-680 (70), correspondiente a la vuelta al ni--
vel normal del electron fotoexcitado cuando la cadena de trans
porte estd saturada y, por tanto, el "quencher" permanece en -
forma reducida. La medida de esta fluorescencia constituye asi
un buen procedimiento de medida del estado redox del componen-
te Q y funcionalidad del Fpt.II. Ha sido identificado con el -

componente X-320, descrito paralelamente (71).

Componente C-550. Aunque alguna vez ha sidoc mencionado co
mo aceptor primario de electrones del Fot,II, &sto ha sido de-
bido a que los cambios en su espectro de absorecidn van intima-

mente vinculados a los de aquél. A reserva de su naturaleza --
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quimica desconocida, Van Gorkom vincula estos cambios a una -
modificacién de las bandas de una feofitina en respuesta al -~
estado redox & componente X-320 (72). En consecuencia, no es
un aut@ntico transportador, sino una especie de iadicador ad-
junto al componente Q; como dice Junke (42) "una cortesia del

cloroplasto hacia los estudiosos de la Fotosintesis",

Plastoquinona. Constituye el componente mas abundante de

la cadena de transporte electrdnico, constituyendo el 1llamado
"pool" de plastoquinona o "pool" A, nombre derivado por astar
fundamentalmente constituldo por mol@culas de plastogquinoana A,
una benzoquinona sustituida. Su concentracidn ha sido dada --
por unos como de 40 moléculas por "centro de reaccidn I 3 II",
y de 20 veces mayor que la del aceptor primario Q, por otros.
Sin embargo, este contenido no es homogéneo, habidndosze dife——
renciado entre el '"'pool" Ay v el Ay, siendo el primero aproxi-
madamente 1/3 del total y el nico que se equilibra rapida-
mente con el aceptor primario Q (73). El '"pool® A, parece ser
ajeno a la cadena de transporte, e incluso a las mismas ''lame-
las", estando localizado en los "plastogldbulos" junto con -

moléculas de plastoquinona B y C (17).

Lo mas probable parece ser la existencia de 7 moléculas -
de plastoquinona por 'centro de reaccidon", de las que en con--
diciones de iluminacion media éuatro permanecen en estado redu
cido (71). Su potencial redox es de ~30 mV a pH 7.0, pudiendo
aceptar un electrdn en la forma plastosemiquinona, o dos como
plastohidroquinona, lo que implica que el "pool" de plastoqui-
nona alberga en condiciones normales de iluminacidn un total -
de 8 equivalentes de reduccibn; &sto define su caracter de bu-——
ffer de 6xido-reduccién de la cadena de transporte, y permite

la interconexidn a su nivel de cadenas de transports paralelas
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a fin de suplir posibles deficiencias del sistema de "antena'
o del propio P-680. Puesto que entre la plastoquinona y el —-
Fot.II pueden solo almacenarse tres electrones adicionales co
mo madximo, resulta evidente que la transicidn plastoquinona a
cit. £ constituye el paso limitante de la cadena de tramspor-
te, puesto de manifiesto por el hecho de que atn en condicio-
nes de fuerte iluminaciSn la plastoquinona aparezca fundamen-
talmente al estado reducido, mientras que el cit.f aparezca -

en estado oxidado (74).

Recientemente, Velthuys y Amesz (75) hag demostr;do la -
existencia de un intermediario B localizado entre eluégepggr
primario Q y el "pool" de plastoquinona; este compone;te éc—L
tuaria aceptando un electrdn del Q y, una vez acumulé&os por
pares, los transferiria al "pool", del que es equipotencial.
Su probable naturaleza quindnica, al igual que Q, implicaria

la presencia sucesiva de tres componentes quindnicos.

Citocrgmps f Y:£5' Tres distintos citocromos han sido —
identificados en el cloroplasto., Dps de ellos son de tino b -
—el cit. bggg antes mencionado y el cit. bg— , y el tercero
de tipo ¢, aunque en la practica se le conoce con el nombre —
de cit. f. Los citocromos bg y £ aparecen intimgmente asocia-
dos en las particulas enriquecidas en Fot.I ?bténidas por tra
tamiento con detergentes.El cit. f es reduci%o por el Fot.II
y oxidado por el Fot.I, por lo que su presencia en‘lg cadena
principal de transporte electrdnico parece evidente.?%in em—
bgrgo,se ha sugerido que sdlo una parte del flujo eleftrSnico
entre ambos fotosistémas pase a través de este citocromo, por
lo que se piensa puede estar en una rama lateral de dicha ca-
dena; esta hipdtesis vendria corroborada por el bajo contemi-

do de cit,f , que estd en razén 1/2 en relacidn con la plaste
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cianina o componente P-700 (76). Su potencial redox de -+360 mV
favorece, sin embargo, su posicidn entre ambos fotosistemas; -
su localizacidn en la cadena inmediatamente antes de la plasto
cianina ha sido muy discutida, y en verdad resulta dificil de
corroborar dada la igualdad de sus potenciales redox de oxida-
cidn.

El cit. by, con un potencial redox alrededor de 0'V, sa -
encuentra presente, sin embargo, en la relacidn de una mol&cu-
la por cadena de transporte electrdnico. Por el contrario, s3u
presencia en la cadena principal estd descartada, fornaado par
te del sistema de flujo ciclico de electrones alrededor del —-
Fot.I. Es reducido por el aceptor primario X, y oxidado en la

cadena principal a nivel del "pool" de plastoquinona (77).

Plastocianina. Es una cuproproteina que, en solucidn pura,
tiene una coloracidn azulada debido a su contenido en cobre, —
Su relativa abundancia en el cloroplasto ha sido muy discutida,
siendo lo mads aceptado un contenido de 1/1 en relacidn al com-
ponente P-700 (76); se encuentra muy débilmente ligada a la es
tructura lamelar, de donde se puede separar ficilmente por la
accidén de detergentes o tratamiento ultrasdnico. Su potencial
redox es de +370 mV, siendo capaz de admitir dos electrones --—
por molécula. Lo mas debatido ha sido su posicidn dentro de la
cadena de transporte electrdnico, siendo la hipdtesis mis acep
tada su reduccidn por el cit.f y su fotooxidacidn por el P-700,
toda vez que la fotorreduccidn del NADP " y la fotooxidacidn del
cit. f en particulas subcloroplasticas desprovistas de plasto~
cianina se restaura por la adicidn de &sta (55). Otras hipd:e-
sis postulan que la plastocianina es el Gnico componente entre
la plastoquinona y el P~700, que la plastocianina reduce al ——

cit. f, o que participa en un transporte electrdnico que no -~



vincula al Fot.I.

S-Fe proteina de alto potencial. Se encuentra ligada a -~

las particulas del Fot.I y su alto potencial de +290 mV 1la si
tla en el lado oxidante del mismo (78), al tiempo que la asi-
mila a la sulfoferroproteina tipo Rieske encontrada en mito-
condrias. Su posicidn en la cadena de transporte electrdnico

estd aln indeterminada.

Componente X. La identificacidn del aceptor primario de

electrones del Fot.I ha sido una cuestidn muy debatida en es-
tos TGltimos afios. Uno y otro compuesto han venido siendo pro
puestos como candidatos, y poco después releggdos a aceptlores
secundarios, o aun mds alejados del Fot.I. En este sentido la
técnica de EPR est3 teniendo un papel relevante, especialmen-
te usada a temperaturas criogénicas, ya que el bajo potencial
redox de este componente lo hace muy inestable en forma redu-
cida cuando se opera en condiciones ambientales. En &sto ha -
tenido gran influencia el hecho admitido del caracter de fe--
rrosulfoproteina no heminica que ha de tener dicho aceptor --
primario, y el paramagnetismo inducido en ella por el juego -
de 6xido—reducci6q. En este sentido han venido siendo propues
tos como aceptores primarios del Fot.I, primero la propia fe-
rredoxina vy, posteriormente, la llamada "ferredoxinéreducing
substance", con un potencial redox de =480 mV y un grupo pros
tético flavinico (79). -
Posteriormente han sido identificadas en preparados sub-
claoroplasticos enriquecidos en Fot. I, dos nuevas sulfoferro-
proteinas de potenciales redox aun mas negativos. E1 llamado

-

"centro A" § S-Fe A exhibe un potencial redox de -530 mv, --
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muestra unas senales al EPR a los valores g = 1.86, 1.94 v 2.0§,
y se reduce totalmente por iluminacidn a temperaturas criogini-
cas, o parcialmente con ditionito en la oscuridad; este coupo--
nente ha sjdo aislado y caracterizado como una ferrosulfoprotel
na de peso molecular 8.000 que, con una composicion & Fe-4S, ex

hibe unas caracteristicas espectrales proximas a las de

xina bacterianas (80). E1 "centro B"8 S-Fe B es aun mniis electro
negativo, con un potencial redox de -580 mV; presenta al IPR se
nales a g = 1.89, 1.92 y 2.05, es parcialmente reducido por la
accidn conjugada del ditionito e iluminacién, y en la oscuridad

s0lo en presencia de ditionito v MV (81).

Sin embargo, recientes experiencias de Evans y Cammack
(82) muestran que ambos centros A y B no presentan una rever—.
sibilidad cuando son fotoreducidos en las condiciones antes
apuntadas, faltando por lo tanto a una de las condiciones -
xigibles a un aceptor primario de electrones. Por el contra
rio, Evans y col. (83) han mostrado que particulas subcloro-
plasticas fotoreducidas a temperaturas criogénicas en presen
cia de ditionito y MV muestran una nueva sefial a g =1.76, -
que si exhibe un caridcter reversible fotoreduciendo al P-700
cuando se elimina la fuente de iluminacidn anterior, cunplien
do este requisito del aceptor primario. Aunque la sefial a g =
1.76 cae fuera del rango conocido de las sulfoferropreteinas.

podria tratarse de una sulfoferroproteina atipica.

Ferredoxina. Constituye un miembro de les mds extensa fa
milia de sulfoferroproteinas, proteinas con hierro nc heminico
y azufre 18bil. Aunque presentan una gran variedad, seginu su

procedencia, la existente en cloroplastos de 2lgas y plantzas
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superiores pertenece al tipo 2 Fe-28, siendo su péso molecu~
lar alrededor de 12.000, con un contenido de 95 a 100 aminoa-
cidos; ésto, junto con algunas modificaciones secuenciales, -
diferencia a las ferredoxinas de una u otra especie que, si -
bien intercambiables en algunas reacciones ferredoxin-depen—-
dientes, presentan diferencias de operatividad. El centro ac-
tivo y cromdforo de este grupo de ferredoxinas presenta la esg
tructura (RrS)zFe =S = Fe(S—R)Z, en la que ambos Atomos de -
hierro se encuentran al estado Fe3+ en la ferredoxina oxidada,
pasando uno de ellos a la forma Fe2+ en la reducida; admite -
por lo tanto un electrdn en el juego de dxido-reduccidn, sien
do su potencial redox de -420 mV. A pesar de la existencia de

estos 2 Atomos Fe3+

» la molécula es diamagnética al escado

oxidado, lo que segln Gibson (84) se debe a que ambos Atomos

de Fe3+ se encuentran antiferro magnéticamente acoplados, con
un spin neto s = 0; por el contrario, la reduccidn vuelve a -
la ferredoxina paramagnética, pudiéndose detectar al EPR. Pre
sentan una coloracidn rojo-parduzca intensa, con miaximos de -
absarcidn alrededor de 420 y 460 nm, que decaen al 5C% al re-

ducirse bien quimica o fotoquimicamente.

Su contenido en el cloroplasto es de una moldcula pPOT ca
da 300-400 mol&culas de clorofila, es decir, aproximadamente
de una ferredoxina por cadena de transporte electrdnico, lo -
que indica que ha de tener un "turnover" muy rapido. En las -
plantas ¢4 se admite la existencia de un mayor contenido ouc
en las C3, seguramente por la incidencia que tiene este com- -
puesto en la fotofosforilacidn ciclica y pseudociclica; que -
proporcionan el ATP adicional que requieren aquéllas (85).Las
ferredoxinas intervienen, ademids de en la cadena de transpor-
te electrdnico de la fotosintesis, en una serie de procesos -

6xido—reductores de la planta: asimilacidn del nitrato y sul-
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fato, activacidn luminica del ciclo de Calvin, etc. Aunque en
principio se trata de un componente soluble; y cono tal se en
cuentra en el contenide estromd@tico, presenta cierto grado de
unidn a las membranas tilakoidales dada su gran afinidad 4 la

s v
ferredoxin-NADP -reductasa.

; + A - . _ -
Ferredoxin-NADP -reductasa. Es una proteina de peso 1ole

cular alrededor de 40.000, con un cesto de FAD cummo grupo St
prostético; en condiciones normales admite un solo electrdn,
pasando al estado de semiquinona, aunque en condliciones de e
duccidn forzada es capaz de admitir un segundo electdn, con
reduccidn total (86). Su potencial redox es de -330 mV a pi -
7.0. Aunque su real funcidn fisioldgica es la reduccidn del -
NADP+ con ferredoxina como donador de electromes, tambidn pue
de funcionar en sentido inyerso con NADPH como cofactor, redu
ciendo bien al cit. f, bien al NAD+ en una reaccidn transhi-—-
drogenasica, bien al ferricianuro o a coloraates tipo violdge
nos en una reaccidn de tipo diafor@sico. Cuaado actiia acopla-~
da a la ferredoxina, este enzima forma un complejo ferredoxi-
na-reductasa, esencial para el proceso de reduccidn del NADP+,
el cual es desacoplado por el pirofosfato, que actlia asi como
un inhibidor de la sintesis de NADPH (87). Topogrificamancte -
aparece bcalizada sobre la superficie externa de las '"lam:z2las",
concretamente en las '"lamelas" estromiticas y en las zonas d2

"margen' de las "lamelas' granales, ocupando el espacio exis-

tente entre las protuberancias correspondientes a la positcidy.

del CFI’

Caracter vectorial de la cadena de transporte electrdnico.

b ’ -~ - - - - - +
El transporte electrdnico fotosint&tico del HZO al NAD?

sirve dos funciones: la produccidn de equivalentes de raduccidn
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en forma de NADPH al final de la cadena, y la sintesis de ATP
a través de la creacidn de un potencial electroquimico median
te reacciones de transferencia protdénica que tienen lugar, -—-—
por un lado, al principio de la cadena como consecuencia de -
la fotolisis del HZO ¥y, por otro, en una zona intermedia de -

la misma a nivel del '

'pool" de plastoquinona. Es decir, que -
tanto al principio, como al final, como en un punto interme—-
dio de la cadena de transporte, tienen lugar acontecimientos
decisivos en relacidén con la funcionalidad de la misma. Por -
otro lado, este flujo electrdnico tiene lugar merced al bom--
beo de los electrones circulantes a un nivel de reduccidn mis
elevado, lo que ocurre dos veces a lo largo de la cadena me—-—
diante dos reacciones fotoquimicas dirigidas por sendos Foto-
sistemas. Esto, unido a una diferencia de potencial redox en-
tre los elementos integrantes de cada tramo de la cadena —-Hzo/
Fot.II, Fot.II/Fot.l y Fot.I/NADP+—-, permite un flujo elec--

- - =+
tronico contlnuo entre los extremos H20 y NADP .

Como se deduce de lo expuesto, una ordenacidén espacial -
de los elementos integrantes serd necesaria para un funciona-
lismo de la cadena de transporte, ordenacidn que afectara a -
una secuencia topografica de los elementos transportadores, -
a una orientacidon de los elementos fotoquimicos en orden a —-—
una adecuada captacidn luminica, a una disposicidn de los es-—
labones en que tienme lugar la liberacidn de H+ adecuada para
un mejor transito de &stos, y a una localizacidn funcional de
aquellos elementos a nivel de los cuales se liberan, bien pro
ductos de desecho, bien componentes reguladores de etapas sub

siguientes.

Estudios de fragmentacidon de membrana han contribuido, -

como antes se apuntd, a dilucidar estos aspectos, a los que -
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hay que unir técnicas serpldgicas con anticuerpos especificos,
gie han permitido determinar el grado de accesibilidad de calda
wio de los constituyentes. De esta forma se ha visco que pce-
sentan una localizacidn externa en la membrana :tilakoidal 1a -
ferredoxin—NADP+—reductasa ferredoxina, y CFl’ miencras que
vinculados a la cara interna de la misma apacece el cic., 7; la
p-astocianina presenta una localizacidn dudosa (83). Zs=os re-

sultados coinciden con aqué&llos que localizan el Fot. I wvincu-
lado a la capa externa de la membrana =ilakoidal, v al ¥o:z.1IL a
la interna de las "lamelas' granales, de tal forma que zolos -
los componentes de la cadena de transporte aparecen asociados

con sendos complejos globulares insertos dentro de la matviz -
de las membranas, pudiendo separarse por las técnicas de Irag-

mentacidn antes apuntadas.

En resumen (ver esquema), durante el fotoacto IT la oxida
cidn del H2O tiene lugar en la superficie interna de la mumbté
na, liberdndose H' en el espacio intratilakoidal y produciéndo
se oxigeno que difunde hacia el exterior de las "lamelas"; es-
ta posicidn interior del lugar de desdoblamiento del H?O viene
confirmada por el hecho de que los tratamientos que iiberan -—-—
parte del Mn del cloroplasto -— elemento vinculado al proceso -
de lisis del HZO—-, lo hacen dejando dicho elemento en el espa
cio intratilakoidal (63). £l electrdn atrapado en el fotoacto
IT cruza la membrana hacia el exterior, y produce la reduccion
del aceptor primario Q localizado cerca de la superficie exter
na. Este reduce en ese nivel a la plastoquinona, proceso para
el cual se requieren 2 H+ que son captados de sendas moléculas
de agua, con alcalinizacidn simultfnea del espacio exterior; -
la plastoquinona reducida vé asi exacerbado su cariacter lipofi
lico, lo que le permite cruzar el espesor lamelar haciz lz ca-

rz interna del tilakoide donde es reoxidada por el cit.f sban-
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doﬁando en el "lumen" intratilakoidal los 2H' anteriormente -
aceptados. En el fotoacto I, los electrones son de nuevo bom—
beados hacia la superficie exterior, donde se produce la re—-
duccidén del aceptor primario X, y subsiguientemente la de la
ferredoxina y NADP+, que queda en el espacio estromidtico como
NADPH. De esta forma los electrones atraviesan tres veces el
espesor lamelar durante una cadena de transporte, dos en di-
reccibén al exterior, y una intermedia en sentido inverso; por
el contrario, se produce un flujo de H+ hacia el espacio in--
terno. En consecuencia, se establecerd un gradiente de carga
— positiva en el interior— y de pH — alcalinizacidn externa-—,
que conduce a la creacidn de un potencial de membrana, y como

dltimo fin, a una sintesis de ATP.

En las "lamelas" estromidticas la posicidn relativa de los
distintos elementos constituyentes del Fot.I en relacidn con -
la superficie interna y externa de las membranas, es la misma
de la arriba indicada para las "lamelas'" granales. El cit. b, -

6
intimamente vinculado al flujo ciclico dependiente del Fot.I

aparece embebido en la matriz lamelar, como corresponde a su -
papel de intermediario entre el lado aceptor del Fot.I y el —-

cit.f de la cadena principal.

Punto cuestionado de este esquema es la localizacidn in
terior del lado donador del Fot.II, aunque parece ser que la -
accesibilidad del mismo a anticuerpos especificos se debe a —-—
preparados granales fragmentados. El aceptor primario Q se si-
tGa en la superficie exterior, aunque parcialmente embebido en
la regidn hidrofdbica de las "particiones", pues no sdlo dona
electrones a aceptores de tipo silicomolibdato, sino tambidn a
otros de cariacter lipofilico (89). Aunque la plastocianina se

libera en algunas preparaciones subcloroplasticas, su localiza
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cidn en la superficie interna de le “lamela" viene corrobcra-

dz por no aceptar electrones en el flujo ciclico catalizado -
por la fenazina metasulfato sulfonada o pof la piocianina sul
fonada, ambas mds hidr6filas que los correspondientes compuestos
no  sulfonados, a pesar de QUe presentan el mismo potencial -
redox (13).

Los pardmetros cinéticos del flujo electr8nico vizaza ia
dicados en el esquema adjunto. Como pueds verse, la traasfe~-
reacia de cuantos entre las "ant=nas" y los fotosistemas ss -
el proceso mas rapido, del orden de pico-seguados. Le sigua -
en velocidad el salto electrdnico entre ambos fotosisteamas v
los respectivos aceptores primarios de electrones, d=1 orden
de nanosegundos, mientras que los saltos electrdnicos entre -
los eslabones no fotoquimicos se miden a nivel de milisegzua——
dos. Cabe destacar la oxidacidn de la plastoquinona por el --
sistema cit. f—plastoc1an1na, que con un tlhmpo de 70 mseg, -

constltuye eI paso mas'lento y, nor Lauto, leltanke db vodo
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- - - - -
en la reaccidn de fosforilacidn; estos complejos serian lleva-
- - -
dos por oxidacidén a un estado de alta energia, que provocaria

la reaccidn de transferencia del Pi al ADP:

AH + X z——/—= AH-X

AH-X+B BH+A-X

A-X+Pi g——= A+X-Pi

X~-Pi+ADP == X+ATP

donde AH es un componente reducido de la cadena de transporte,
B el siguiente eslabdn oxidado de dicha cadena, y X un elemen-
to integrante de la sintesis de ATP, probablemente la ATP-sin-
tetasa. En desacuerdo con la "teoria quimiosmdtica", Williams

(90) indica que el establecimiento de un gradiente H a través
de la membrana conduce a una gran disipacién de energia y que,
en cualquier caso, tal gradiente representa solamente un hLecho
indirectamente relacionado con el auté@ntico mecanismo de la —-—
fosforilacidn; por otro lado, y frente a la "teoria del camb (o
conformacional', indica que &stos ocurren siempre en cualquier
fendmeno de distribucidn de cargas dentro de una proteina, y .-
que ello, salvo un cambio especifico altamente relevante, no -

pasa de ser un hecho trivial.

La "hipStesis quimica" tiene un gran fallo, y es que vin-
cula la fosforilacidn a un transporte actual de electrones, —-
sin considerar un aut@ntico almacen de potencial energético —-
que tiene el cloroplasto; E&sto se pone de manifiesto en la fos
forilacidn que sigue a la postiluminacidn, y que excede con mu

cho al ritmo de transporte electrdnico que en esas circunstan-

cias puede tener lugar.

La "hipGtesis conformacional" desarrollada por Boyer (91)
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sugiere que la transferencia de en2rgia de las reacciones re-
dox a la sintesis de ATP ocurre por cambios conformacionales
que provocan tensiones a nivel de enzimas de la fosforilacidn,
0 a nivel de membranas. Esta teoria puede relacionarse con el
hecho observado que los cloroplastos pueden fijar en sus mem-
biranas ADP y ATP, concretamente a nivel de las vesiculas CFl’
como lo demuestra el que su pérdida se correlacione con la se
paracidn del CFl de las membranas por tratamientos apropiados.
Electivamente, una fijacidn experimental de ADP por el clo-o--
plasto, seguida de una energizacidn del mismo, provoca la apa
ricidn de ATP fijado a su superficie; e, inversamente, la i-
jacidn de ATP seguida de energizacidn, induce la manifestacién
de actividad ATPasa. Estos resultados sugieren que, cono con-
sccuencia del cambio conformacional que la energizacidn provo
ca en el CF, ligado a las membranas, la subunidad e del CFy -
— que, como veremos, se piensa es un inhibidor natural de &g-

te— queda separada (92).

La "teoria quimiosmdtica'" de Mitchell (93) postula que,-
derivado del transporte vectorial de H+ que, COMO CON&eCuen--—
cia de la cadena fotosintética de transporte electrdnico se -
establece a través de la membrana tilakoidal, se crea en este

ur. potencial electroquimico que conduce a la sintesis de ATP.

Puesto que las "lamelas" son impermeables a los H' como tales,
este concepto demanda la existencis de una bomba proténica vin
culada a la cadena de transporte, que bombee H+ del espacio -
exterior a la cavidad intratilekoidal, y un mecanismo traclc-
cador de sentido inverso acoplaco al sistema de sintesis de -
ATP. La bomba proténica se consigue merced a un sistema alter

nante de transportadores de electrones y transportadores de -

hidrdgeno, acoplado a una secuencia en zig zsg dentroc de la -

Ut
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membrana, de tal forma que el resultado global es un flujo elec
tronico de dentro hacia fuera, y un transporte protdnico en -

sentido inverso.

Los puntos en que tiene lugar la captacidn de Hh del me-
dio exterior son la reduccidn de la plastoquinona y la reduc-
cidn del aceptor terminal de electrones NADP+, con una este--—
quiometria de 1H'/le” para la primera, y de 1H+/2e- para la -

segunda:
+ -
PQ + 1H + le — PQH
+ + -
NADP. + lH + 2e —= NADPH

mientras que los lugares en que se libera H+ en el espacio in-
terior son la oxidacidn del HZO’ y la oxidacidén de la plastohi

droquinona, con una estequiometria de 1H+/1e- para ambas:
Hy0 —= 1/2 0, + 20 + 2e”
4 -
PQH —= PQ + 1H' + le

En resumen, por cada electrdon transferido desde el HZO al
NADP+, desaparecen 1.5 H+ del espacio estromatico, mientras —--
que ont aparecen en el interior del "tilakoide". Los lugares -
en que ambos H' se producen se llaman "lugares conservadores -
de energia" o '"lugares electrogénicos", denominandose "punto -
II" el correspondiente a la lisis del H,0, y "punto I" a la —-
oxidacidn de la PQH. Por lo que respecta al flujo ciclico de -
electrones s6lo existe como "lugar conservador de energia" el
"punto I'", por lo que sdlo debe liberarse 1H' en el espacio ti
lakoidal por cada electrdn transferido; por el contrario, se -
han encontrado eficiencias de 4-5 H+/e_ (94), lo que ha lleva-
do a especular que entre el flujo electrdnico y el transporte
protdnico no existen correlaciones de carga, sino que la ener-

- . . +
gia liberada en los procesos redox es usada para transferir H
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por un determinado transportador.

Usando microelectrodos que se insertan en el espesor de
las membranas tilakoidales, y electrodos selectivos quz miden
la distribucidn de determinados iones en las distintas fases
del cloroplasto, se ha determinado que, en condiciones de ilu
minacidn normal, hasta 300-500 H+ por cadena de transporte —-
electrdnico — aproximadamente 600 moléculas de clorofila-— re
presentan el gradiente que en situacidn de equilibrio se esta
blece entre los espacios intra y extratilakoidales. Esto re--—
presenta una captacidn protdnica de 1 uM/mg. de clorofila, y
equivale a una diferencia de tres unidades de pH entre ambos
puntos —pH 5 en el interior y pH 8 en el exterior— , que pue
de llegar a 3.5 en condiciones de fuerte iluminacidn, y a un
gradiente de potencial del orden de 100-200 mV, que en la prac
tica queda reducido a 10-50 mV (95) a consecuencia de un movi

miento compensador de iones de otra naturaleza.

Efectivamente, la entrada de H+ al espacio intratilakoi-
dal va acompaﬁadé de una entrada concomitante de Cl ™, y de una
salida de Mg2+, aunque &ste puede ser sustituido por K+ vy, en
menor escala, por Ca2+, dependiendo de la abundancia de tzodos
estos lones en el medio exterior (96). De esta forma se prod -
ce, al menos en parte, una compensacion de cargas, que nunca -
llega a ser total, lo que, junto con la falta de especificidad
de los iones de cambio, habla en favor de la naturaleza elec--
trogénica del flujo protdnico. En realidad, el gradiente de jale]
tencial creado por &ste no es mas que una consecuencia del gra
diente de carga que se crea en las reacciones fotoquinicas prima
rias, con una holécula de clorofila+ localizada en la parte in
terna de las membranas, y un aceptor primarioc Q & X localiza

do en la parte exterior.
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La cinética de este flujo proténico y de la generacidn -
de un gradiente electroquimico es algo compleja. Mientras que
la liberacién de HT en el espacio intratilakoidal es un proce
so r3pido, practicamente coincidente en su cinética con sus -
respectivas reacciones redox — 200 useg. para los procedentes
de la escisidn del HZO’ y 20 mseg. para los transportados por
la plastoquinona—, el proceso de captacidn protdnica del es-
pacio exterior por la plastoquinona y NADPt es mas lento, 1lo
que se interpreta como consecuencia de una barrera allflujb -
protdnico existente en la zona externa de la membrana tilakqi
dal. Aunque no se conoce la exacta estructura de ésta, se es-
pecula con que la parte mi3s externa de su espesor de 75 A ac-
tie como una auténtica coraza contra la pérdida de HT por di-
fusidn, como se deduce del hecho de que la pérdida del gradien
te protdnico despufs de iluminar en condiciones no fosforilan
tes tarde 5 segundos; aunque esta barrera tenga un cardcter -.
unidireccional, debe retardar también algo-el flujo en senti-
do inverso via plastoqulnona, que se alarga a 60 mseg. (97).-
Este tlempo Seé acorta en presencia de ciertos agentes portado
res de H , de naturaleza_qu1m1ca afin a los componentes mem--

branales.

La cantidad de H+ que suele pasar al espacio intratilakoi
dal viene limitada por tres factores. En primer lugar, el es-
tablec1m1ento de una situacidn de equilibrio, ya que junto a
un fenOmeno de entrada de mt coexiste otro, mas lento como he
mos visto, de salida, pero que pueden llegar a compensarse —--
una vez conseguida una alta concentracidn proténica en el espa
cio interior. En segundo lugar, las limitaciones impuestas —=
por las disponibilidades de iones compensadores, ya que sin -
€stos se conseguirian cotas de gradientes electroquimicos in-

tolerables para el organulo; resulta dudoso que una membrana
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bioldgica pyeda ser operativa con potenciales de membrana supe
riores a 350 mV. Finalmente, la tercera limitacidn es la pro-
pia capacidad tamponante del contenido lamelar, ya que los H+
que ingresan .en €l son rapidamente neutralizados pPOr su pro--
pio sistema buffer, constituyéndose asi un excelente almacén

protdnico sin llegar a alcanzar excesivos bajos valores de pH,
dificiles de tolerar; este poder tamponante del contenido ti-
lakoidal es muy manifiesto por debajo de pH 5.0, de tal forma
que a partir de dicho valor el gradiente de pH no refleja el

auténtico gradiente de H+ establecido. La capacidad de fija--
cidn protdnica del espacio intratilakoidal constituye yna ——-
prueba del poder tamponante del mismo; a un pH exterior de --
6.5 aproximadamente el 70% de los H+ fijados son enmascarados
por tamponamiento, siendo el gradiente de pPH establecido s&lo

por el 30% restante (98).

Esta capacidad tamponante se establece, no s5lo por ele-
mentos en solucidn, sino también por componentes ligados a la
superficie interior de las "lamelas" tilakoidales, determinan
do asi una acumulacidn de carga protdnica en dicha zona en --
forma de una doble capa idnica de aproximadamente 20 A de es-
pesor, con una densidad de implantacidn de 0.3 H por molécu-
la de clorofila o por 200 A2 de superficie de membrana. Pues-
to que en condiciones de oscurldad ésta exhibe una carga nega
tiva de 5 x 10 B cargas/A correspondiente a un potencial de
-32 mV, 1la implantacidn de cargas positivas derivada de la --
1lum1nac1on conduc1rn a -una carga positiva neta de aproximada
mente 2 x 107 cargas/A con un potencial de + 58 mvV (99).
En ceonsecuencia, el cambio de potencial de membrana en la —-—-

transicidn luz-oscuridad es de 90 mV.



Como consecuencia del gradiente proténico creado a través
de la membrana tilakoidal se genera una llamada "fuerza proton
motriz'", que desde un punto de vista mecanicista representa la’
tendencia a que se restaure la situacidn de equilibrio primiti
va, y que esta constituida por un componente de gradiente de -

pH v un segundo de gradiente electroquimico:

FMP = A pH + Ay

de los que el segundo se manifiesta antes debido al poder tam-
ponante del medio intratilakoidal, pero que se disipa también

[Acilmente por el antes mencionado flujo compensador de iones.
Suspensiones de cloroplastos débilmente tamponadas alcanzan --
por iluminacidén una situacidén de equilibrio de gradiente de pH
s6lo al cabo de 1-2 minutos; en estas circunstancias la sinte—
sis de ATP queda m3s efectivamente inhibida por agentes que co
lapsan el gradiente de pH,que por los iondforos que afectan ---

s6lo al potencial de membrana.

Que ambos factores determinan la formacidn de ATP ha que-
dado confirmado por experiencias de sintesis del mismo en la -
oscuridad, en condiciones artificialmente inducidas de gradien
‘e de pH. En ellaslos cloroplastos se colocan en un medio Aci-
do tamponado con un buffer adecuado, e inmediatamente después
se transfieren en la oscuridad a un medio a pH 8.5, adicionado
© no de componentes que refuercen la tasa de fosforilacidn: —-
ADP, Piy Mg2+ (100); una sintesis inducida de ATP se consigue
totalmente en la oscuridad cuando en la primera fase los cloro
plastos se equilibran en un medio de pH suficientemente bajo,
entre 4 y 5, siendo necesaria una minima diferencia de pH de -
2.2-2.9 entre ambas fases para que se manifieste dicha sinte--—
sis. Bajo condiciones Sptimas se han conseguido, totalmente en

La oscuridad, tasas de hasta 240 nmoles de ATP/mg. de clorofi-



la, altos rendimientos que descartan cualquier relacidn este-
quiométrica con la cadena de transporte electrdnico; por otro
lada, su independencia de ésta se deduce de la ausencia de —-
efecto sobre la sintesis de ATP de los clasicos inhibidores -
de la cadena de transporte electrdnico (DCMU, O-fenantrolina,
etc.). En condiciones fisioldgicas la sintesis de ATP cesa --
cuando alrededor del 407% del contenido protdnico del "tilakoi
de" abandona el espacio intralamelar, probablemente debido a

que en esas circunstancias la '"fuerza protonmotriz" existente
ya no cumple los requisitos termodinimicos necesarios, como -
luego veremos, para dicha sintesis. La cantidad de ATP origina
da depende, ademds del gradiente de pH inducido, del pK y gra
do de permeabilidad del componente Acido del sistema buffer -
empleado en la fase de acidificacién del espacio intralamelar.
Los dcidos dicarboxilicos tipo succinico, fumarico, adipico,

ftalico, etc., con un pK del primer resto en la zona 4.2-4 .4,
y en la 5.3-5.5 del segundo, muestran una gran efectividad —--
(101), lo que se debe ak falta de protonizacidn y, en conse-
cuencia, gran permeabilidad frente a las membranas lamelares,
al pH en que se verifica la experiencia; una alcalinizacidn -

exterior posterior libera abundantes H' dentro de las "lame—-

las".

La teoria de Mitchell lleva a varias consecuencias. En -
primer lugar, la inclusidn en la cadena de transporte electro-
nico de un componente artificial de potencial redox adecuado,
que sea capaz de actuar como transportador electrdnico ¥V pro-
t6nico? puede producir un aumento del flujo protdnico hacia el
espacio intratilakoidal y, en consecuencia, inducir una mayor
sintesis de ATP. Un requerimiento adicional es que tal compues
to tenga unas caracteristicas de solubilidad definidas, en el

sentido que en su forma reducida tenga un cardcter lipofflico
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suficiente que lo haga capaz de atravesar las "'lamelas" tila-
kosdales. Efectivamente, existen varios compuestos que reiinen
tales requisitos, como la fenazina metasulfonato, que acepta

electrones del Fot,I,y en un proceso ciclico los transfiere -
d.reccamente a la forma oxidada del componente P-700 (102), -
con un alto rendimiento en la sintesis de ATP. Una segunda --
consecuencia es que el transporte electrdnico y el mecanismo

de sintesis de ATP no necesitan estar espacialmente juntos, -
cosa no concebible en la "hipdtesis quimica" o "conformacio—--—
nil". Es mi3s,dada la estructura del espacio intratilakoidal -
del cloroplasto, que aparece como un continuo, hay que pensar
mas bien en un gran reservorio protdnico comin a todo el orgd
nulo. De esta forma el cldsico concepto de "lugar de fosfori-
lacidn de la cadena de transporte' aparece completamente des-

dibujado.

En tercer lugar, la "teoria quimiosmética'" permite prede
cir la existencia de un facil mecanismo de "control fotosinté
tico" por el cloroplasto. Puesto que la traslocacidn de H se
deriva de un mecanismo de transporte electrdnico, la existen-—
cia de una "fuerza protonmotriz" suficiente — elevado gradien
te de pH y de potencial eléctrico— retardari dicha trasloca-
cién y, paralelamente, el ritmo de la cadena de transporte. -
Una sintesis de ATP har3d disminuir ambos gradientes, y pondra
de nuevo en marcha un ritmo acelerado del flujo electronico.
Por supuesto, cualquier otro proceso que conlleve fuga de H+
del espacio intratilakoidal provocard también una activacidn
de la cadena de transporte electrdnico. Tal es el caso de los
desacoplantes. Un grupo de &stos — amoniaco, aminas, nigerici
na, etc.— disipan el gradiente de pH, manteniendo el de po—-

tencial eléctrico. En el caso de las aminas y amoniaco la for
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ma transportable al interior del "tilakoide" es, por razones -
de solubilidad de membrana, la no protonada, justamente la exis
tente en el medio exterior a consecuencia del pK de estos comm
puestos y de las condiciones de pH del mismo; una vez en el in
terior del '"tilakoide', el bajo valor de pH existente en el --
mismo a consecuencia de la iluminacidén provoca la protonacidn
y, en consecuencia; una disminucidn de la concentracidn de H+
libres necesarios para la sintesis de ATP (103). Otros desaco-
plantes — valinomicina, dinitrofernol, etc.-- provocan una pér-
dida del potencial de membrana sin necesariamente eliminar el
gradiente de pH; su accidn se debe a que hacen la membrana la-
melar mas permeable a los iones ——H+ y aquellos otros compensa

dores de carga—, con lo que la neutralizacidén de ésta se hace

- -
mas rapida.

Este activo movimiento iénico a través de la membrana tila
koidal induce cambios conformacionales patentes en la estructu
ra de la misma que, si bien de naturaleza aun desconocida, se
patentizan incluso como una disminucidn del grosor de la membra
na, detectable por densitometria de las microfotografias elec—r
tronicas. Efectivamente se han observado cambios de accesibili-
dad de distintos grupos funcionales de la membrana en la transi
cidn luz-oscuridad. Horton y Cramer (104) encontraron que los -
citocromos f y b-559 presentaban una distinta accesibilidad al
ferricianuro, de lo que deducen la existencia de una reagrupa-—-

cidn de estos elementos en el espesor de la membrana.

El auténtico mecanismo de accidén de los H' en la sintesis
de ATP es aun desconocido. Podria inducir una deshidratacidn -
vectorial.en la reaccidn del ADP con el Pi, de tal forma que =
la descarga de iones OH tﬁviese lugar en el espacio intratilg

koidal rico en H+, con formacidn de H,0 y disipacidn de los --
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mismos, mientras que los iones H quedarian abandonados en el
espacio estromidtico, neutralizando la alcalinizacidn del mismo

consecuente a la iluminaciodn.

MEMBRANA
TILAKOCIDAL

H+

Otra hipStesis seria una accidn directa en la reaccidn que
conduce a la sintesis de ATP que, en razdn del pH del medio y
del grado de ionizacién del ADP, Pi y ATP podria esquematizar-
se asi:

3- 2 4~

ADP™" + PO,H™” + H' —= ATPY™ 4 m,0

2
Aunque de estas consideraciones se podria deducir que ca-
da H' provocaria la sintesis de una molécula de ATP, Zsto esti
muy lejos de la realidad. Midiendo las tasas iniciales de fos-
forilacidn y disipacién proténica en los primeros estadios de
oscuridad después de una iluminacidn prolongada, se han compu-
tado valores de H+/ATP iguales a 2; otros autores han encontra

do valores oscilantes entre 2 y 4. Sin embargo, cada vez pare-
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ce mas evidente un valor real de H+/ATP = 3 (105). Y puesto
que cada electrdn transferido del HZO al NADPT provoca una
asimilacidn de 2H' en el "tilakoide", se deduce un valor pa
ra la razdn ATP/e2 = 1.33.

Inversamente, la teoria de Mitchell predice que la ac—
tividad ATPasa vinculada al CF, produce, una vez activada -

. e + . <
luminicamente, un movimiento de H inverso al que tiene lu-

gar en la sintesis de ATP, y- analogo,-per tanto, -ak—flujo -

protdnico inducido por iluminacién del cloroplasto; solamen
te se requiere una iluminacidn inicial, pues la propia hi--
drdlisis del ATP suministra la energia suficiente para su -
autoactivacidén. El mecanismo por el que tiene lugar este mo
vimiento de H' hacia el interior del"tilakoide' debe ser dis
tinto al derivado de la cadena de transporte, al menos que

se admita la hipdtesis antes apuntada de la existencia en -
ambos casos de un intermediario portador de protones. Se -~
han encontrado valores de 2 y 3 g originados por cada molé
cula de ATP hidrolizada, aunque una razdn H+/ATP = 3 parece

la mas verosimil.

En resumen, la '"teorJa quimiosmdtica'" se ha manifesctado
como la hipdtesis mas coherente para explicar los hechos re
lacionados con la sintesis de ATP, gran parte de los cuales
ne encuentran una sustentacidn tedrica valida a la luz de -
las "hipStesis quimica y conformacional". No obstante, algu
nos puntos de esta Ultima son necesarios para explicar el -

fendmeno en su integridad.
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Tipos de fotofosforilacidn.

A diferencia de lo que ocurre en la mitocondria, la fos-
forilacidn fotosinté@tica va ligada a un sistema de transporte
electrdnico en el q;e existen pasos de activacidén luminica del
electrdon transferido, que se ve de esa forma elevado en su jole}
tencial reductor, pudiendo reemprender de nuevo los pasos del
flujo electrdnico anterior. En consecuencia, ademds de la ca-
dena aciclica de transporte electrdnico, puede existir un flu
jo electrdnico ciclico y, dependiendo de que éste englobe o -
no uno o mas "lugares de conservacidn energética', podrd exis
tir una concomitante fotofosforilacidn ciclica que, como se -
comprende, sera independiente de la existencia de un sustrato
donador y aceptor de electrones. En cualquier caso, la foto--
fosforilacidén es un fendmeno dependiente de la energia libera
da en una serie de procesos de &xido-reduccidn, y necesita pa
ra su buen funcionalismo un perfecto "acoplamiento" a &stos.
El;gérmino "acoplamiento'" tiene un doble sentido, pues no —--
exi?tiré fotofosforilacidn si no existe transporte electrdni-
co, y no existird &ste si el cloroplasto no tiene disponibles
les sustratos ADP y Pi, necesarios para la fosforilacidn. No
obstante, cloroplastos aislados muestran una pequefia tasa de
"transporte electrdnico basal" independiente de una fosforila
cidn paralela, y que constituye el llamado "estado 1" del clo
roplasto; una fotofosforilacién enddgena, dependiente de las
concentraciones propias en ADP y Pi del cloroplasto, lleva a
una tasa de transporte electrdnico que define el llamado "es-
tado 2". La adicidn de un exceso de ADP lleva, bajo condicio-
nes saturantes de Jluminacién, a un ritmo mdximo de fotofosfo
rilacidn, constituvendo las circunstancias del "estado 3", -
'

siendo el "estado 4" el ritmo de flujo electrdnico que se es-
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tablece cuando dicho ADP se ha agotado.

Los niveles de flujo electrbnico y de fosforilacidn aco
plada correspondientes a estos estados varian fundamentalmen
te, como anteriormente se indic®, en funcidén de la situacidn
de integridad del cloroplasto. Las mayores tasas de fotofos-
forilacidon enddgena se consiguen con los cloroplastos intac-
tos tipo "A" de Hall que, en este sentido, constituren la me
Jjor arma de trabajo para analizar las circunstancias de la -
fotofosforilacidén "in vivo". Efectivamente, la mayor parte -
de los estudios sobre fotofosforilacidén se han efectuado "in
vitro" utilizando cloroplastos rotos y membranas tilakoida-—-—
les aisladas, que si bien representan una ventaja para anali
zar los mecanismos bioquimicos del proceso — permite una mo-
dificacidén de las condiciones de pl y fuerza ifnica del me—-—
dio, la adicidn de donadores v aceptores artificiales de =——-—
electrones, la adicidn de inhibidores del transporte electrd
nico y de la fotofosforilacién, la implantacidn de las situa
ciones limites correspondientes al "estado 3" y "estado 4",
la creacidn artificial de nuevos "lugares de conservacidn —-
energética", etc.—, se alejan de la situacién fisioldgica -

real.

Esta diferencia procede fundamentalmente del hecho de -
¢ue el cloroplasto intacto presenta una doble envoltura que
lo aisla basicamente del medio exterior, y que se pierde en
el proceso dé aislamiento de los fragmentos membranales. Es-—
to trae como consecuencia una desaparicién de la capacidad -
de fijacidn de CO0, vy de otras reacciones que consumen ATP; -
una pérdida de componentes solubles, ferredoxina y NADP+, de
la cadena de transporte electrdnico, que se vé asi alterada

€n su ritmo, ademads de verse totalmente afectada la fotofos~—
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forilacidn ciclica, estrictamente dependiente de la existen--
cia de ferredoxina; una alteracidn del llamado "potencial --
fosforilante'", definido como la razdn (ATP)/(ADP) (Pi), y que:
constituye un factor importante de regulacidn de la fotofos~'_
forilacidén "in vivo'"; y, en general, uyna serie de conse-.
cuencias derivadas de la puesta en contacto de componentes -

del cloroplasto con los del citosol.

Se puede definir la fotofosforilacidn "in vivo" como —-
aquélla que tiene lugar en células vegetales intactas, o en
clofoplastos intactos "tipo A", y que tiene lugar a expensas
de los componentes de transporte electrdnico y sustratos de
fosforilacidon enddgenos a la propia célula o cloroplasto, —--
sin adicidn alguna del medio exterior; un requisito adicio--
nal es que exista una capacidad elevada de asimilacidn de —-—
CO2, entre 50 y 200 uM/mg de clorofila/hora (106). E1 princi
pal inconveniente para su estudio radica en la dificultad de
Su cuantificacidén sin recurrir a técnicas destructivas que,
por lo demis, introducen el error derivado del largo tiempo
que consumen. El md3s utilizado es la medida de la incorpora-
cidn, inducida por la luz, del 32Pji en material organico, --
previa equilibracidn con una fuente exdgena de aquél; el mé-
todo, por requerir un aporte externo de uno de los componen-
tes del "pool" de fosforilacidn, se aparta algo de la defini
cidn de fotofosforilacidn "in vivo', no obstante ser muy ba-
ja la tasa de permeabilidad de las cubiertas cloroplasticas
al Pi y, en consecuencia, ser dicho test de una sensibilidad
limitada. Este método, junto con la medida de 1la fluorescen-
cia ATP-dependiente emitida por el sistema luciferina—luciﬁg
rasa, constituye tambi&n el mis extensamente utilizado en la
determinacidn de la fotofosforilacidn "in vitro" con cloro--

plastos rotos o con cloroplastos intactos colocados en un me
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dio que exacerba el nivel fisiolidgico de fosforilaciodn.,

Fotofosforilacidn aciclica.~ Es la que tiene lugar a lo

largo de la cadena aciclica de transporte electrdnico H,0 —-»
NADP+, participando por tanto en elia los dos clidsicos "'luga-
res de conservacidn energécica': a nivel del sistema de rotu-
ra de la mol&cula de H?O, y a nivelL de la plastoquinona. En -
ella se encuentran involucrados aubos Fotosistemas 1T y I, co
mo se demuestra por su inhibicidn con inhibidores especificos
DCMU para el primero y DSPP (disalicilidenpropanodiamina), un
antagonista especifico de la ferredoxina, para el segundo ——-
(107); ésto se deduce también de su espectro de accion v de -
las condiciones de saturacidn luminica, que son muy similares
a las de la fijacidn de COp, exhibiendo también el clisico --—
efecto Emerson. Su misidn caonsiste en proporcionar ATP necesa
rio para la asimilacidn de CO, y, puesto que la razdn ATP/NADPH
obtenida en la cadena aciclica de transporte electrdnico se -
estima aun baja para atender a este menester, resulta improba
ble que el ATP producido en la fotofosforilacidn aciclica se

derive a otros menesteres.

Efectivamente, la razdn P/e2 & ATP/NADPH calculada en ex
periencias "in vitro" da como valor mas probable 1.33, que no
llega al 1.5 necesario para el proceso de asimilacidn fotosin
técica del carbdnico. Aunque Reeves v Hall (108) han encontra
do estequiometrias que se acercan al valor 2, lo cierto es —-—
que &sto crearia no menos prohblemas supuesta una tasa de -
actividad que mantuviese dicha razén constante. En realidad -
una estequiometria flexible de la razon ATP/NADPH, impuesta -
por las necesidades de asimilacidn de COy, evitard aclimulos -

bien de NADPH, bien de ATP.

La tasa absoluta de actividad de la fotofosforilacién —-—



aciclica se ha estimado alrededor de 200 uM de ATP/mg. de
clorofila/hora, valor que empieza a entrar en el margen -
de 150-600, deducidos de los 50-200 uM de CO; fijados/mg.
de clorofila/hora, y sobre la base de un requerimiento de
3 ATP por mol de CO, asimilado. No obstante, hay que indi
car la dificultad que existe en diferenciar la fo;ofosfo-
rilacidn aciclica de la pseudociclica, ya que ho existen

ni inhibidores, ni cualidades luminicas, ni otras condi——
ciones experimentales que permitan distinguir de forma ab
soluta ambas; alin en atmésfera anaerobia de N2+C02 puede

tener lugar algo del proceso pseudociclico, a causa del -

02 desprendido en la lisis del agua.

Fotofosforilacidn pseudociclica.- El transporte elec

tronico pseudociclico puede definirse como un transporte
aciclico en el que el oxigeno, en vez del NADP+, actia en
una reaccidon de Mehler como el aceptor terminal de elec—-
trones, con formacidn de H202' Puesto que por cada dos —--
electrones transferidos se consume un mol de 02, frente a
medio mol liberado en la lisis del H,0, el proceso pseudo
ciclieo de transporte electrdonico, efectuado "in vitro" —
en aﬁsencia de sistemas enzimdticos acoplados adicionales,
gﬁ’acompaﬁado de un consumo de 02, y no podra tener lugar
éh anaerobiosis:

+
2H
+ 03

H20 2e-
1/2 0,

No obstante, y como ya se apuntd, el 02 liberado en -
la rotura del agua impide excluir totalmente el transporte

pseudociclico y la fotofosforilaciSn acoplada; ello condu-
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ce a una dificultad en su medida, que se puede hacer determi-
nando el 1802 consumido, y &sto aun con limitaciones debido a
la existencia de una fotorespiracidn paralela. Como en la fo-
tofosforilacidn aciclica, en la pseudociclica intervienen am-—
bos fotosistemas y los mismos '"lugares de conservacidn energé
tica", presentando el mismo espectro de accidn y andaloga sen-

sibilidad a los inhibidores.

El punto de desviacidn hacia el 0,.del flujo electrdnico
parece estar a nivel de la ferredoxina, mediante un proceso -
quizds catalizado por un "factor reductor del oxigeno", loca-
lizado en la vecindad de la NADP+—ferredoxin—reductasa (109).
No obstante, otros aceptores de électrones de potencial redox
andlogo al de la ferredoxina, como los violdgenos, pueden pri-
mero sufrir una reducci6n, y después una reoxidacidn por o,
en una reaccidn de Mehler que conduce también a la formacidn
de H,0,. En cualquier caso, el caracter tdxico de &sta obliga
a su rapida eliminacidn merced a las peroxidasas cloroplasti-
dicas; la existencia de catalasa en el cloroplasto ha sido ——
muy discutida, y generalmente puesta en duda. En realidad el
proceso es mas complejo, y conduce a la formacidn intermedia
del radical superdxido O;, altamente reactivo y tdxico para -
el cloroplasto, que rapidamente es dismutado a O2 y H202 por

una superdoxido-dismutasa de tipo Cu-Zn que existe en el mismo:

2H,0 ——= it + 4e” + o,
4Fd__. + e 4Fd__
4Fd 4 *+ 40, —= 4 Fd__ + 40

- +
402 + 4H ——— 2H20 2
ZHZO 2H

2 + 20

2 2O + O2

condiciones que establecen una situacidn de equilibrio entre

el 0, desprendido y el consumido.
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Otra forma de eliminacidn del radical superdxido usada
por el cloroplasto es su reduccidn por la alta concentracidn
de ascorbato existente en &l, proceso que conduce tambidn a
la formacidn de H202, eliminable igualmente como arriba se -
indicd:

ascorbato.H2 + 2H+ + 20; -3 gscorbato + 2H202

Se han medido niveles de fosforilacidn debidos al pro-
ceso pseudociclico de 20 uM de ATP/mg. de clorofila/hora. Su
funcidn radica en suministrar ATP a aquellos procesos del —--
cloroplasto que lo requieran y, aunque al principio muy dis-
cutido, parece desempefiar un papel fundamental en el suminis
tro del ATP adicional requerido para alcanzar la razdn ATP/

NADPH de 1.5 necesaria en el procesoc de asimilacidn del Cco
(110).

2

Fotofosforilacidon ciclica. Estd vinculada a un flujo cI

clico de electrones que no requiere ni un donador primario -
ni un aceptor terminal de los mismos; el electrdn, una vez -
caido al nivel de mayor potencial redox, es excitado a una -
situacidn de alto poder reductor mediante una reaccidn foto-
quimica promovida por el Fot.lI. Constituye la fuente esencial
de ATP en bacterias fotosintéticas — que carecen del Fot.II—
¥, Su existencia en organismos eukariotes — algas y plantas
superiores—, aunque inicialmente sometida a gran controver-
sia, estd actualmente admitida. En un plano filogenético la
fotofosforilacidn ciclica, y el flujo electrdnico vinculado
el Fot.I, constituyen un hecho muy anterior a aquellos otros
en que aparece la participacidn del Fot.II, debiendo conside
rarse su existencia en los eukariotes como una presencia re-
lictica (111). Su implantacidn en la planta precede a las fo

tofosforilaciones aciclica y pseudociclica, cumpliéndose el
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hecho tantas veces observado en Biolecgia que el desarrollo
individual de los organismos constituye una recapitulacidn

de su desarrollo filogené&tico.

El electrdn, elevado a un nivel superior de excitacién
por el Fot.I, es transferido sucesivamente al componente X
y ferredoxina, retornando a la cadena principal a nivel de
la plastoquinona; entre &sta y la ferredoxina sGlo se ha lo
grado identificar como eslabdén intermedio al cit. b6' Su in
dependencia del Fot.IIl se pone de manifiesto por su insensi
bilidad al DCMU y espectro de accién — experimenta un aumen
to por iluminacién al rojo lejano—, siendo por el contra--
rio inhibida por la DBMIB (dibromotimoquinona) y por el ——-—
DSPD, antagonistas especificos, respectivamente, de la plqg‘
toquinona y ferredoxina. Una especial caracteristica es su
inhibicidén total a bajas concentraciones de antimicina A, -
que junto a una accidn bloqueadora del transporte electr6qi
co ciclico entre el cit.bg y la plastoquinona (112), une un
caracter desacoplante de la fosforilacidn; esta inhibicidn
especifica de la antimicina A se usa en la préactica para de
terminar la capacidad fosforilante vinculada al flujo elec-
trdnico aciclico. La existencia de uno o dos "lugares de —-
conservacidn energética' para la fotofosforilacidn ciclica
es aln objeto de discusién; uno de ellos esti situado, como
en el flujo aciclico, a nivel de la plastoquinona, mientras
que el segundo, en el caso de existir, estaria localizado -
entre el Fot. I y el cit. b6‘ En cualquier caso, se ha de--
terminado la necesidad de dos cuantos de luz por molécula -
de ATP sintetizada, lo que en el caso de existir un solo ~-
"lugar de conservacidn energética" implicarfa una relacidn
H+/ATP = 2, que podria ser ya igual a 3 si se admitiese 1la

existencia de ambos "lugares'. Por depender estrictamente -
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del Fot.I la fotofosforilacidén ciclica exhibe "in vivo'" una
baja saturacidén luminica, que centrasta con su alta satura-

cidn cuando se opera "in vitro".

Clasicamente se ha pensado que la ausencia de aceptores
del potencial reductor fotosintético —C0,, NOS, SOZ_, P-gli
cerato, 0,, etc.— generado via transporte electrdnico aci--
clico o pseudociclico, favoreceria el flujo ciclico y su fo-
tofosforilacién paralela, razdn por la que su potencialidad
se ha venido testando en ausencia de aquéllos y en anaerobio
sis. Sin embargo, &sto que puede ser cierto bajo determina--
das condiciones, no tiene un soporte fisiol8gico por cuanto
"in vivo" el oxigeno no se encuentra jamids estrictamente ex-
cluido del entorno lamelar en que dicho proceso ocurre. Efec
tivamente, experiencias efectuadas en cloroplastos i1lumina—-
dos al rojo lejano muestran una mayor sintesis de ATP en ae-
robiosis que en anaerobiosis (113); y alin operando a esta —-—
longitud de onda se detecta un flujo electrdnico aciclico a
partir del HZO’ lo que se interpreta como dirigido a cebar -
el proceso ciclico y reponer los electrones que hayan podido
escaparse del mismo, como se deduce de la total cesacidn de

la capacidad fotofosforilante al adicionar DCMU.

El proceso ciclico muestra una alta capacidad fosforilan
te, con 250 uM de ATP sintetizado/mg. de clorofila/hora en —--
condiciones anaerobias, y 80 uM en aerobiosis, bajo una ilumi
nacidén de luz blanca en condiciones saturantes. A la vista de
ello cabe preguntarse cuidl es el papel de la fotofosforilacidn
ciclica. Desde luego, no parece ser, como al principio se pen-
s6, el proporcionar al cloroplasto el ATP adicional necesario
para la asimilacidon del COp; los tratamientos que inhiben esta

fosforilacidn no afectan significativamente la tasa de fijacidn



de carbdnico, aunque 31 modifiquen el equilibrio de interme
diarios cuando se opera con l['\COZ (114). Como mucho se ha -
sugerido que puada suministrar parte del extra-ATP necesa--
rio durante el periodo de induccidn de la asimilacidn de ~-
COZ. Mas bien parece actuar en olLro3 procesos ATP-~dependien

7

tes: fotocinesis, fijacidn de N7, sintesis proté&ica, etc..

Control de la focofosfocilacifa.

La reduccidn de un mol de CO, en el ciclo reductivo de
las pentosas-¥ conlleva un consumo de 2 ATP y 2 NADPU en la
reduccidn de los dos moles de P-pglicerato a triosas-P, mis
un ATP en el transito de ribulcsa~5-P a vibulosa-1,5-P en -
21l proceso de regeneracidn de €ste; en resumen, una relacidn
ATP/NADPH de 3/2, que pasa a ser de 5/2 en las plantas tipo
S4 debido al consumo adicional de 2 ATP que tiene lugar en
la regeneracidn del P-enolpiruvate, sobre el que tiene lu--

. . i d - - of -a -
3ar la fijacidn primaria del carbdnico.

La incidencia que las distintas foimas de fosforila——-—
cidn puedan tener en este proceso es ain una incognita, da-
das las dificultades experimentales que existen en la deter
1

minacién real "in vivo'" del valor P/e, en el transporte aci
£ v

d

u
el valor de la razdn ATP/NADPH de dicho proceso; estas difi

clico de electrones y, por tanto, en conocer con exactift

cultades radican, sobre todo, on determinar el nivel de "craqg
porte electrdnico basal”, a través del cual no tiene lugar ~
sintesis alguna de ATP. A medida que han ido mejorando las -

o . i ed - -
“ecnicas de preparacidn de cloroplastos se ha conseguido in-
crementar la primitiva razdén P/e, del valor 1.0 hasta valo--

res de 1.2-1.3, y aun cercanos a 2.0 (108). Se plantea, pues,
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el problema de conocer si el proceso aciclico suministra una
razdn de concentraciones ATP/NADPH adecuada.Que es inferior
al valor limite 1.5 se dedujo del hecho de que el requeri-—-~
miento cufntico para la reduccidn de un mol de P-glicerato -
era de 4 hv, mientras que era de 12 hv para la asimilacidn -
de un mol de COy; puesto que la reduccidn de los dos moles -
de P-glicerato derivados de la fijacidn de un mol de COy re-
queririan 2 NADPH y, en consecuencia, un gasto de 8 hv, es -
evidente que los cuatro fotones adicionales se utilizan en -
producir el ATP adicional necesario para la misma, con toda
seguridad via fotofosforilacidn pseudociclica, segin se indi
cd.,

En cualquier caso el "turnover" de sintesis e hidrdli--
sis de ATP en el cloroplasto debe ser muy grande, pues sdlo
existen en &1 entre 30 y 50 nM/mg. de clorofila, mientras --
que un cloroplasto en perfecto funcionalismo puede fijar en-

tre 100 y 200 puM de COZ/mg. de clorofila/hora.

Como ya se apuntd, el control de la fotofosforilacidon -
descansa fundamentalmente en dos parimetros: el "potencial -
fosforilante" (ATP)/(ADP)(Pi) y la razén ATP/NADPH, factores
ambos que definen el llamado "control fotosint&tico", o in--
cremento que experimenta la fotofosforilacidn basal cuando -
se adiciona al medio un exceso de ADP. En realidad la concen
tracidn de Pi es usualmente en el cloroplasto bastante alta,
por lo que no cambia apreciablemente a consecuencia de la --
fosforilacidn; en consecuencia, la razén ATP/ADP constituye
la medida m3s adecuada del poder fosforilante del cloroplas-

-to, aumentando su valor entre 2 y 4 veces en la transicidon ~
oscuridad-luz (115). Una disminucidn del potencial fosfori--

lante por consumo de ATP incrementari la tasa de fosforila-—-—
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cidon debido al control que el sistema adenilico ejerce sobre
la cadena de transporte electronico. En esta Gltima los pun-
tos cruciales son el estado redox de la ferredoxina y plasto
quinona, toda vez que la primera puede derivar el flujo elec
trdnico hacia la sintesis de NADPH via flujo aciclico, hacia
la reduccidn de 0, via flujo pseudociclico, o hacia el cit.

bs via flujo ciclico, y la segunda constituye el punto de en

trada de este Ultimo en la cadena principal.

Por otro lado, el estado redox de la ferredoxina depen-
de a su vez del "turnover" de la pareja NADP+—NADPH (113); -
8L no hay aporte de CO2 la mayor parte del NADP+ estar3d en -
forma reducida, mientras que el concomitante actmulo de fe--
r-edoxina reducida provocard, por un lado, una ralentizacidn
de la cadena aciclica de transporte, y por otro, una exalta-
cidn de su oxidacidn via flujo pseudociclico, o aun cfclico
si la presidn de 0, es limitada. Si, por el contrario, hay -
disponibilidades de CO,, el flujo aciclico serd predominante
con vistas a la sintesis continuada de NADPH; no obstante, -
como la fosforilacidén aciclica a €1 acoplada no suministra -
ATP suficiente para atender a las demandas del ciclo de Cal-
vin, parte del flujo electrdnico se desviard a nivel de fe-—
rredoxina reducida hacia la sintesis adicional de ATP via fo
tofosforilacidn pseudociclica (106). Esto viene corroborado
por el hecho de que una mayor formacidn de H202 se observa -
cuando el cloroplasto usa CO2 que cuando emplea P-glicerato
como aceptor de potencial energ@tico y reductor; en el pri-—
mer caso la relacidn ATP/NADPH necesaria es 1.5, pasando a -
ser 1.0 en el segundo. Un defecto en el sistema eliminador -
de H202 acaba, dado su caracter tdxico, por detener el flujo

electrdonico en cloroplastos sometidos a fijacidn de o, .
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Finalmente, un intercambio de NADPH y ATP entre el clo-
roplasto y citoplasma constituye, como luego se verd, un fac
tor adicional de regulacifn. No hay que olvidar, no obstante,
la existencia de otros procesos en el cloroplasto que consu-
men ATP, aunque en verdad ninguno de ellos a las elevadas ta
sas exigidas por la asimilacidn del CO,. Experiencias efec-—-
tuadas con organismos heterotr&ficos indican que la conver—-
5i0n de carbohidratos en componentes estructurales celulares
requiere 2-3 moles de ATP por mol de C transformado (116); -
éstos, unidos a los 3 & 5 moles de ATP utilizados en la asi-
milacidn del CO2 — segilin se trate de vegetales C3 & Cs™ en
carbohidratos, totalizan entre 5 a 8 moles de ATP por mol de
C incorporado. Puesto que en ese mismo transito se consumen
2 moles de NADPH, ello conlleva una razdn ATP/2e entre 2.5 y
4.0. Nunca se han dado en la literatura relaciones ATP/2e ég
periores a 2,0, lo que implica una activa fotofosforilacidn
ciclica, o "lugares adicionales de conservacidn energética" -
hasta ahora no detectados. En cualquier caso, la existencia -
de un acoplamiento flexible entre el transporte electrdnico
y la fotofosforilacidn parece ser el mecanismo fundamental --
que conserva la razdm ATP/NADPH dentro de unos limites opti-

mos para las necesidades actuales de la c&lula (117).

Bioenergética de la fotofosforilacidn.

Un punto crucial de la "teoria quimiosmdtica" es si la
"fuerza protonmotriz" derivada del gradiente protﬁnico resul
ta suficiente, desde un plano termodinf@mico, para permitir -
la sintesis de ATP a partir de ADP y Pi bajo las condicio--

nes actuales de pH, fuerza idnica y concentracidn de reactan
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tes existentes en el cloroplasto. La energia requerida para
la sintesis de una molécula de ATP en tales circunstancias

. o -
viene dada por la expresion:

(ATP)

LG = bGg + 136 dee 3ppy (73

supueste una concentracidn de HZO ten elevada que se conside
re constante. En ella LGO representa la energia libre stan—-—
card de la reaccidn ALP 4 Pi -—» ATP + HZO y, al igual que
€]l potencial de fosfato 4G, es un valor que depende del pH,
temperatura, etc.; para €1l se han dado en la literatura va-
lores que oscilan entre los limites 6.3 y 8.9 Kcal./mol (118).
Las concentraciones de ATP, ADP y Pi se determinan en el mo-
mento en que se ha alcanzado una situacidn de equilibrio, ha
biendo cesado la sintesis de ATP; los valores aparecidos en
la literatura para los mismos son también muy diversos pero
tomando como concentraciones medias de ATP, ADP y Pi los de
40 nM, 12 nM y 1.5 pM/mg. de clorofila, respectivamente, y -
sobre la base de un volumen osmdotico de 26 pl/mg. de clorofi
la para los cloroplastos ''tipo A', se obtienen valores de AG
0 de 6.3 Kcal./
mol— y 11.2 Kcal./mol -- para un LGy de 8.9 Kcal. /mol— (119).

que oscilan erntre 8.6 Kcal./mol — para un AG

La transformacidn de estos valores en té&rminos de potencial

redox se efectlia aplicando la expresidn:
AG = nFAE

en la que n es el nimero de electrones transferidos, y F la
constante de Faraday (23 Kcal./eV), obteniéndose valores de

187 y 243 mV para los correspondientes de 8.6 y 11.2 Kecal./

mol.



Ellos habran de conseguirse a expensas del gradiente -
de pH y de potencial de membrana originados a consecuencia
del flujo de H+, y que constituye el concepto de '"fuerza --

protonmotriz':
PMF = Ay + 59ApH

De esta expresidn se deduce que, con gradiente de poten
cial nulo, serd@n necesarios gradientes de pH comprendidos en
tre 3.17 y 4.12., Sin embargo, en la practica no se han conse
guido gradientes de pH superiores a 3.5 y potenciales de mem
brana mayores de 100 mV en cloroplastos sometidos a intensa
iluminacidn; con este {ltimo potencial, gradientes de pH en-
tre 1.47 y 2.92 seran suficientes para inducir la sintesis -
de ATP. De acuerdo con los resultados expresados anteriormen
te en relacidn con la sintesis de ATP en la oscuridad, pre--
via transicidn dcido-base, en cloroplastos iluminados no se
ha conseguido observar sintesis de ATP con gradientes de pH

inferiores a 2.7.

Eficiencia fotosintética.

Si la fotosintesis tiene por meta la reduccidn de Co, a
nivel de glucosa, la energia fijada por mol de 0, liberado -
— o0 lo que es lo mismo, por mol de COy asimilado— sera de -
115 Kcal., es decir, la sexta parte del calor de combustidn

de la glucosa. En condiciones de total iluminacidn solar la

radiacidén md3s eficazmente utilizada en comin por ambos foto-
actos es la de 680 nm. Efectifamente, el proceso de transpor
te electrdnico Hy)0 —= MV, en el que participan ambos foto-

actos, requiere 2.6 fotones cuando se utiliza radiacidn mono
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cromatica de 650 nm., siendo 14.5 fotones si ge emplea una

iluminacidn a 710 nm.; esta gran diferencia de eficacia en-
tre ambas radiaciones s¢ debe, no s6lo 2 los distintos eg-—-
pectros de absorcifn de ambos fotosistemas, sino sobre todo
a uﬁa transferencia fotdnica que puede tener lugar entre am
bos, pero que séenpre tiene lugar en el sentido de la menor

a mayor longitud de onda. La energia almacenada por cada fo

ton a 680 nn. es de 40 Keal., y puesto que el rendimiernto -
cudntico por mol de Oy liberado es de 10 hv — 8§ seria el va
lor tedrico derivado de la transferencia de & electrones, -
con dos fotoactos cada uno—, se deduce que la fijacidn de

un mol de COy consume 400 Kcal., lo que representa una efi-

cacia fotosinté@tica de alrededor del 30%.

En condiciones de baja iluminacidn solar este’ rendimien
to puede bajar a1‘20% como consecuencia de una mayor absor--
cién atmosférica de la radiacidn de alta longitud de onda,-
viéndose entonces la planta obligada a usar una radiacidn -
de mayor frecuencia y, en consecuencia, con mayor energia -
por cuanto de luz. M3s afin, aproximadamente s8lo el 50% de
la radiacidn solar puede ser utilizada por el aparato foto-
sintético del vegetal, de forma tal que el rendimiento foto
sint@tico queda ya situado a nivel del 10% de la radiacidn
solar incidente. Sin embargo, como resultado de una serie -
de factores que tienden a degradar la eficiencia fotosinté-
tica, ésta no suele exceder del 2%, con una mayor frecuen—-—
cia de valores entre el 0.5 y el 1.5% (120). Efectivamente,
una mol&cula de élorofila 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 reaccidn. Sin embargo, existe entre ambos fo

tosistemas, a nivel del cit.f, una zona limitante, con un -
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"turnover" m3ximo de 100 equivalentes por segundo, lo que -
representa un factor de reduccidn de al menos 1/20 en rela-
cidn con la capacidad tedrica de captacidn luminica. Ello -
parece indicar, ademds, que el aparato fotosintético estid -

disefiado para operar a bajas condiciones de iluminacidn.

Por otro lado,la concentracidén atmosférica 0.03% de —--
COZ — aproximadamente 10 uM— es insuficiente para saturar
el sistema fijador de 002 de la carboxi-dismutasa, cuya Km
"in vivo" es de 46 uM y, por tanto, con una capacidad de sa
turacidn cerca de diez veces la concentracidén ambiental de
Co,. Sin‘embargo, un aumento indefinido del CO, atmosférico
no logra4sobrepasar una cantidad doble de CO2 asimilado, lo
que indica la existencia de otro factor limitante, probable
mente el arriba mencionado del transporte electrdnico entre

ambos fotosistemas.

CF) y actividad ATPasa del cloroplasto.

La existencia del "factor de acoplamiento" CF] en el -
cloroplasto fué puesta de manifiesto por Avron (121), demos
trando que su capacidad fotofosforilante, perdida después -
de extraccidn con EDTA en un medio de baja fuerza idnica, -
se restauraba cuando este extracto se adicionaba a los clo-
roplastos tratados; mas tarde se consiguid la purificacidén
del CFI’ mostrdndose como una proteina que, en presencia de
Mg"+, restauraba también la actividad fotofosforilante y la
capacidad de establecimiento de un gradiente protdnico de -
los cloroplastos tratados con EDTA. Posteriormente se com—-—
probd que, junto a la actividad fosforilante, el CF; mante--

nia una potencial actividad ATPasa, manifestable sdlo des—-
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pués de un previo proceso de desenmascaramiento.

Desde un punto de vista morfoldgico el CF; puede ser
visualizado al microscopio electrdnico, en tincidn negati-
va, como estructuras vesiculares de unos 90 A de didmetro
dispuestas sobre la superficie de las membfanas tilakoida~
les, concretamente en los "mdrgenes" de las "lamelas" gra-
nales y a lo largo de las '"lamelas" estromfticas. La faci-
lidad con que se desprenden por tratamientos con EDTA co--
rrobora su disposicign superficial, obteniéndose asi una -
estructura protéica globular del tamafio antes indicado y -
de un p.m. de 325.000 (122). No 6bstante, bajo dicho trata
miento quedan aun retenidas considerables cantidades de --
CF, sobre la superficie de las membranas, por lo que hay que
tomar precauciones en la interpretacidn de los resultados
obtenidos en las experjencias de reconstitucidn de la acti
vidad fosforilante en cloroplastos tratados; un arrastre -
practicamente cuantitativo del CF, se consigue tratando --
las membranas lamelares con silicotungstato, pero muestra
el inconveniente de una mala reconstitucidn por quedar --—-
afectado el mecanismo de transporte electrdnico a conse——

cuencia del tratamiento.

La imposibilidad de establecerse un gradiente de H+ -
en los cloroplastos desprovistos de CFy no es achacable a
una restriccidon del flujo aciclico de electrones ni, por -
tanto, a una falta de bombeo protdnico al interior del "ti
lakoide"; mas bien parece que la concentracidn protdnica -
de &ste no pueda mantenerse por tener lugar una salida de
H al espacio estromitico a través de "agujéros" que, en -
el cloroplasto no tratado, estan taponados por el CF;. En

realidad la hipStesis resulta algo simplista, puds esa fu-



ga protdnica podria tener lugar por otras razones derivadas
del tratamiento con EDTA a baja fuerza idnica; efectivamen-
te, €ste provoca fuertes cambios estructurales en el "tila-
koide", entre ellos una demolicidn de la disposicidn apifia-
da de las "lamelas" granales. Mas bien parece que el CF; ac
tie como un traslocador de H+, en direccion del espacio es-
tromdtico cuando se sintetiza ATP, y hacia el espacio intra
tilakoidal cuando actiia como ATPasa; &sto implicaria que la
implantacidn del CF, deberia ocupar todo el espesor de la -
membrana, y no tener ]ls localizacidn superficial que exhi-
bte cuando se observa por microscopia electrdnica. En mito--
condrias se han evidenciado proteinas altamente hidrofdbi-—-
cas formando parte de las membranas mitocondriales precisa-
mente en los lugares en que tiene lugar el proceso de:fgsﬁg
rilacidén (123); aunque compbnentes equivalentes no sé:ﬁéﬁ?—
encontrado alin en los sistemas fotosintéticos &sta podria -
ser una hipStesis futura. Esta relacidn entre una proteina

soluble tipo enzimdtico y la estructura membranal, en la ——
que las propiedades de &sta vienen influenciadas por aqué--
lla y en la que, inversamente, el tipo de actividad de aqué
lla, fosforilante o desfosforilante, viene condicionada por
€sta, constituye un fendmeno particular de interrelacidn —-

l1lamado "alotopia".

Por lo que respecta al mecanismo intrinseco de la ac—-
cidn fosforilante, hay que pensar que &sta s3lo seri posible

si una serie de procesos previos no conducen a una situacidn

en que, la deshidratacidn vinculada a la reaccidn ADP + Pi —

ATP + H,0, y que es inducida por la "fuerza protonmotriz" de
rivada del gradiente protdnico, puede tener lugar de forma -

exorgénica. La funcidn del sistema del CF, ser3, pufs, permi
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tir primero la fijacipn de los sustratos ADP y Pi, creando
luego un microambiente local en el que puede tener lugar el
hecho arriba expuesto. Esto s6lo es concebible sobre la base
de un cambio conformacional, de acuerdo con la teoria de Bo-
yer (91), como se deduce de una serie de hechos experimenta
les: reacciones de cambio entre dtomos de H de proteinas mem
branaleéwy dtomos de tritio suministrados por 3H20 ocurren -
s6lo en condiciones de iluminacidn; anilogamente, la N-etil-
maleimida un inhibidor de la actividad fosforilante del CFl’
s6lo se liga a &ste en la forma activada derivada de la ilu-
ninacidn.

Finalmente, la capacidad de CFl de ligar nucledtidos ——
también aparece vinculada a la existencia de un estado de al
ta energia. Entre los nucledtidos el ADP es el mésveficazmgg
te ligado, mientras que el GDP lo hace ya con una efectivi--
dad mitad; el Pi es, por supuesto, el anidn normalmente uti-
lizado, aunque el arsenato act{ia como un potente inhibidor -
competitivo. Una especificidad andloga en relacidn con los -
- nucledtidos trifosforilados se ha comprobado en el proceso -
inverso, de hidrdlisis debida a la actividad ATPasa, lo que
demuestra que el mismo centro activo se usa en los procesos
de hidratacidn y deshidratacidn. Por el contrario, Roy y Mou
drianakis(124) han observado una baja tasa de incorporacidn
de ADP al CFl’ experimentando adem3s el ADP incorporado una
transfosforilacidn a ATP y AMP; este Gltimo es el que bajo -
iluminacidn sufre, en presencia de Pi, la reaccidn de deshi-

dratacidn a ADP, siendo por tanto el aceptor primario,y no -
el ADP,del Pi.

La existencia de una actividad ATPasa ligada al CF, fué

puesta de manifiesto por Petrack y Lippman cuando cloroplas-
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tcs aislados eran iluminados en presencia de Mg2+ y altas -
ccncentraciones de compuestos ricos en grupos -SH, como el ’
DIT (125). El proceso tenia un cardcter secuencial,’ tenien=
do lugar en un primer paso inducido por la luz un cambio --
ccnformacional reversible que hacia accesibles el centro ac-
tivo y el punto regulador de la actividad ATPasa; en un se-
gundo paso el DTT actuaba irreversiblemente sobre el centro
regulador, seguramente interfiriendo la accidn de un compo-
nente inhibidor vinculado al propic CFl’ haciendo posible ~
le actividad ATPasa, Mg2+-dependiante. El estado energizado,
promovido por la luz, necesario para que se manifieste la -
actividad ATPasa puede a partir de ahora ser inducido, en -
la oscuridad, por la propia energia liberada en el proceso

de hidrdlisis del ATP; el agotamiento de &ste provoca la —-
vuelta a una situacidn parecida a la original en el sentido
de que los centros activo y regulador ya no son accesibles,

pero en la que ya no existe el componente inhibidor estruc-—

tural.

Esta actividad ATPasa se pone también de manifiesto en
el CF1 aislado por extraccidn con EDTA, siendo igualmente -
dependiente de una activacidén previa por iluminacién, de un
desenmascaramiento del componente inhibidor, y de un catidn
divalente. El DTT sigue siendo tan efectivo como antes, pe-
ro puede ser sustituido por tripsina o por tratamiento tér-
mico (126); en estos casos se obtiene un grado de operativi
dzd inferior, e incluso el tratamiento requiere la presen—-
cia del sustrato ATP como previsor de posibles desnaturali-
zaciones. Por otro lado, el Ca2+ se muestra ahora mucho mias
efectivo que el Mgz+, que sGlo exnibe una operatividad del

mismo orden en presencia de &cidos carboxilicos, siendo el
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maleato el mas efectivo.

OSCUI‘

Cloropl

T
oscur
O
A P ADPoPi

b
epta | P32 Epta | B3
f.i. f.i.

l

DTT, calor oscur.
@ oscur @ 0 tripsina @ @

ATP ADP. Pi

La naturaleza del inhibidor intrinseco de la actividad
ATPasa del CF,, fué puesta de manifiesto al dilucidarse la -
estructura de éste. Consta de 5 tipos de subunidades denomi-
nadas a, B, Y, § y €, con pesos moleculares respectivos de
59,000, 56.000, 37.000, 17.500 y 13.000, estructura muy simi
lar a la encontrada en el "factor de acoplamiento" de otros
sistemas fosforilantes. Sin embargo, a diferencia de éstos,
el contenido relativo de las distintas subunidades del CF1 -
es de 20, 28, ly, 16 y 2e, como se deduce de la densitometria
de las bandas obtenidas por electroforesis en acrilamida en

presencia de SDS, y del anilisis de aminoicidos de las mis-

mas (127). La topografia y funcionalidad de cada subunidad -

84



se ha comprobado en experiencias de inhibicidn con anticuerpos
especificos (ver esquema general). S0lo los anticuerpos fren-
te a las subunidades a y B som ceapaces de aglutinar los cloro
plastos, lo que indica que son las Unicas localizadas en la -
parte exterior del CFl; por otro lado, la eliminacidn de las

subunidades v, § y € por tratamientos adecuados no reduce sig
nificativamente la actividad ATPasa, lo que viene a indicar -
que sdlo los componentes ¢ y B son esenciales para la misma,=-
siendo sobre la subunidad o donde recae la alta afinidad del

CFl por el ATP, Anticuerpos frente al componente Yy provocan -
la pé€rdida de la capacidad fosforilante ligada a los flujos -
ciclico y aciclico de electrones, habiéndose comprobado que -

constituye el punto de unidn del CF1 a la membrana tilakoidal.
La subunidad € es quizds la mds estudiada y de funcién ma@s es
clarecida (92), radicando en ella la funcidn inhibidora de la
actividad ATPasa, gracias a la cual ejerce su funcidn regula-

dora "in vivo" de la actividad ATPasa vinculada al CF;. Se en
cuentra unida a la subunidad y en el interior del CFI, siendo

la activacidn conjunta por la luz y DIT derivada de su exposi
cidn al exterior por el primero, y a un cambio conformacional

con pérdida de poder inhibidor por el segundo; la tripsina ac-

tda simplemente digiriendo la subunidad €.

De lo dicho se deduce que, si bien la "teoria quimiosmd
tica" de Mitchell, y ciertos aspectos de la "teoria conforma
cional" de Boyer, parecen explicar correctamente el mecanis-
mo del CFI’ existen aun muchos aspectos por dilucidar. Uno -
de ellos serfa el mecanismo de accidn del efecto alostérico
del ATP y ADP controlando el ritmo de la cadena de transpor-
te electrdnico, de los que el primero act@ia inhibiéndola, y

el segundo acelerandola.
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Transferencia energética entre el cloroplasto y citoplas-—

Cuando a cloroplastos intactos iluminados se les adiciona
NADP+, ADP y Pi —o sus formas energizadas NADPH y ATP—, no se
observa pricticamente ninglin incremento en la tasa de despren-
dimiento de Oy, en contraste de lo que ocurre cuando dichos —-
componentes se agregan a cloroplastos rotos. Esto indica una -
impermeabilidad de la envoltura cloropldstica a dichos nucled-
tidos, lo que plantea el problema de cémo podr3d tener lugar la
exportacidn al citoplasma del potencial energético y reductor
— necesario, por ejemplo, para la sintesis de sacarosa— sinte
tizado durante la fotosintesis en el cloroplasto, y cdmo podra

éste importar la energia necesaria durante las fases de oscuri
dad.

Por otro lado, el cloroplasto posee un "pool" mis o menos
fijo de adenilatos (AMP + ADP + ATP) y de piridin-nucledtidos
(NADP+ y NAD+, mas sus respectivas formas reducidas), cuyo ta-
mano se ha determinado aislando cloroplastos en disolventes no
acuosos, o utilizando disolventes acuosos en condiciones que -
impidan la rotura de los mismos, siendo en espinaca 1-3 mM la
concentracidén del primero, y 0.5-1.5 mM la de piridin-nucledti
dos (106). Utilizando té&cnicas similares se ha comprobado que
el nivel de adenilatos del citoplasma es muy similar al del —-
cloroplasto, aunque varfia la razén ATP/ADP. Por el contrario,
los niveles de ambos piridin-nucledtidos son superiores en el
citoplasma, en el que sorprendentemente la mayor parte del ——-—
NADP+ se encuentra en forma reducida, mientras que el NAD+ se
encuentra en la oxidada, no modificandose practicamente nada -
la razdn entre ambas formas a consecuencia de la transicidn --

luz~oscuridad. En el cloroplasto tanto el NADP+ como el NAD+ -
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s encuentran fundamentalmente en forma oxidada en la oscu-
r.dad, pero con la iluminacidn lz mayor parte del primero y
uia considerable proporcidn del segundo pasen a forma redu—
cida (106); aunque la cadena de transporte electrénico foto
s .nté8tico es sdlo responsable de la reduccidn del NADP+, -
uia reaccidn transhidrogenasica del NADPH al NAD' tiene lu-
gar merced a gliceraldehido 3-P deshidrogenasas y malato --
deshidrogenasas especificas NADP+~ y NAD+—dependientes exis
tentes en el cloroplasto. Mas aiin, ambas presentan una acti
vacidén por la luz, siendo la secuencia de reacciones la si-

guiente:

H+ malato-deshidrog.

*NADP+ + malato
luz

NADPH + oxalacetato +

malato + NAD NADH + H+ 4+ oxalacetato

+ malato-deshidrog.

El incremento de la razdn ATP/ADP que tiene lugar en el
cloroplasto a consecuencia de la iluminacién va seguido de un
incremento aun mayor en el citoplasma; &sto indica la existen
cia de un mecanismo de transporte de ATP que, incluso, tiene
lugar contra un gradiente de concentracién. Aunque se ha des-
crito un "traslocador" especifico que contrabalancea ATP, ADP
y AMP entre el cloroplasto y citoplasma, tiene tan baja capa-
cidad que en la practica se puede considerar que las cubier--
tas cloroplasticas son impermeables a los adenilatos (128). -
El transporte tiene lugar mediante un mecanismo indirecto ba-
sado en que la envoltura cloroplistica es permeable al siste-
ma 3~-P glicerato-triosas P, y en la existencia de gliceralde-
hido 3-P deshidrogenasas especificas en el citoplasma y cloro

plasto (129). Bajo iluminacidn el 3-P glicerato es reducido,
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consumiendo ATP y NADPH, a gliceraldehido 3-P el cual, isome
rizado a dihidroxiaceton-P, es transferido al citoplasma; -
alli es, previa reconversidn en 3-P gliceraldehido, oxidado

de nuevo a 3-P glicerato con produccidn de NADH y ATP, sien-

do como tal bombeado al cloroplasto para un nuevo ciclo:

3-P glicerato == 3-P glicerato
ATP~N| - ATP
C
ADP
ADP L
; 0 C ,
1.3-P glicerato R I 1.3-P glicerato
NADPH 0 - NADH
P 0 +
+ H -H
NADP™ 3 S napt
A 0
3-P gliceraldehido ? L 3-P gliceraldehido
0
P-dihidroxiacetona —® P-dihidroxiacetona

La situacidn de equilibrio se estableceri cuando se cumpla:
(3-P glicerato) (ATP) (NADPH) (H') _ _ _ (3-P glicerato) (ATP) (NADH) (i)
(P—dihidroxiacetona)(ADP)(Pi)(NADP+) (P-dihidroxiacetona)(ADP)(Pi)(NAD+)

*)

El proceso representa, pués, una exportacidn al citoplas-
ma de ATP y potencial reductor. Por el contrario, en condicio-
nes de oscuridad el proceso puede tener un sentido inverso, --
sirviendo como aporte de NADPH y ATP al cloroplasto. No obstan
te, &ste puede tener tambi&n una abundante fuente de NADPH a -
expensas de la glucosa 6-P originada en la hidrdlisis del almi

dén almacenado, merced a sus potentes glucosa 6-P y P-glucona
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1o deshidrogenasas del ciclo oxidativo de la pentosa-P; pre
cisamente, se ha visto que la glucosa 6-P deshidrogenasa se
inactiva en presencia de la luz a través de la sintesis lu-
minica de compuestos fuertemente reductores que actuarisn -

cobre la proteina enzimdtica (130).

Otro mecanismc incirecto de cambio de potencial recduc-
or entre el cloroplasto y el citoplasma lo constituye el -
sistema malato-oxalacetato, ambos permeables a las cubier—-
tas del cloroplasto por el "traeslocador de dicarboxilatos".
‘n condiciones de alto potencial reductor del cloroplastoc,
una malato deshidrogenasa NADP+—dependiente reduciria el --
oxalacetato a malato, el cual seria exportado al citoplasma;
all1 la malato-deshidrcgenasa citoplasmitica pasaria el ma-
iato a oxalacetato, con sintesis paralela de NADH, siendo -

el oxalacetato exportado al cloroplasto (131):

aspartato e— aspartato
G o—-cetoglut. L—-—-a—cetoglut. - c
L
0 glutamato glutamato %
R
0 oxalacetato e— oxalacetato g
P
L NADPH NADH 0

+ + L

A i + H -H
S NADP NAD+
T
(0] malato e <+ malato

El equilibrio se estableceri ahora en las circunstancias

de la siguiente expresidmn:

jpxalacetato)(NADPH)(H+) . (oxalacetato)(NADH)(H+)
(malato) (NADP ) (malato) (NaDT)

(k)
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Este sistema tiene en su contra la baja tasa de transpor
te del oxalacetato. Por ello no parece improbable sostenecr -
que el mecanismo de transporte incluya el sistema transamind
sico glutamato-oxalacetato, existente tanto en el cloroplas-
to como en el citoplasma. Ello implica un transporte no sdloc
de aspartato, sino tambi&n de glutamato y a-cetoglutarato, -
que tiene lugar a un buen ritmo por el "traslocador de dicar

boxilatos".

Como ya se apuntd anteriormente, el flujo de ATP y de -
piridin-nucledtidos reducidos, tiene lugar, al menos en los
primeros momentos de iluminaci6n, contra un gradiente de con
centracién. La fuerza que hace posible este transporte se su
pone, de los datos actualmente existentes,radica en el gra--
diente idnico, especialmente de H+, que se establece como --
consecuencia de la iluminacidn, y que lleva a una alcaliniza
cidn del espacio estromitico en relacidn con el medio exter-
no del cloroplasto. Esto puede ocurrir gracias a la escasa -
permeabilidad de la envoltura cloroplidstica a los H+, que ha
ce que una fuga protdnica al espacio exterior, o viceversa,-
no llegue al 10% del flujo protdnico dirigido hacia el inte-

rior de las membranas tilakoidales.

Bajo la actuacidn simultinea de los dos mecanismos de —
traslocacidn indicados, y puesto que el "pool" de piridin-nu
cledtidos existente en el cloroplasto y citoplasma sera co--—

miin para ambos, se obtendrd por divisidn de las expresiones
(F)y (*%):

(3-P glicerato) (ATP) (malato)
(P-dihidroxiacetona) (ADP) (Pi) (oxalacetato)

- (3-P glicerato) (ATP) (malato)
(P—dihidroxiacetona)(ADP)(Pi)(oxalacetato)

90



En ella el primer miembro corresponde a la situacidn en
el cloroplasto, mientras que el segundo a la del citosol. Es
to nos viene a indicar que el potencial fosforilante (ATP)/
(ADP) (Pi) del cloroplasto y citoplasma depende de las concen
traciones relativas de P-glicerato, P-dihidroxiacetona, oxal
acetato y malato, en unc y otro espacio. Se ha cdmprobadc -
que la traslocacidn del par malato-oxalacetato es poco efec-
tiva, por lo que la razdn de concentraciones (P-giicerato)/
(P-dihidroxiacetona) en el cloroplasto y citoplasma sera el
principal factor que regula el potencial energético de ambos
compartimentos. El mecanismo por el que el trasloca89r de --
fosfatos conduce, en combinacidn con el gradiente proﬁénico,
a una desigual distribucidn del P-glicerato y P-dihidroxiace

tona en el cloroplasto y citoplasma no es aun conocido (132).

En cualquier caso, este mecanismo de cambio de potencial
energético y reductor entre el cloroplasto y citoplasma cons
tituye un mecanismo adicional de ajuste de la razdn ATP/NADPH

a las auténticas necesidad de ambos.

Regulacién de la asimilacién de CO,. Proceso de induccidn.

Cuando se ilumina una hoja fuertemente después de mante-
nida durante un periodo en la oscuridad, el desprendimiento -
fotosintético de 0, y la tasa de fijacidn de €O, no alcanzan
un valor maximo estable hasta que transcurren varios minutos.
Este periodo inicial se llama "fase de induccidn". Su evolu—-
cidn en funcidn del tiempo es muy analoga con el proceso de -
apertura de estomas que tiene lugar en la hoja, y por eso fué
vinculado al principio con este fendmeno; sin embargo, el he-

cho de que el fendmeno de induccidn se manifieste también en
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cloroplastos aislados, asi como en algas unicelulares y plan
tas acuaticas, que carecen de estomas, llevd a investigar un

origen distinto para el mismo.

El hecho de que el transporte electrodonico fotosinté&tico,
v la fotofosforilacidn concomitante, no presenten '"fase de -
induccidn' cuando se analizan desacoplados del proceso de fi
jacidn de €Oy, hizo sospechar que dicho fendmeno se encontra
ba vinculado a la llamada "fase oscura" de la asimilacién fo
tosinté&tica, como se deduce tambifn de la inalterabilidad —-
lel tiempo de induccidn a intensidades de iluminacidn dife--
rentes; pof otro lado, la duracidn del periodo de induccidn
puede ser acortada, y aun practicamente anulada, cuando una
fuerte iluminacidn es interrumpida por un breve intervalo de
oscuridad. Actualmente el fendmeno de induccidn se explica -
admitiendo que existe una desactivacidn en la oscuridad de -
algunos enzimas que intervienen en la asimilacién del Co,, -
lo que conduce a un defecto del nivel de intermediarios Y, =
fundamentalmente, del aceptor primario de CO,; 1la activacidn
luminica de dichos enzimas, y el aumento de la concentracidn
de estos intermediarios hasta alcanzar el nivel necesario Pa
ra mantener el proceso de asimilacidn de CO, a las tasas exi
gidas por la cantidad de luz incidente, constituye el objeto

del periodo de induccidn.

El proceso de asimilacidn del CO2 tiene lugar en los -—-
cloroplastos de los vegetales C3 y en los de las células del
parénquima vascular de los Cy4» mediante el llamado ciclo re-
ductivo de las pentosas-P,o ciclo de Benson-Calvin. La incoxr
poracidn del COy en €1 tiene lugar a nivel de la ribulosa-1.5-

~difosfato carboxilasa, un enzima que en experiencias "“in vi

tro” manifestaba una baja afinidad por el COy y que, a pesar



de su gran abundancia en el cloroplasto — hasta el punto de
constituir el 50% del contenido proté&ico total del mismo—

no era capaz,dada la baja (0.03%) concentracidn de COy en -
la atmdsfera, de justificar las elevadas tasas de asimila-—-
cidn de CO, que la hoja puede alcanzar bajo condiciones fa-
vorables (133). Bajo las condiciones usadas, y supuesta la
no existencia de un mecanismo de activacién o de aumento de
la concentracidn local de C02, hubiesen hecho falta concen-
traciones de enzima alrededor de 500 veces mayores y, conse
cuentemente, la fotosintesis no hubiese sido posible. Esto

sin tener en cuenta que este enzima muestra una paralela ac
tividad oxigendsica que, como hemos visto, minimiza su efi-
cacia en condiciones normales. Actualmente se admite que el
elevado contenido de este enzima en el cloroplasto se debe

a una adecuacidn del vegetal a atmdsferas cada vez mis empo

brecidas en COZ'

A la resolucidn de tales discrepancias contribuyeron -
las mejoras introducidas en el proceso de extraccion del en
zima y el empleo de tests de ensayos mas perfeccionados, pe
ro sobre todo el descubrimiento de que el enzima era activa
do por la luz dando una forma de mucha mavor afinidad por -
el COp (134), con una Km 45 uM, frente al primitivo valor --
11 mM. Este caso de activacidn luminica pertenece al llama-
do tipo "directo", en el que una modificacidn del centro ac
tivo estd asociada a una transferencia al mismo de un cuan-—

to de luz absorbido por el sistema pigmentario de las "lame

las".

. s . . 2+ ;
Un mecanismo adicional de activacidn por el Mg ha si
do comprobado y debe vincularse al proceso de activacién -—-—

por la luz merced al aumento —de 3 a 15 mM— que la concen
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2+ - - -
tracidon estromatica de Mg experimenta con la misma. Sin -
embargo, el hecho de que este enzima pase a una forma inacti

"in vitro" es incubado con ribulosa-1.5-fosfato en

va cuando
ausencia de Mg2+, y aunque su actividad se vea muy disminui-
da cuando este idén se adiciona a la mezcla de reaccidn con -
posterioridad al sustrato, indica la existencia de cambios -
conformacionales complejos al activarse el enzima por la luz.
Una activacidn también dependiente de la iluminacidn es el -
efecto positivo que sobre la actividad carboxilante ejerce -
la alcalinizacidn del espacio estromdtico del cloroplasto —-—
(135); dicha alcalinizacidn aumentara la cantidad de CO2 fi-
jada como COBH_, y puesto que el verdadero sustrato de la —-
carboxilasa es el COZ’ tesulta obligada la existencia de una

potente anhidrasa carbdnica cloroplastidica.

Un sistema de regulacidn adicional propuesto para la --
carboxi-dismutasa es su activacién por la fructosa—-6-P y su
inhibicidn por la fructosa-1.6-difosfato (136); anilogamente,
un efecto activador del NADPH y una accidn inhibidora del —-——
6-P-gluconato han sido también puestos de manifiesto, aunque
todos ellos estan actualmente siendo cuestionados y achacados

a distintas formas de preparacidén y determinacidn de la acti-—

vidad enzimatica.

Esta compleja regulacidn de la ribulosa-1.5-fosfato car—
boxilasa es 18gica si pensamos en su papel clave en el ciclo
de asimilacidén del COZ’ y a ello hay que vincular la compleja
eéstructura de este enzima, una proteina de p.m. 560.000 cons
tituida por ocho subunidades andlogas de alto p.m., y por —-—
otras ocho también similares, de p-m. reducido; las primeras
se sintetizan en los ribosomas 70S del propio cloroplasto, -

slendo responsables de la accidn catalitica, mientras que lag
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segundas lo hacen en los ribosomas 80 S nucleares, y en ellas
recae la funcidn reguladora (137). El mecanismo por el que --—
tiene lugar el transporte de la subunidad pequefia —y, en gene
ral, el resto de las proﬁeinas cloroplastidicas que se sinteti
zan en el niicleo— al interior del cloroplasto, es por ahora

desconocido.

El segundo enzima clave del ciclo de Benson-Calvin es la
fructosa-l.6-bisfosfatasa. Presenta también una regulacién --
muy compleja, en la que un proceso de activacidén luminica de
tipo "indirecto" constituye el factor determinante. Al igual
que la carboxi-dismutasa, su actividad se potencia con la al-
calinizacidn y el aumento de la concentracidn de Mg2+ que tie
ne lugar en el "estroma", pero ademds presenta un mecanismo -
de activacidn derivado del incremento del poder reductor que
tiene lugar a consecuencia de la luz. Un "factor proté&ico" en
contrado en el cloroplasto como agente activante de la FDPasa,
se ha podido resolver en tioredoxina — una proteina de peque-
fo p.m. y bajo potencial redox, descrita anteriormente en bac
terias y tejidos animales— , y en la enzima ferredoxin-tiore—
doxin reductasa. La ferredoxina reducida originada fotoquimi-
camente transferiria electrones mediante dicha reductasa a la
tioredoxina, la cual actuaria activando la FDPasa, quizas a -
través de una reduccidn de los abundantes grupos -S-S- que se
ha comprobado presenta este enzima (138); aunque se ha visto
que la razdn GSH/GSSG es muy alta en el cloroplasto tanto en
la luz como en la oscuridad, la desactivacidn del enzima al -
cesar la iluminacidn ocurriria via una glutation reductasa -
cloroplastidica, con reoxidacidn de los restos -SH del enzima.
No obstante, la FDPasa muestra una total operatividad en con-

diciones no fisioldgicas, en la oscuridad, en ausencia de los
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componentes del "factor protéico", en presencia de una concen
_ @ 24 .. .
tracion de Mg 5 mM, condiciones de las que habitualmente se

hace uso para determinado tipo de ensayos.

Otro factor regulador de la FDPasa estd vinculado a su na
turaleza de enzima polimérico constituido por 4, segiin unos —-
(139), & 16, segln otros (140), subunidades, que dan un p.m. -
alrededor de 130.000 para el enzima nativo. En cualquier caso
asta forma experimenta a pH alcalino un parcial desdoblamiento
en dos formas iguales de p.m. mitad (141) que, sorprendentemen
te,muestran actividad Sedoheptulosa-l.7-difosfatdsica — una ac
cidn enzimatica también vinculada al ciclo de Calvin— supues-—

to el proceso de activacidn descrito arriba para la FDPasa.

El tercer enzima altamente regulador del ciclo de Benson-—
-Calvin es la gliceraldehido-3P-deshidrogenasa. Se trata de —-—
uma proteina de un p.m. aproximado de 100.000, que es dependien
te de NADPH en la reduccidn del 1.3-difosfoglicerato a 3-P gli-
ceraldehido; no obstante, en presencia de NADH el enzima se con
vierte en un complejo oligomérico de p.m. 600.000, pudiendo fun
cionar en la reduccidn del 1.3-difosfoglicerato asociado a es-
te coenzima (142). Aunque en experiencias "in vitro" se ha vis
to que Ia forma NADP+—dependiente experimenta tambidn una acti-
vacidon luminica por el sistema de la ferredoxina-tioredoxin-re
ductasa, ensayos de activacidn efectuados con cloroplastos in—
tegros senalan la participacidn en la misma de compuestos con
grupos tidlicos vecinos, ligados a las estructuras membranales
del "tilakoide". Un sistema de activacidn andlogo ha sido des-
crito para la P-ribuloquinasa, y para los sistemas no vincula-—
dos al ciclo de fijacidn del CO, malato deshidrogenasa NADP'-de
pendiente y ATPasa, con lo que parece generalizarse bastante -

dicho mecanismo como sistema de regulacidn de enzimas cloroplas
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tidicos en la transicidn luz-oscuridad; mas aln, ha sido des-
crita la existencia en el cloroplasto de dos tioredoxinas dis
tintas, con diferente efectividad en la activacidén de los sis

temas enzimaticos mencionados (143).

A la vista de lo expuesto hay que pensar que en la tran-
sicifén luz-oscuridad tiene lugar una detencidn de la dinfmica
del ciclo, no sdlo por cesar el aporte de ATP y NADPH, sino -
también por desactivacidén de bastamntes sistemas enzimiticos -
del mismo. Los niveles y el equilibrio de intermediarios se -
alteraradn entonces progresivamente a causa de la permeabilidad
del cloroplasto a algunos de ellos, y a una probable degrada-
cidén metabGlica de todos, con la consecuencia de que una nueva
fase de iluminacidn no permitira tasas elevadas y estables de
fotosintesis hasta que el equilibrio perdido se restituya. --
Que &sto es asi se demuestra porque cloroplastos obtenidos r3
pidamente de hojas sometidas a intensa iluminacidn muestran -
un periodo de induccién reducido; por otro lado, el tiempo de
induccidn se acorta cuando al medio se agregan aquellos inter
mediarios del ciclo de Calvin permeables a las paredes del --
cloroplasto, mientras que se alarga cuando se adiciona Pi que,
por el equilibrio impuesto por el "traslocador de fosfatos",
fuerza la salida de ésteres fosfOricos intermediarios. En es—
te cambio radica precisamente el principal factor de regula——
cidn del periodo de induccidn y de la situacidn de equilibrio
siguiente. Una concentracidn adecuada de Pi en el cloroplasto
impedira la salida de é&steres intermediarios, permitiri la —-
sintesis del ATP necesario y, una vez superado el periodo de
induccidn, conducird a la acumulacidn de almiddn en el cloro-—

plasto y a la exportacidn del P-glicerato y triosas-P exceden

tarios.
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Cuando hojas o cloroplastos aislados se someten a ilumi-
nacidén, tiene lugar una produccidén inmediata de ATP y NADPH,
sin periodo alguno de induccidn. De ambos es el ATP el de mas
perentoria necesidad, ya que el NADPH no podrid ser objeto de
uso hasta que el P-glicerato haya subido hasta un nivel sufi-
ciente, lo que a su vez depende de una previa sintesis de ri-
bulosa-1.5~P, el sustrato sobre el que tiene lugar la fijacidn
del CO,. La sintesis de ribulosa-1.5-P tiene lugar con gasto
de ATP, y la preferencia de este paso frente a la reducé¢idn -
del P-glicerato en relacidn con el consumo de ATP viene mani-
festada por la mayor afinidad del ATP en aquél que en &ste, -
constituyendo la fosforilacidén de la ribulosa 5-P un verdade-
ro sumidero por el que se canaliza todo el ATP originado en -
esta fase inicial de iluminacidn (l44). Como ya hemos mencio-
nado, este gasto suplementario de ATP parece proceder via fo-
tofosforilacidn ciclica, como se demuestra por el hecho de —-
que cloroplastos tratados con antimicina A, un reconocido in-
hibidor de la misma, exhiban un cuadro distorsionado de nive-
les de intermediarios del ciclo de Calvin, a lo que también -
contribuye el efecto estimulante que la antimicina A ejerce -
sobre la actividad FDPasa (145): un aumento de los niveles de
ribulosa-1.5-P y de P-glicerato, y una disminucidn de triosa-P,
fructosa-1.6-P y sedoheptulosa-1l.7-P, indicando que el escaso
ATP originado en la cadena aciclica de electrones es absorbido

por el sistema de la P-ribuloquinasa,

Analizando todo lo expuesto, no puede perderse de vista
@l cardcter poco fisioldgico de las experiencias efectuadas -
con cloroplastos aislados, en los que el espacio citoplasmati
co viene sustituido por un medio de reaccidn que guarda, en -

relacidén con el volumen cloroplastidico, una razdn del orden



de 500:1 a 1.000:1, mientras que en el tejido foliar esa re
lacidn se encuentra proxima a la mitad. La consecuencia =--
practica de ello es que los metabolitos que pasan del clo-
roplasto al medio quedan enormemente diluidos en éste. Lo -
mismo cabe decir en las experiencias efectuadas con cloro—--
plastos reconstituidos, en las que cloroplastos rotos se su
plementan con su contenido estromdtico; la concentracidn de
los compuestos del '"estroma'" queda muy diluida en relacidn

con las condiciones originales, y solamente pueden reconsti
tuirse situaciones al menos proximas a aquéllas, cuando el

contenido estromdtico quede a una concentracidén final no ex

cesivamente distante de la reinante en el cloroplasto (146).

Regulacidn de la sintesis de proteinas, grasas y azlca-

res.

De los intermediarios del ciclo de Calvin el vegetal --
puede sustraer, cuando lo requiera, los componentes necesarios
para sus distintas vias metabdlicas de biosintesis de carbo-
hidratos, grasas y proteinas. Un rapido andlisis del ciclo -
(ver esquema general) nos pone de manifiesto que los compues
tos de arranque para la biosintesis de grasas y proteinas —
— triosas—P y dcido fosfoglicérico— aparecen dentro del ci-
clo después de la reaccidn de carboxilacidn y antes de la ac
tuacidn de la FDPasa. Por otro lado, el material de partida
para la biosintesis de carbohidratos — la fructosa 6-P— se
origina como consecuencia de la actividad FDPasa, antes de -

que tenga lugar la fijacidn del CO,.

De lo expuesto se deduce que cambios en la razdn de
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actividades de estos dos sistemas enzimdticos clave, llevara
aparejada una acumulacidn de unos u otros de los intermedia-
rios mencionados, de acuerdo con las necesidades biosintéti-
cas del vegetal. Efectivamente, se ha comprobado que en los

periodos de crecimiento de la planta la razdn de actividades
carboxidismutasa/FDPasa es mayor que en el vegetal maduro --
(147). La razdn es que en aquella situacidn el vegetal nece-
sita para su desarrollo un aporte constante de precursores -
de la sintesis protéica, asi como de la biosintesis de Acidos
grasos y otros componentes constituyentes de las membranas -
celulares. Esto supone, por supuesto, la existencia paralela
de un aporte de suficiente nitrdgeno asimilable. Por el con-
trario, en la c&lula madura el crecimiento cesa, y su misién
consiste en sintetizar material hidrocarbonado, principalmen
te sacarosa y almidén, como fuente energética de reserva. La
senal que reciben las células para tal cambio debe proceder

de estimulos hormonales.

Puesto que resulta, al menos tedricamente, posible alte
rar artificialmente el equilibrio entre los dos sistemas en-
zimaticos mencionados, mediante el empleo de inhibidores es-
pecificos, la desviacidn de la capacidad fotosintética hacia
una mayor sintesis de proteinaspuede constituir un hecho de
enormes posibilidades en nutricidn. No obstante, serdn antes
necesarios mas estudios sobre la naturaleza de estos sistemas
enzimaticos, sus caracteristicas estructurales y cinéticas,

- - -
Su mecanismo de accidn y los factores que lo regulan.

Fotorespiracidn.

Cuando cloroplastos aislados se someten a iluminacidn en
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un medio confinado que, como el atmosférico, sea rico en 02
y muy limitado en C02, al cabo de cierto tiempo, a medida -
que se agota el COZ’ se observa una disminucidn del conteni
do en intermediarios del ciclo reductivo de las pentosas-P,
mientras que se produce un aumento de glicolato, que acaba
por ser el Gnico producto de la asimilacidn del C0,. Esta -
acumulacidn no se produce, ni el descenso del nivel de inter
mediarios es tan aparente, cuando la experiencia se efectia
en hojas completas, lo que viene a indicar que el glicolato
es degradado en estructuras ajenas al cloroplasto en otros -
productos que, posteriormente, pueden reingresar en €l e in-

corporarse a la ruta metabdlica del ciclo de Calvin.

Al principio se considerd que la formacion de glicolato
tenla lugar a nivel de intermediarios del ciclo de Calvin, -
concretamente del aldehido glicdlico vinculado a la reaccidn
transketolidsica, mediante una oxidacidén por el H202, origina
do en una reaccidn de Mehler entre la ferredoxina reducida y
el 02. Aunque parte del glicolato puede originarse por este
mecanismo —y asi explicar la presencia del mismo en condicio
nes de inhibicidn total de la actividad oxigendasica—, la ex
plicacidn del fendmeno vino cuando se descubrid esta activi-
dad adicional de la ribulosa-1.5-P carboxilasa (148), en 1la
cual el O2 compite con el CO2 como sustrato en condiciones -
francamente favorables para aquél, ya que, supuesta la no —-
existencia de algilin mecanismo de concentracidn local del CO2
— como ocurre en los vegetales C,—, la concentracidn del 0,
atmosférico es del 20%, frente al 0.03% de COZ' Y mientras
que por cada mol de CO2 fijado en la reaccidn carboxilisica

se producen dos moles de P-glicerato, en la reaccidn oxigeni

sica se originan por mol de O2 asimilado un mol de P-glicera
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to y un mol de P-glicolato que, una vez desfosforilado por
una fosfatasa especifica, abandona el cloroplasto. En los
peroxisomas es oxidado por la glicolato oxidasa — enzima -
marcador de la actividad fotorespiratoria—, con toma de -
0,y produccidn de perdxido, a glioxalato que, posteriormen
te, es aminado a glicina; ya en la mitocrondria, dos molé-
culas de glicina forman, con desprendimiento de COy, una -
de serina que, via hidroxi piruvato y glicerato, retorna -
al cloroplasto para ser fosforilada a P-glicerato e incor-

porarse de nuevo al ciclo.

Este transito consume energia, de tal forma que si -
consideramos el rendimiento neto de la sintesis de glicola
to por oxidacidn de una molécula de hexosa-P nos encontra-
mos, en primer lugar, con una razén ATP/NADPH = 2 Y, en se
gundo lugar, con el hecho paradéjico, inusual en el metabo
lismo, de que la oxidacidn de un azucar no produzca, antes

bien, consuma energia:
fructosa—6P+302+3NADPH+6ATP —_— 3P—glicerato+3NADP++6ADP+7Pi

Esta fuerte dependencia de NADPH y ATP en la formacidn
de glicolato se manifiesta en el hecho de que su sintesis -
quede suprimida en presencia de inhibidores del transporte
electrdnico y de desacoplantes de la fotofosforilacidn. La
fotprespiracidn puede llegar a producir pérdidas de hasta -
el 50% del CO0, asimilado, y se muestra asi como un mal ine-
vitabhle, consecuencia perjudicial de una fotosintesis que -
ha de realizarse en una atmésfera con limitada concentracidn
de COy la cual, si artificialmente se hace descender a nive-
les aun mas bajos, puede llegar a una situacidn — "punto de

compensacidén de C0,"— en la que el carbdnico eliminado por
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fotorespiracidn se contrabalancee con el asimilado de foto-
sintesis, en una situacidn sin pérdidas ni ganancias de ma-
teria orgdnica. Desde un punto de vista estequiométrico &s-
to se cumplird cuando por cada tres moléculas de ribulosa-
-1.5-P, dos sigan la ruta oxigendsica y uno la via carboxi-

lasica, tal como se indica en el esquema adjunto.

1co, 20,  2Pi

2 P—glicolatoALA‘

3 Ribulosa 1.5-P ' 1ATP INADH
J N
%—-——al& P-glicerato

& I\D =+

202 1ADP+Pi 1NAD

SNADP T SNADPH /
X/

1 P-glicerato—
£

8ADP+8Pi 8ATP

Cabe preguntarse si esta pérdida de energia a consecuen
cia de la fotorespiracidn tiene alguna significacidn fisiold
gica, y comporta en contrapartida alg@n beneficio para la --
planta. Independientemente de la hipGtesis que la considera
como una inutil reliquia evolutiva que la planta tiene que -
soportar, parece mas plausible la jidea de que se trata de una

forma de disipacién de la energia atrapada por el aparato fo
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tosintético, en unas condiciones en que la fotosintesis nor
mal no es posible — por ejemplo, en una situacidn de caren-
cia de agua, en que los estomas se cierran e impiden la di-
fusidn del COZ—- protegiendo asi a la planfa de un posible
dano por fotooxidacidn. En estas circunstancias el CO, asi-
milado fotosintéticamente es desprendido por fotorespiracidn,
nuevamente asimilado, y asi sucesivamente, sin que deje de
funcionar la maquinaria fotosintética. Efectivamente, una -
detencidn forzada de la misma por ausencia total de CO2 o -
un fuerte incremento en la concentracidn de 02, produce por
iluminacidn un deterioro del mecanismo fotosintético, como
se demuestra por el encogimiento del cloroplasto y por la -
baja tasa de fijacidén de CO2 que se produce al restaurarse
los niveles normales de €O, y 02.
Si la fotorespiracién representa un mecanismo de protec
cién, deberia esperarse su presencia generalizada en las --
plantas; efectivamente, aunque a un nivel mucho mas bajo, -
se ha comprobado que los vegetales C4 también muestran indi
cios de fotofosforilacidn, que pueden incrementarse en con-
diciones ambientales forzadas. La diferente respuesta de los
vegetales C3 y C4 hay que buscarla en el particular mecanis-
mo de captacidn del co, atmosférico que exhiben las plantas
CA’ en que el acceso del O2 atmosférico a la ribulosa-1.5-P
carboxilasa es muy precario, mientras que la reasimilacidn -
del CO, desprendido en la fotorespiracidon es casi total (149).
Aunque se han hecho intentos, y algunos con éxito, de reducir
la tasa fotorespiratoria de vegetales C3 a fin de acercar su
productividad a la de las plantas C49 no conviene olvidar -~-
nunca el desastroso efecto que una disminucidn inducida de -

la fotorespiracién podria tener en una planta que se colocase



. . -
en condiciones que reclamaran la fotorespiracidn como meca-

nismo de defensa frente a su destruccidn.

Varios son los procedimientos por los que se esta inten
tando reducir 1la tasa fotorespiratoria ge cultivos de vegeta
les Cg, con vistas a un incremento de productividad. Si la -
fotorespiracidn es una consecuencia derivada de la alta con-
centracidn atmosférica de O2 frente a la de C02, es evidente
que un aumento artificial del nivel de CO2 —y disminucidn -
paralela del de 0,— ambiental en cultivos en invernaderos,
actuara favoreciendo la asimilacién fotosintética de co, y -
disminuyendo la fotorespiracidn. Se ha comprobado que inhibi
dores de la glicolato oxidasa, como la hidroxilamina, al cor
tar la cadena metabélica de la fotorespiracidén provocan un -
acumulo de glicolato y, en definitiva, una inhibicidn de la
misma; por otro lado, aunque un aumento de la fotosintesis -
neta con la temperatura es mucho menos patente en las plan--
tas C3 que en las CA’ se ha comprobado en hojas de tabaco —-
que el empleo de¢ inhibidores de la oxidacidn del glicolato,-
junto con el uso de temperaturas del orden de 35°, llega a -
triplicar la fotpsintesis neta, efecto que no se observa a -
25° (150). E1 caricter inhibidor selectivo que sobre la acti
vidad oxigendsica de la ribulosa-1.5 ~difosfato carboxilasa-
~oxigenasa se ha dicho ejercia el glicidato (151), no ha po-
dido ser puesto de manifiesto en cultivos; no obstante, con-
tinGan haciéndose esfuerzos en esta direccién. Finalmente, -
la obtenciSq por cruzamientos de variedades de baja tasa de
fotorespiracidn esta dandq resultados prometedores; Zelitch
(150) ha conseguido plantas de tabaco de la variedad Havana-
—-Seed con fotorespiracién disminuida y fotosintesis neta su-

perior en un 38% a la normal.
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Vegetales tipo C4'

Los términos '"planta C3" y "planta C4" tienen su origen

en el nimero de dtomos de C que tienen los primeros productos
que aparecen marcados cuando especies de uno u otro tipo se -
iluminan en una atmdsfera que contiene 14002: P-glicerato en
las C3, y oxalacetato, seguido de malato o aspartato, en las
C4+ En estas lltimas el 14C aparece en b molécula de P-glice-
rato, con una disminucidn paralela de la radioactividad asocia
da a los 3cidos CA’ s6lo al cabo de cierto tiempo, lo que in-
dica la procedencia a partir de éstos del 14C vinculado a aquél.
Sin embargo, la diferencia no se limita a este punto, antes -
bien los vegetales C, tienen una serie de peculiaridades ana-
tomicas, fisioldgicas y bioquimicas que los diferencian, cons
tituyendo el llamado "sindrome C4". Un hecho muy destacado --
del mismo es una alta eficiencia en la asimilacidn del CO2 at
mosférico, y una resistencia a su inhibicidn por el elevado -
contenido de 02 que hay en la atmosfera, lo que se traduce en
un bajo valar del "punto de compensacidn de COZ", inferior a
10 ppm, frente a valores de 20-100 ppm registrados en vegeta-
les C5 (152). Andlogamente, el "punto de compensacidon lumini-

ca" —nivel de iluminacidn al cual se compensa el CO

2 asimila
do con el que se elimina— es mas bajo en las plantas C4’ con

valores de .unas 10 candelas, frente a las 100-500 candelas de

los C3.

Esto se traduce en altas tasas de "fotosintesis neta'" —-—
— valor de €0, asimilado fotosint&ticamente, menos el elimina
da conjuntamente por la respiracién oscura y por la fotorespi

racidn— y en una produccidn de materia seca que oscilan, res
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.. 2 .
pectivamente, alrededor de 60 mg de CO2 asimilado/dm” de ho
ja/hora y 50 g, de peso seco sintetizado/m2 de terreno cul-
tivado/dia, para los vegetales C, y alrededor de 20 mg. de

COz/dmz/hora y 30 g. de peso seco/mz/dia, para los C,, dife

3 b

rencias que pueden ser mucho mas acentuadas en algunas espe
- + - . - - -

cies concretas., Esto explica el alto inter@s econdmico que

encierra el problema, potenciado por el hecho de que algu--

nas de las especies de mayor cultivo mundial — maiz, cana -

de azucar, etc.— son del tipo C4.

Otra diferencia entre los vegetales C y C4 radica en

) 13
el mayor caracter discriminante frente al CO2 que, en re-
lacidn al 12002, tienen los primeros, lo que conduciria a -

. S : 13
un enriquecimiento progresive en

C de los mismos; esta ca
racteristica ha llegado a usarse en la prictica como método
de identificacidn de uno y otro tipo de especies. Pero la -
diferencia mi3s importante, pues de ella derivan las restan-—
tes, radica en la especial disposicidn del aparato fotosin-
tético en los vegetales CQ, en capas concéntricas alrededor
del tejido vascular, constituyendo la llamada "estructura -
tipo Kranz': una capa exterior,superficial, de células de -
mes6filo, y otra interior de células adosadas al parénquima
vascular, con cloroplastos diferenciados cuyas caracteristi
cas morfoldgicas y bioquimicas fueron ya anteriormente apun
tadas. En todas las especies CA la fijacidn de CO2 produce
primariamente oxalacetato, y tiene lugar a nivel de P-enol pi
ruvato mediante el sistema de la P-enol piruvato carboxilasa,
una enzima de las c@lulas del meséfilo que, si bien origina-
riamente se pensd radicaba en el cloroplasto, nuevos datos -
parecen indicar localizacidn citoplasmiatica; no obstante, se

le considera un enzima fotosintético, con un nivel inducido
4=

por el grado de ilumipacidn a través de su activacidn por Mg
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(153). Exhibe un fuerte cariacter regulador de caracteristi-
cas alostéricas, siendo activado por algunos ésteres fosfd-
ricos de aziicares, especialmente la glucosa 6-P, e inhibido
por acidos organicos tipo oxalacetato o malatoj su sustrato
natural, al contrario que la carboxi-dismutasa, es el CO3H_,
existiendo una anhidrasa carbdnica que facilita el paso del
CO2 gas a COBH—. El destino posterior del oxalacetato puede
ser vario, y ello configura la existencia de tres grupos -

dentro de las especies C4.

En el grupo I, las llamadas "formadoras de malato'" (maiz,
sorgo, cana de azlicar, etc.), el oxalacetato es reducido a
malato por una malato-deshidrogenasa NADP+—dependiente, que
es activada en presencia de la luz por el mecanismo de la -
ferredoxina-tiorredoxina arriba descrito; en los grupos II
(mijo, algunas Atriplex y Amaranthus, etc.) y IITI (algunos
Panicum y Sporobolus, etc.), las "formadoras de aspartato",
el oxalacetato se transforma en aspartato por la accidn de
una glutamato-oxalacetato transaminasa de localizacién cito~
plasmatica. En cualquier caso, malato o aspartato son trans-—
feridos a las c&lulas del parénquima vascular, donde son des
carboxiladas por enzimas especificos: el malato por un enzi-

e + s 5 s
ma malicp NADP -dependiente de tipo cloroplastidico:

malato + NADP+ — piruvato + CO, + NADPH

2
y el aspartato por un complejo mecanismo, diferente en los -
grupos II y III, que implica en ambos una previa reconversidn
en oxalacetato per otra glutamato-oxalacetato transaminasa -
de localizacién mitocondrial. En las especies del grupo II -
el oxalacetato es reducido a malato por una malico-deshidro-
genasa mitocondrial NAD+—dependiente~y, una vez translocado
al cloroplasto, descarboxilado Por un enzima malico NAD+—de—

pendiente. En las del grupo III el oxalacetato se descarboxi
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la directamente en la mitocondria por una P-enol piruvato -

carboxiquinasa, en un proceso que consume ATP:

oxalacetatp + ATP —» P-enol piruvato + CO2 + ADP
siendo el P-enol piruvato transferido al citosol, y allf --
desfosforilado a piruvato. En los tres grupos aparece, pués,
piruvato en las células del parénquima vascular, desde don-
de es directamente transferido a los cloroplastos del mesd-
filo, o bien transaminado en las propias c&lulas del parén-
quima por una glutamato-piruvato transaminasa, y la alanina
resultante transferida a las células mesofilicas donde, por
un proceso inverso, seria de nuevo transaminada a piruvato;
finalmente, &ste es fosforilado a P-enol piruvato en un pro
€eso que consume 2 ATP y que esti catalizado por la piruva-

to diquinasa.

De todo lo expuesto se deduce, y asi se ha comprobado
en experiencias con 14C02, que los mismos Atomos de carbono
que son fijados como CO3H- a nivel de mes6filo, son los que
luego aparecen en forma de CO2 en el parénquima vascular, y
posteriormente pasan a constituir el grupo carboxilo del P-
glicerato. El CO2 abandonado por estos mecanismos en las cé
lulas del parénquima vascular constituye un procedimiento -
de concentracidn local de carbdnico equivalente a 540 nM/g.
de peso fresco de planta, frente a unos 50 nM de 002 gaseo-
so/g. de peso fresco que existen en el microambiente del te
jido mesofilico de 1las plantas tanto C3 como CA’ en equili-
brio con el CO2 atmosférico (154). En estas condiciones la
ribulosa-1.5-difosfato carboxilasa de los cloroplastos del
parenqulma vascular puede fijar CO2 de forma mas eficiente,

e introducirlo en la ruta metabdlica del ciclo de Calvin; -
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aunque se ha indicado la existencia de niveles de relativa -
importancia de carboxi-dismutasa en los cloroplastos del me-
s6filo, los enzimas del ciclo de Benson-Calvin se hayan con-
finados en los cloroplastos del parénquima vascular, mostran
do unas caracteristicas cinéticas y de regulacidn en todo --
3 En

lo que respecta al suministro de ATP y NADPH necesario al --

asimilables a los respectivos enzimas de las plantas C

ciclo, hay que diferenciar entre las especies ''formadoras de

malato" y '"formadoras de aspartato'.

En realidad un dimorfismo marcado entre los cloroplas—-—
tos del mesGfilo y del parénquima vascular s6lo se di en las
"formadoras de malato'", de tal forma que una fijacidn de co,
con produccidn estequiométrica simultdnea de 0, no ha podido
demostrarse conjuntamente en uno u otro tipo de cloroplastos
individualizados. Mas alin, cuando plantas de este grupo se -
someten durante una noche a temperaturas por debajo de 4°C,
aparecen signos de clorosis foliar que se han asociado a una
deficiencia de clorofila en los cloroplastos del mesdfilo, -
los cudles por otro lado exhiben otras anomalias derivadas -
de una inactivacidn, debida al frio, de los enzimas piruvato
diguinasa y NADP+—malato deshidrogenasa (155); por el contra
rio, los cloroplastos del parénquima vascular no presentan -
irregularidad alguna. Como ya se ha apuntado con anteriori--
dad, én estas especies los cloroplastos del parénquima vascu
lar presentan una "grana" muy rudimentaria, con una razén de
clorofila a/b entre 6-7, frente a una razdn préxima a 3 en -
los cloroplastos mesofilicos, lo que se relaciona con una ma
yoritaria existencia de Fot.I; ésto implica un flujo acicli-
co de electrones casi nulo, y la posibilidad de un flujo ci-

clico muy activo, condiciones que llevan a un bajisimo aporte
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de NADPH y a una sintesis de ATP suficiente. Parte del P-gli
cerato es reducido a triesa-P utilizando el NADPH originado
en la reacc¢idn descarhoxjlante del enzima mdlico, mientras -
que el resto es traslocado a los cloroplastos del mesdfilo -
1113 reducidos a triosas-P utilizando el NADPH originado fo-
toquimicamente, y de nuevo traslocado a las células del pa--
rénquima vascular, donde contribuye a la sintesis de hexosas-
P. Esta, traslocada o no al mesGfilo, puede dar origen en am
bos tipos de cloroplastos a almiddn almacenable como reserva,
servir de precursor de la sintesis de sacarosa en el citosol,
0 ser utilizada directamente en procesos de degradacidn meta
b6lica. Este esquema implica la existencia, como asi se ha -
comprobado, de una gliceraldehido 3-P deshidrogenasa en los

cloroplastos del meséfilo.

Un dimorfismo de este tipo no existe en los vegetales -
"formadores de aspartato", en los que los cloroplastos del -
parénquima vascular tienen una "grana" muy desarrollada, sien
do practicamente asimilables a los cloroplastos normales de
jas plantas C3, aunque no a los cloroplastos mesofilicos de
las Cé’ que carecen del sistema enzimatico del ciclo de Cal-
vin. En ellos no habrid problemas de disponibilidad del NADPH
v ATP necesarios; no obstante, puesto que la no utilizacidn
cel NADPH originado en los cloroplastos del mesdfilo podria
acarrear perjuicios a &stos, se admite que, al igual que an-
tes, parte del P-glicerato se trasloca a ellos para alli ser

reducido a triosas-P.

Como conclusidn se puede decir que, si bien la especial
estructura anatdmica foliar de las especies C4 parece estar
dirigida a proveer un mecanismo de bombeo del CO2 atmosféri

€0, aumentando su concentracidn local en el entorno de la -
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carboxi~dismutasa, es posible que su principal funcidn con-

sista, primero, evitar la llegada del 0, atmosférico a dicho
entorno y, en segundo lugar, constituir una trampa que impi-
da la salida del CO2 desprendido en la respiraciodon; en una -
palabra, evitar los negativos efectos de la fotorespiracidn.
Aunque se han hecho intentos mediante hibridaciones de conse
guir variedades de plantas C3 que desvien su mecanismo de fi
jacidn de CO2 hacia el que exhiben las C4, los resultados --
han sido totalmente negativos, pues si bien se han consegui-
do ejemplares con un alto nivel de P-enol piruvato carboxila
sa, y otras caracteristicas individuales que recuerdan al as
cendiente C4, la fotosIntesis neta no se incrementa, lo que

demuestra que no sdlo se requieren modificaciones de facto--
res bioquimicos, sino una adecuada coordinacidn de éstos con

una conveniente estructuracidén anatodmica.

Resumen.

De todo lo dicho se deduce la excepcionalidad del cloro-
plasto como organulo de caracteristicas muy particulares, mas
aun que la mitocondria. Aunque el '"cociente respiratorio" ---
C02/02 en la combustidn mitocondrial de aztcares, y el "co---
ciente fotosintético" 02/CO2 del cloroplasto coinciden, la mi
tocondria usa el cambio en la energia libre producida en la -
oxidacidn del NADH para la sintesis endorgdnica de ATP. Por -
el contrario, el cloroplasto, que carece de actividad respira
toria, efectfia la sintesis de ATP —y a una tasa que en condi
ciones Optimas puede ser hasta 30 veces mayor que en la respi
racién— al mismo tiempo que lleva a cabo la reduccidén endor-—

& . + . - .
gonica del NADP . Pero si esa sintesis acoplada de ATP es in-



suficiente, el cloroplasto posee mecanismos adicionales de
formacidn del mismo mediante un procedimiento desvinculado
de la generacidn de potencial reductor; inversamente,si el
A"P no es requerido, puede también sintetizar aisladamente
NADPH sin formacidn concomitante de ATP., Todo &sto puede -
llevarlo a cabo merced a finos mecanismos reguladores. Mas
ain, un exceso de produccidn de ATP y NADPH puede ser diver
sificado, sin que llegue a pararse la maquinaria fotosintée
tica, merced al mecanismo de la fotorespiracidn, obviando
asi los inconvenientes derivados de aquel exceso y de esta
pirada. Finalmente, las envolturas del cloroplasto tienen
tales caracteristicas de permeabilidad que, sin llegar a -
permitir que se escapen aquellos cofactores y elementos ne
cesarios para la buena marcha del proceso fotosintético, -
toleran la salida y entrada de algunos intermediarios como
elementos transportadores del potencial energético y reduc

tor sintetizado.
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Herbicidas: Consideraciones generales.

El uso de herbicidas en Agricultura data sdlo de este si-
glo, y la proliferacidn de su empleo fue con posterioridad a -
la segunda guerra mundial. Anteriormente, la erradicacidn de -
las malas hierbas se efectuaba por procedimientos primitivos,
y aun hoy en las zonas poco desarrolladas la eliminacidn manual
de las mismas constituye una préctica comiin, junto con la rota
cidn de cultivps y la inspeccidn ocular de las semillas utili-
zadas en la siembra. Estos métodos no evitan el crecimiento si
multéneo de una mala hierba que haya logrado implantarse, lo -
que, unido al continue incremento del precio de la mano de =—-—
obra, obligd a la bilisqueda de una solucidn al problema. La lu-
cha bioldgica como arma alternativa ha sido también objeto de
consideracidn, desde el rudimentario procedimiento de hacer —-—
pastar ganado que muestre especial apetencia por las especies
no deseadas, hasta el uso de insectos fit6fagos, hongos, bacte
rias y virus contra las mismas. No qﬂstante, estos métodos tie
nen muy limitadas aplicaciones y, como bioldgicos, proporcio--

nan resultados muy desiguales.

Aunque la sal comin y algunos productos de desecho de la
agricultura e industria se aplicaban desde antiguo a los lados

de los caminos para evitar el nacimiento de vegetacidn, la pri



mera indicacidn del efecto tdxico de agentes quimicos sobre -
plantas no deseadas vino en 1896 cuando un agricultor francés
observd el ennegrecimiento que las hojas de mostaza comin (Si
papis arvensis) experimentaban al tratar las vides con caldo

bordelés, un agente usado contra el "mildiu".

Sin embargo, el primer herbicida usado expresamente para
controlar malas hierbas fué el DNOC en 1932, siendo el descu-
brimiento unos afios mas tarde de analogos quimicos de las hor
monas vegetales lo que contribuyd decisivamente a la exten—-—
sion del uso de estos agentes. Hitos ya posteriores fueron el
desarrollo de las fenilureas sustituidas y de los derivados -
triazinicos y, mas recientemente, el del paraquat. A lo largo
de este tiempo se han ido ensayando nuevas y nuevas estructu-
ras, hasta el punto que hoy aparecen catalogados como herbici
das mas de 200 compuestos de caracteristicas quimicas y fisi-
cas muy variadas. No obstante, a pesar que la extensidn del -
uso de herbicidas estd solucionando muchos problemas, parale-
lamente estan brotando en el plano agrondmico otros nuevos, -
con la aparicidn de estirpes y variedades cada vez mas resis-
tentes. Esto, derivado fundamentalmente de un desarrollo y em
pleo empirico de los herbicidas, esta obligando a un estudio
bdsico de los mismos a nivel bioquimico, fisioldgico y estruc
tural, de tal forma que un incremento en el conocimiento de —
los mismos conduzca a una mejora de su eficacia en el terreno
agrario, y a minimizar los efectos perjudiciales que en el am

bito de la ecologia, sanidad, etc., puedan introducir.

Estos estudios se estidn efectuando fundamentalmente en -
soja, guisante, cebada, etc., especies todas ellas faciles de

controlar en el laboratorio; ello no deja de ser una visiodn -



‘parcial del asunto, por cuanto ignora otras muchas de interés
econbmico, y margina la efectiyidad sobre aquellas malas hier
bag endémicas de la regidn, que se desean combatir. Motivo de
atencidn estd siendo la incidencia de los herbicidas sobre -
la composicidn quimica de la planta, sus intercambios gaseo——
sos con el medio ambiente, balance hidrico, regulacidn hormo-
nal del crecimiento, abscisidén de flor, fruto y hoja, perio--
dos de latencia, asimilacidn fotosint&tica de COy, metabolis-
mo intermediarieo, etc.; un punto de especial atencidn 1lo cons
tituye el efecto sobre la estructura tisular, celular y de --
los organulos subcelulares de los distintos Organos del vege-
tal, a lo cual estd prestando una decisiva ayuda la té&cnica -
de microscopia electrdnica. Paralelamente, se estdn estudian-
do los procesos de absorcidn y transporte de los herbicidas,
su degradacidn metabSlica, asi como las relaciones estructura-—
—-actividad. Magnificas revisiones sobre todos estos aspectos
han sido publicadas por Moreland (156), Frear y col. (157), -
Ashton y Crafts (158), Anderson y Thomson (159), Corbett (160),
Dodge (161), Geissbuhler y col. (162) y Audus (163).

El establecer criterios para upa clasificacidn de laog —
herbicipas actualmente descritos constituye una labor ardua,
dada la diversidad de los mismos. Dejando a un lado conceptos
de tipo empirico — como aquéllos que los dividen en herbici--—
das de "pre- y post-emergencia", en herbicidas de "contacto"
y "sistémicos", etc,—, dos criterios aparecen como los mas -
16gicos, segiin atiendan a Su mecanismo de accidn o a su natu-
raleza quimica. Aunque para la mayor parte de los herbicidas
se han observado efectos morfolégicos y fisioldgicos, no pue-
de resultar extrajo que, dada la complejidad del sistema so--

bre el que el herbicida v3 a actuar, s6lo se conozca el meca-
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nismo concreto de actuacidn en muy pocos casos. Por otro lado,
existe la dificultad de discernir entre efectos primarios o --
directos, y aquellos otros indirectos, ademds de la existencia
de herbicidas de efecto miltiple de acuerdo con su concentra--—
cidén. Asi, Moreland y col. (164) observaron que la mayor parte
de los herbicidas que inhiben la sintesis protéica y de RNA, -
lo hacen por interferir el metabolismo energético, impidiendo

la sintesis de ATP necesario para aquélla; por otro lado el --
diurdn, un clidsico bloqueador de la cadena fotosintética de —-
transporte electrdnico, exhibe a concentraciones mayores un --
efecto destructor del "pool" de carotenoides del cloroplasto,

1o que subsidiariamente conduce a una pérdida de clorofila —-—-
(165).

En realidad esta dificultad deriva de la pretensidn de es
tudiar una situacidn anormal en un contexto cuya situacidn nor
mal s6lo se conoce parcialmente. Van Overbeek (166) divide a -
lps herbicidas en aquéllos que interfieren el metabolismo hor-
monal de la planta, causando anormalidades en su crecimiento,

y los que inhiben de alguna forma el proceso fotosintético, ba -
s@ndose en que en estos dos grupos se pueden incluir la mayor

parte de los herbicidas en la &poca descritos. Por el contra—-—
rio, Moreland (156) los agrupa en modificadoresbde la activi--
dad respiratoria mitocondrial, inhibidores fotosinté@ticos y -

aquéllos que interfieren el metabolismo de los Acidos nucl@i--

cos y la sintesis protéica.

No menos dificultades entrana el establecimiento de una -
clasificacidn quimica, pues si se utiliza la agrupacidn quimi-
ca fundamental —en la que probablemente radique el efecto fi-

totdxico— como criterio clasificador, no es menos cierto que
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grupos funcionales secundarios pueden modificar b&sicamente -
las caracteristicas de solubilidad, volatilidad, etc., y a —-
través de un cambio en la capacidad de absoreidn modificar ra
dicalmente la susceptibilidad de la planta al herbicida en ~--
cuestidn. Sin embargo, en el estado actual de nuestros conoci
mientos, la estructura quimica constityye la {inica base racio
nal de agrupacidn de la extensa variedad de herbicidas exis—-
tentes. La clasificacidn de Brian (167) distingue primeramen-
te entre compuestos inorgdnicos y organicos, dividiendo estos

Gltimos en grandes familias: nitrofenoles y anilinas, &cidos

fenoxialquil carboxilicos de tipo hormonal, derivados de los

dcidos benzoico y fenilacético, &cidos haloalifiticos, amidas,
nitrilos, alquil- y aril~-carbamatos, ureas sustituidas, tio--
carbamatos, compuestos heterociclicos(diferenciando derivados

del bipiridilo, piridinaé, piridazinas, uracilos, triazinas y
de otra naturaleza—, tiocarbonatos, glicin-derivados, organo~
-arsenicales, aceites y un 4ltimo grupo de tipo misceldneo; en
la Tabla adjunta se hace una relacidn de los herbicidas mds —--

frecuentemente utilizados, con indicacidn de su estructura qui

mica.

TABLA

Clasificacidn de herbicidas atendiendo a su estructura quimica.

A) Compuestos inorganicos.
Sulfato ciiprico
Arsenito sb6dico
Clorato sd&dico

etc,
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B) Compuestos organicos.

1)

2)

3)

4)

5)

Nitrofenoles y anilinas.

DNOC 2-metil-4,6~dinitrofenol

Dinoseb 4,6-dinitro-2 sec.-butilfenol

Dinoterb 4,6-dinitro-2 ter.-butilfenol

Trifuralina 2,6-dinitro-NN-dipropil-4-
trifluoro-metilanilina

Nitralina 4—(metilsulfonil)-2,6-dinitro-

NN-dipropilanilina
etc .

Acidos fenoxialquil carboxilicos.

2,4-D  ac.2,4-diclorofenoxiacético

MCPA = dc.4-cloro-2-metilfenoxiacético
2,4-DP &c.a-(2,4-diclorofenoxi) propidnico

2,4-DB ac.y-(2,4~diclorofenoxi) butirico
etc .

Derivados de los &cidos benzoico y fenilacédtico.

2,3,6-TBA ac. 2,3,6-triclorobenzoico

Dicamba ac. 2-metoxi-3,6-diclorobenzoico
Fenac dc.2,3,6-triclorofenilacético
etc.

Acidos haloalifaticos.

Dalapdn a. 2,2-dicloropropidnico
etc.
Amidas.

Ry : -CH,~CH=CH,
Alidoclor Ry -—CI{Z—CH=C-12

R3 3 -CHZCl

OH
{ X
L
NHE
?
0 - Cli ~ (CH,) -COOH
|‘\j
Z
=-.H n=20
=-CH3 n=20
=-H n= 2
COOH CH2~COOH

A

@



R; 3~CgHg
Propactlor R2 :—CH(CHS)
R :—CH201

2
3
Ry
R1 ¢ -3,4-diclorofenil
Propanil R2 : -H
R3 H ,-CZH5

: -2,6-dietilfenil
Alaclor R2 - —CHZOCH

R3 : —CHZCl

3

etc.

6) Nitrilos,

Diclorobenil 2,6-diclorobenzonitrilo

R
l‘N\‘N

o
i

—--—-C--—-—--R3

CN

Bromoxinil 4-hidroxi-3,5-dibromobenzonitrilo [:t]

Ioxinil 4-hidroxi~3,5~diiodobenzonitrilo

etc.

7) Alquil- y aril-carbamatos.

R1 : terc.butil

Karbutilato R2 :-H NH-CO-N(CH3)2
Ry s
R1 - —C6H5 5
Profam R, :-H IS~
///
Ry : ~CH(CH,), R

R1 ¢ 3-clorofenil
Clorprofam R2 : H

R3 : wCH(CH3)2

0

I
N—C-—OR

3
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Barban

Fenmedifan

. 8)

12h

SWEP

etc.

3>: ~CH(CH

¢ 3-clorofenil
:=-H

3)2
:.3-metilfenil

:~-H '
-~ NH-COOCH
/A 3

¢ 3,4-diclorofenil
:~-H

:--CH3

Ureas sustituidas.

Monurdn

Diurdn

Me toxurdn

Cloroxurdn

Ry

B3

:=CH

¢ 4-clorofenil
:---CH3

:--CH3

¢ 3,4~diclorofenil

3

:-~CH3

3-clero—4—metoxifeni1
:=~CH
:--CH

3

y A

Sa el
:-CH v
:=CH

3
3 :

il
Ry -NH - C - Nr,



: 3,4-diclorofenil

Linuron R2 :--CH3

etc.
9) Tiocarbamatos y ditiocarbamatos.

t=C,H

1 377
EPTC R, :=C,H,
Ry #=Colig B AN
//,N—C-S—R3
R1 - -CH(CH3)2 R2
Dialato R2 : “CH(CH3)2
R3 : -CH2—CC1=CHC1
By & mOpH, Ry 1
Sulfalato R2 $ —CZHS R’/,.N-C-S—R3
R3 . ~CH2—CC1=CH2 2

etc.

10) Heterociclosbipiridflicos.

Diquat (dibromuro) [ZBr-]

+§ N+
CHZ = CHo
+ +
P di ~ - y
araquat (dicloruro) CH3 NN CH3 [2Cl]
ete.
11) Heterocida piridinicos,
OoH
Piriclor e1 ¢l
cl
N
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NH

2
Cl Ccl
Picloram
Ccl COOH
N
etc.
12) Heterociclos piridazinicos c1 0

Pirazon HZN-G

Hidrazida maleica 0= =0

etc.

13) Heterociclos pirimidinicos (uracilos).

o 3
Bromacil Br{ N—CH—CHZ-CH3
NH 0
c1 N-C(CHg) 3
Terbacil ]
H3C =0
NH
2 _CH,
: ; Br -
H4C =0
NH.
etc.

l4)Heterociclos triazinicos.

, R, :-Cl
Simazina R2 H —-NH--C2H5
R3 H —-NH—CZHS
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,Rl :=Cl
Atrazina R, 3 -NH—CZH5
Ry ¢ -NH-CH(CH,),
‘R
Ry :=Cl : 1
Propazina R, : —NH—CH(CH3)2 _ N N
R3 s TNH—CH(CH3)2 R2 R3
N
Rl :‘IOCH3
Simetdn R2 3 —NH—CZHS
R3 H -NH-—-CZH5
etc.
15) Heterociclos (miscel&neo). HN N

Amitrol @_ NHz

////CH\\ N

HyC ' CH-CQOH
Endotal | o
uzc\\\\l CH-COOH
CH
Bentranil
etc,

16) Tiocarton atos,

i i
Dimexan CH3Q -C-8§-s8-¢C - OCH3
17) Glicin-derivados. ‘ ﬁ) OH
_ Glisofata HOOC—CHz-NH—CHZ-P<::OH
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18) Organo-arsenicales.

.
Acido cacodiliceo As

19) Aceites.

20) Miscelaneo. (CH3)7CH\‘ E % -
, T Ur-s-(CHY) ,-NE-SAY )

Bensulida - s 2 | X /s
(LBB)ZCH g

Cuando un herbicida es aplicado a las partes adreas de la
planta, las hojas y, en menor grado, el tallo, constituyen el
punto de entrada en la misma. Andlogamente, y salvo casos de -
tratamientos de pre-emergencia en que la semilla y la plantula
que de ella brota pueden verse afectadas, la raiz es la via nor
mal de penetracidn cuando el herbicida se adiciona al suelo, -
Aunque entre ambos casos pueden existir marcadas diferencias —
seglin el grado de desarrollo de la planta y el tiempo de trata
miento, existen grandes similitudes en relacidn con las barre~
ras que el herbicida ha de vencer antes de incorporarse a la -
intimidad del vegetal. Estas barreras derivan de la propia mor-
fologia de la raiz y hoja — grado de desarrollo y orientacidn
de la suprficie foliar, profundidad y divisidn de los pelos ra-
diculares, etc.—, de la existencia de un epitelio cuticular en
ambos, y de la presencia de estructuras especiales tanto en la
hoja (estomas, tricomas, nerviaciones) como en la raiz (capa su
berificada). El epitelio cuticular constituye la barrera princi
pal, estando formada por una cuticula superficial o "cutina" de
naturaleza cérea, que recubre una capa de células epidérmicas;
entre ambas aparece frecuentemente una regidn rica en pectinas.

Las ceras cuticulares son 8steres de Acidos grasos hidroxilados



o no, con alcoholes de peso molecular elevado, constituyendo -
una malla tridimensional que sustenta agrupaciones polares y -
apolares y que, en consecuencia, exhibe propiedades hidro y 1i
pofilicas, comportandose paralelamente como un cambiador catﬁi

nico de naturaleza acida debil (168).

El proceso de penetracidn de un herbicida sigue la siguien
te secuencia de acontecimientos: absorcidn por la cuticula, —-
progresidn a través de ella, desabsorcidn, y penetracidn en la
capa celular subyacente. Esto tiene lugar, en herbicidas aplica
dos en solucifn pulverizada, a una tasa inicialmente ripida que
decrece con el tiempo, lo que ;e debe no tanto a una disminu---
cidén de la conceﬁtragi6n externa como a una evaporacion del di-
solvente (169). Por supuesto que la naturaleza del herbicida in
fluye en la cinética, de tal forma que un cardcter higroscdpico,
humectante o tensiocactivo acelerar3d el proceso de absorcidon; 1la
adicidén de agentes tensioactivos a las formulaciones de herbici
das persigue aumentar la superficie de contacto de &stos con la
zona de aplicacifn, ademds de un probable efecto solubilizador
de las ceras cuticulares (170). En el caso de la absorcidn radi
cular el problema se complica por la existencia de una capa ex-
terior mds o menos suberificada; no obstante, la zona mas pr6§i
ma a la cofia muestra un xilema suficientemente diferenciado pa
ra ser funcional, existiendo entre las c&lulas epiteliales un -
llamado "espacio libre' al cual difunden en un primer estadio -
las moléculas que van a ser absorbidas. El pase final a través
del "plasmalema', y el subsiguiente acimulo celular, es un pro-

cesp que requiere energia y que estd alin poco dilucidado.

La concentracifn de herbicidas 18gicamente aumenta la tasa

de absorcidn, siempre gque no se sobrepasen aquéllas en que ya -
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se manifieste un efecto fitotdxico local sobre la planta. Fac-
tores ambientales, como la temperatura, grado de humedad, pH -
del medio, etc., ejercen también una patente influencia; la --
iluminacidn favorece generalmente la absorcion foliar de un --
herbicida, salvo casos en que tenga lugar una fotodegradacidn
(171). Esto se debe a una mayor apertura de los estomas y cons
tituye la causa de que el envés de la hoja muestre, por conte-
ner mayor nimero de ellos, una superior tasa de absorcidn; por
" otro lado, las células que rodean los estomas poseen una capa

cuticular mas ténue, constituyendo asi puntcs de facil permea-

bilidad.

Desde un punto de vista de la efectividad, la traslocacidn
de un herbicida desde la hoja, via floema, o desde la raiz, —--
via xilema, a los restantes lugares de la planta constituye un
punto crucial que, en lo posible, interesa potenciar. Salvo un
potente efecto de "contacto'", la aplicacidon de un herbicida —--—
afecta sdlo a una parte reducida del vegetal, y dificilmente -
cabe esperar de ello una accidn definitiva sobre su viabilidad.
Puesto que el transporte de un herbicida se efectiia por 1la mis
ma corriente que el de otros solutos metabdlicos de la planta,
conviene atemperar los tratamientos con las etapas fisioldgicas
mas adecuadas de la misma. Asi, las hojas j6venes constituyen
una zona de demanda de asimilados, mientras que las maduras —-
son ya exportadoras de los mismos (172); en consecuencia, la -
diseminacion de un herbicida administrado por via foliar sera
mucho mas efectiva aplicado a &stas que a aquéllas. Por otro -
lado, las hojas cercanas a la base de la planta exportan asimi
lados fundamentalmente a la raiz, mientras que las de la mitad

superior lo hacen a las partes agreas del vegetal.
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La mayor parte de los estudios de traslocacidn de herbici
das se han hecho utilizando moléculas marcadas, especialmente
1%C, seguido de un andlisis autorradiogrdfico o una medida --—-
cuantitativa del material traslocadq, con o sin previo aisla--
miento. Sin embargo, el seguimiento de la suerte de un herbici
da a través de la radigactividad emitida por upno o mids &tomos
de su mglécula exige una interpretacidn cuidadosa, por la posi
bilidad de una degradacion metabdlica del mismo o conjugacidn

con otros compuestos. En estos casos un an3lisis quimico para-

lelo seré ineludible.

Evidentemente todas las implicaciones derivadas del proce
so de absorcidn y traslocacidn desaparecen cuando se analiza -
el efecto de herbicidas a nivel de c€lulas u organulos subcel&
lares, y m3s aun cuando se trata de experiencias con prepara--
dos enzimaticos purificados, pufs en aquellos casos aln exis—-
ten las barreras de la pared celular y/o envoltura del orgénu-
lo en cuestidn, Este distanciamiento del contexto mas real de
la planta completa, puede verse compensado cuando se trata de
analizar el mecanismo de accidn en unas condiciones en que el
manejo de concentraciones definidas de herbicida — la llamada
"concentracidén actual"—, y la ausencia de productos colatera-
les de degradacidn puedan ser criticas. La existencia de un 15
mite superior de la "concentracidn actual" para herbicidas que
poseen pn mecanismo especifico de actuacidn ha sido objeto de
amplia controversia, hahiéndose indicado que efectos que apa—-—
recen s8lo con una "concentracidn actyal" muy por encima de --

10 uM, resulta dudoso que puedan deberse a un solo mecanismo -

primario de accidn (173).

La degradacidn de un herbicida hay que contemplarla en una
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doble vertiente: fuera y dentro de la planta. En el primer ca-
so puede tener un origen no bioldgico, como la fotodegradacidn
antes mencionada, y la que puede tener en el suelo como conse-
cuencia de la accidn catalitica que las particulas de arcilla

pueden ejercer sobre las moléculas a ellas absorbidas (174). -
Una degradacidn biol8gica ajena al vegetal procede fundamental
mente de la fauna y flora microbianas del suelo, las cuales, -
en contrapartida pueden verse seriamente afectadas por el tra-
tamiento, con las implicaciaones que ello puede tener en el pla
no del equilibrio ecoldgico del suelo y en las condiciones de

fertilidad del mismo (175, 176).

Sin embargo, tiene mucha mayor incidencia la degradacidn
por la propia planta, siendo muy rudimentaria la informacidn -
que actualmente se tiene sobre la historia metabdlica de la ma
yor parte de los herbicidas en uso. La enzimologia de la degra
dacidn puede decirse que se encuentra en su infancia, a pesar
de la enorme importancia que este problema puede tener, no sd-
lo a nivel de mecanismo de accidn, sino también de la perdura-
bilidad de estos residuos en la cadena alimenticia del hombre.
Los escasos estudios metabdlicos hasta ahora efectuados — gene
ralmente utilizando moléculas marcadas con 14C-—-, muestran que
las rutas habituales son: una conjugacidn con otros componen-—-—
tes de la planta, bien directa o con productos de descomposi-—-
cidn del herbicida, o una degradacidn parcial o total mediante

reacciones hidroliticas y de 6xido-reduccidn.

Dentro de una misma planta los distintos &rganos, tejidos,
c€lulas y alin orginulos subcelulares no reaccionan de una for—
ma aniloga a un tratamiento por un mismo herbicida, y aun la -

susceptibilidad dependera de la época de aplicacién. No debe -



resultar entonces sorprendente que distintas especies puedan -
exhibir un comportamiento basicamente diferente, comc consecuen
cia de distinto comportamiento respecto a la absorcidn, trans-
porte, metabolismo o mecanismo de accidn del herbicida emplea-
do, Asi, la simazina resulta tolerante para el algoddn y maiz,
y tdoxica para el trigo, a pesar de que los tres presentan nive
les de absorcidn paralelos; sin embargo, ha podido comprcbarse
que el algoddn acumula los derivados triazinicos en las gléndu
las oleaginosas de la hoja, mientras que el maiz exhibe parti-
culares rutas de degradacidn metabdlica de los mismos, que de
esa forma no pueden alcanzar su luéar de actuacidn en el cloro

plasto (177).

Por otro lado, pequenas modificaciones, a primera vista -
triviales, en la estructura quimica de herbicidas son a veces
basicas en lo que a su selectividad frente a distintas especies
se refiere, El1 2,4-D (3cido 2,4~-diclorofenoxiacético) se usa -
para proteger cosechas de cereales frente a malas hierbas del
grupo de las dicotileddneas; por el contrario, el 2,4-DB (Zcido
Y-2,4-diclorofenoxibutirico), un homdlogo superior del anterior,
presenta una accidn mas selectiva frente a las dicotileddneas,
pudiendo usarse en cultivos de leguminosas. Estudios metabdli-
cos demostraron que la accidn herbicida hormonal reside en el
2,4-D, y que el efecto del 2,4-DB y otros homSlogos de un nﬁqg
ro par de dtomos de carbono en la cadena lateral, sdlo se mani
fiesta en aquellas especies que poseen un mecanismo de B-oxida
cidén de la misma, que conduce a la liberacidén final de 2,4-D -
(178); €sto quedd corroborado por la atoxicidad de los homdlo-
gos con una cadena normal, no ramificada, de un niimero impar -

de atomos de carbono.
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De lo dicho se desprende que el poder fitotdxico estd vin
culado fundamentalmente a la particular estructura quimica de
cada herbicida, mientras que la resistencia al mismo depende -
de circunstancias inherentes a la propia planta, siendo ambos
factores los que deciden la idoneidad de un herbicida frente a

un cultivo determinado con su cohorte de malas hierbas.

Un caso particular de selectividad es el ya comentado de
resistencia de determinados biotipos de una especie considera-
da susceptible. Este fendmeno ha sido descrito con herbicidas
de estructura tan diferente como el dalapdn (acido haloalifati
co), 2,4-D (&cido fenoxialquil carboxilico), sidurdn (urea sus
tituida), barban (aril-carbamato) y atrazina (heterociclo tria
zinico), y en la mayor parte de los casos se vincula a modifi-
caciones de la tasa de absorcidn, transporte o metabolismo, de
tal forma que puede quedar muy disminuida la concentracidn que
alcanza el lugar de actuacidn. Se considera que es un fendmeno
de resistencia derivado del uso repetido de un mismo herbicida
frente a un mismo cultivo (179), y como solucidn al mismo se -
ha sugerido la rotacidn de cultivos, cambio del herbicida, o -

ambas cosas a la vez. No obstante, en algunos casos se han en

contrado niveles andlogos de herbicida en el propio lugar de -
actuacidén del mismo, por lo que la resistencia de algln bioti-
po resulta ineludible vincularla a una modificacidn del proce-
so bioquimico interferido; asi, la resistencia de algunas es—-
tirpes de Chenopodium album a la atrazina y diurdn parece resi
dir en un cambio en algunos constituyentes del Fotosistema II

de la cadena de transporte fotosintético, como se ha comproba-

do en experiencias "in vitro" con cloroplastos aislados (180).

Ademds de su empleo en la préactica agrondmica, los herbi-

cidas encuentran aplicacidn en la eliminacidn de vegetacidn en

134



suelos destinados a usos no agrarios, mantenimiento de lindes
de carreteras en zonas tropicales, etc.., Como defoliantes, se
emplean en tratamientos previos a la recoleccidn mecdnica de

algunas cosechas, como el algoddn, en que una abundante pobla
cidn foliar puede dificultar dicha qperacién. También es fre-
Cuente someter em los viveros forestales a un tratamiento de-
foliante plantones de drboles que van a sufrir un almacenaje

0 transporte prolongado, como medio de evitar grandes pérdi--
das de humedad y la implantacién de plagas foliares (181) .Des
de un punto de vista sanitario la defoliacidn ayuda a la erra
dicacidn de insectos que, como la mosca tsé-tsé, encuentran -
en los hdbitats hmedos y umbrios de los bosques tropicales -
un lugar iddneo de vida. Finalmente, la defoliacién se ha con
vertido en una prictica comin en las operaciones bé&licas en -
las regiones tropicales, aunque en estos casos los tratamien-
tos acostumbran 3 ser tan enérgicos que lo que se consigue es
mas bien una erradicacidn de la vegetacidn. En contrapartida

a los defoliantes, que provocan la abscisidn de la hoja, los

desecantes son herbicidas de contacto cuya aplicacidn produce
una rapida pérdida de humedad de la misma, seguida de su desa

paricidén y, frecuentemente, la muerte de la planta completa.

La contaminacidn alimentaria derivada del uso cada vez -
mds extendido de los herbicidas, y de los pesticidas en gene-
ral, est3 alcanzando una dimensidn preocupante, y en tal sen-
tido las legislaciones de los distintos paises estan fijando
l1imites de toleranecia a su presencia en los alimentos de ori-
gen vegetal. Por otro lado, la contaminaci6n ambiental, espe-
cialmente de las aguas fluviales y marinas, por pesticidas si
gue un ritmo creciente, y puesto que muchos herbicidas son —-

también activos frente a las algas, y acumulados por ellas, -
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ro resulta aventurado prever un posible desequilibrio del fito
plankton marino. En tal sentido es demostrativo que en las cos
tas atlanticas de Estados Unidos el nivel de algunos pestici--
das haya alcanzado concentraciones de 0.05 ppb, y sea ya de 40
prb en el propio fitoplankton (182). De ahi la importancia del
conocimiento de la biodegradabilidad de los herbicidas dentro

y fuera de la planta, y a la vista de ello determinar su mayor

- - - . - - .
0 menor inocuidad respecto a la contaminacidn ecoldgica.

De todo lo expuesto se deduce la necesidad de bisqueda de
nuevos herbicidas que, en la medida de lo posible, mejoren su
efectividad y selectividad, eviten el problema de la aparicidn
de biotipos resistentes, y reduzcan al minimo los problemas sa
nitarios y ecoldgicos derivados de la contaminacidn ambiental.
El desarrollo de nuevos compuestos es una operacidn muy tedio-
a y costosa, lo que se comprende si contemplamos que en las -
pasadas cuatro décadas un minimo de un millén de posibles can-
didatos a pesticidas han sido testados, de los que sdlo unos -
600 han gozado de tratamiento comercial (183), relacidn que se
vd haciendo cada vez mas desfavorable a consecuencia de unas —
exigencias legislativas mas y mas rigurosas; este incremento -
en costes ha derivado a que s0lo se atiendan las necesidades —
de mejora de cultivos de gran mercado, y se hayan abandonado -

la proteccidn de los que sdlo afectan a Areas reducidas.

Tres distintos métodos pueden seguirse para el desarrollo
de nuevos herbicidas. En el llamado "método empirico" nuevos -
compuestos de propiedades imprevisibles son ensayados frente a
determinados cultivos; a pesar de su total ausencia de base ——
cientifica, estd muy extendido en la industria y a €l se debe

el descubrimiento en el pasado de los herbicidas mas significa
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ios. E1 "método imitativo" intenta conseguir compuestos m3s --
efectivos o de nuevas caracteristicas introduciendo modifica--
ciones, generalmente secundarias, a estructuras quimicas basi-
cas de cuya efectividad se tiene ya constancia; aunque actual-
mente este procedimiento sigue ya unas bases cientifices, en -
el pasado ha constituido una especie de "ruleta molecular" con
la que, ademis, se obviaba la existencia de patentes ya regis—
tradgs. Finalmente, el '"método racional" conlleva un estudio -
Aprevio de la fisiologia y bioquimica vegetal, a fin de estzble
cer diferencias entre los procesos metab8licos que tieren Ju—-—
gar en la planta objeto de cultivo y las malas hierbas que con
ella puedan convivir y, sobre esta base, hacer un diseno de la
estructura molecular adecuada (184). De acuerdo con este TGlti-
mo método los ensayos de efectividad de un nuevo herbicida de=
beran injciarse con experiencias "in vitro'" frente a prepara--—
dos enzimadticos purificados, orginulos subcelulares y/o teji-—-—
dos u Grganos aislados. Posteriormente, las experiencias habran
de extenderse a plantas completas, seleccionando especies sig—
nificadas de acuerdo con las claves ya establecidas de posibles
coexistencias. Esta conjuncidn de ensayos "in vitro" e "in vi-
vo" evitard rechazar estructuras que siendo efectivas en &stos
no lo son en aquéllos por razones de absorcidn, traslocacidn,
etc,, a lo mejor subsanables con modificaciones secundarias. -
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