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Fotosintesis:

La asimilacion de CO, y sintesis de aziicares en las plantas

Liliana Cardemil

INTRODUCCION

Las plantas fijan anualmente 10** toneladas de CO,. Un 40 % de esta fijacion ocurre en ecosistemas
acuaticos y otro 60 % ocurre en los ecosistemas terrestres. Los ecosistemas de bosques y selvas
son los principales contribuyentes fotosintéticos, a estos se les consideran “los grandes pulmones
de la tierra” puesto que entregan O, junto con asimilar CO.,.

Como las plantas hacen esta fijacidon fue el gran objetivo que tuvieron los fisidlogos vegetales en la
primera mitad del siglo XX, llegando al consenso que las plantas usan la luz para la sintesis de poder
reductor en forma de NADPH y de energia de enlace quimico en forma de ATP, y que ambos son
usados para la asimilacion del carbono.

Histéricamente no fue facil deducir la via de fijacion de CO, ya que las hojas de plantas son
anatomicamente muy complejas. Tienen varias capas de células con cloroplastos, muchos
cloroplastos por células (aproximadamente de 50-100) y por lo tanto, técnicamente es muy dificil
sincronizar este sistema tan complejo, de manera que todos los cloroplastos de la hoja o incluso
todos los cloroplastos de una sola célula pudieran iniciar al mismo tiempo las reacciones
enzimaticas que implica la asimilacion de CO.,.

Fue la genialidad de Melvin Calvin, la que junto a la de otros investigadores como Andrew Benson y
James A. Bassham, lo que hizo posible descifrar la via metabodlica por medio de la cual el cloroplasto
fija CO, y sintetiza azlUcares (Benson, 1950). Para este estudio, ellos decidieron no tomar una hoja
de planta, sino organismos fotosintéticos unicelulares que poseen un uUnico gran cloroplasto por
célula. El alga unicelular utilizada fue Chlorella pyrineidosa o la cianobacteria Scenedesmus sp.
que tiene la estructura de un cloroplasto.

Para esto, construyeron una camara de incubacién donde las células de estas algas podian ubicarse
en una sola capa de células en un tubo capilar (Fig. 1). Las células en el capilar eran colocadas en la
oscuridad, a las que se les hacia llegar luz y CO, marcado con **C por breves periodos de tiempo, tan
corto como un segundo. La luz sincronizé a los cloroplastos de esta capa unicelular y todos ellos
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Fig. 1. Enfoque metodoldgico de Melvin Calvin y colaboradores para determinar las secuencias de las
reacciones que ocurren en la asimilacion de CO2 por el organismo fotosintetizador. La secuencia fue
estudiada desde la primera reaccion hasta la sintesis de azlcares y recuperacién del sustrato. A. Muestra un
diagrama de una retorta con un tubo capilar donde ubicé a las células de Chlorella pyrineidosa en una sola
capa de manera que todos los cloroplastos de las células (cada célula tiene un solo cloroplasto) recibieran la
misma cantidad de luz y al mismo tiempo. Por el tubo superior se hacia llegar **CO, por el breve tiempo en que
entregaba la luz (tan corto como 1 segundo), y luego se lavaba con CO, frio (experimento de pulso y lavado). El
matraz contiene metanol a 70°C donde Calvin dejaba caer las células para detener las reacciones. El metanol
ademas extraia los compuestos sintetizados. B. Muestra tres cromatografias bidimensionales en papel a
diferentes tiempos de iluminacion. Los compuestos fueron identificados en el papel por revelado con una placa
fotografica de las manchas dejadas por lo compuestos radioactivos.

comenzaron a asimilar CO, al mismo tiempo que se encendia la luz. Después de la breve
incubacion de 'CO,, cortaban el suministro de “CO, y lo reemplazaron por CO, frio. Los
experimentos realizados en esta forma (incubacién con *CO, seguida de incubacién con CO, frio),
se denominan experimentos de pulso y lavado. Esta metodologia permitié entender la secuencia
temporal en que se marcaban los compuestos con radioactividad. Luego, las reacciones
enzimaticas eran detenidas dejando caer a las células en el metanol a 70C, solvente que también
extrae los azlcares y compuestos organicos que se sintetizan. Los compuestos extraidos con el
metanol a 70C fueron analizados por cromatografia bidimensional en papel. Los compuestos
retenidos por el papel eran visualizados por impresion de una placa fotografica (autoradiografia),
gracias a la radioactividad que ellos contenian (Fig. 1).

Calvin y colaboradores deducen que un acido de tres atomos de carbono es el primer
compuesto que se sintetiza en la fijacién de CO,

Realizando estos experimentos de pulso y caza en estas algas unicelulares sincronizadas por luzy
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dando CO, radioactivo por muy cortos tiempos, Calvin llegé a la conclusién que el primer
compuesto sintetizado era el acido 3 fosfoglicérico (3-PGA), molécula que posee tres atomos de
carbono.

Siguiendo la cinética de marcacién por radioactividad, Calvin y su grupo pudieron comprobar que el
3-PGA era el primer precursor de la sintesis de sacarosa ya que en el tiempo, a medida que este
compuesto perdia radioactividad, ésta aparecia en la sacarosa (Fig. 2A).

§ A A B
L]
b y Luz Oscuridad
i
% Sacarosa ‘g
Q Q
c ©
o k=
E: o
S e
; ) PGA
u U
o
= PGA
L]
(v'a
- ———— - - -
Tiempo Tiempo

Fig. 2. Experimentos de Calvin y colaboradores que confirmaron que el dcido 3-fosfoglicérico (3-PGA) es el
precursor de la sintesis de sacarosa y el primer compuesto estable sintetizado. A. Cinética de decaimiento de
la radiactividad contenida en el 3-PGA y aumento de esta radioactividad en la sacarosa. Ambas curvas tienen
la misma pendiente. B. Muestra un experimento de Calvin y su grupo donde cortaron la luz después de un
breve tiempo de exposicidn. El Unico compuesto que se acumula en estas circunstancias es el 3-PGA, lo que
demuestra que efectivamente este es el primer compuesto estable sintetizado. La radioactividad de la 1,5-
RuUBP cae a cero, lo que indico a Calvin que posiblemente esta azlcar es el sustrato que recibe al CO, en la
primera reaccion.

Calvin y su grupo verificaron que el primer compuesto sintetizado era efectivamente el 3-PGA. Para
ello, en otro experimento dieron luz a las células al mismo tiempo que hacian llegar **CO, por un
corto tiempo y apagaron la luz repentinamente ya que en los experimento previos Calvin habia
llegado a la conclusion que las enzimas que catalizaban estas reacciones eran todas activadas por
la luz. Por lo tanto, se postuld que al cortar la luz después de un corto tiempo sélo la primera enzima
alcanzaria a actuar y el compuesto que se acumularia seria el 3-PGA. Sin estar las otras enzimas
activas, el 3-PGA no puede ser transformado a los compuestos que se sintetizan posteriormente a
partir de él y por lo tanto, se acumularia. Efectivamente, el Unico compuesto acumulado en el
tiempo fue el 3-PGA (Fig. 2B).

Calvin y colaboradores determinaron que una azucar de cinco atomos de carbono recibe
al CO, vy es el sustrato aportado porla planta

La otra pregunta que intrigd a este grupo de investigadores fue establecer que compuesto era el
que recibia al CO, para formar el 3-PGA. La sospecha habia recaido en una azucar de 5 dtomos de
carbono que eslaribulosa 1,5 difosfato (1,5 RuBP), ya que en esta azlcar la radioactividad caiaa 0,
cuando la luz se cortaba repentinamente tal como ocurre en el experimento de la Figura 3. Por esta
razon ellos realizaron otro experimento de pulso y lavado usando **CO, por un periodo mas largo,
lavando con CO, vy luego cortaron repentinamente el suministro de CO,. En este caso al cortar el
suministro de CO,, la primera enzima que es la que fija el CO,, no puede actuar ya que el CO, es el
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Fig. 3. Experimento de Calvin y colaboradores que identificd la 1,5 ribulosa bifosfato (1,5-RuBP) como el
sustrato que recibe el CO2 para formar dos moléculas de 3-PGA. En este experimento Calvin mantuvo el CO,
radioactivo por un corto tiempo y luego cortd repentinamente el suministro del CO, lo que trajo como
consecuencia la acumulacién de la 1,5-RuBP ya que no existiendo el otro sustrato, la 1,5 RuBP no puede entrar
en la reaccidon y se acumula El 3-PGA cae a cero porque no se puede sintetizar sin CO,.

sustrato y éste no esta disponible. El segundo sustrato de esta enzima y que es el que recibe al
CO, tiende a acumularse porque no puede entrar en la reaccion enzimatica por estar ausente el CO,
(Fig. 3). Efectivamente, el compuesto acumulado al cortar el suministro de CO, fuela 1,5 RuBP.

Calvin y colaboradores postularon que un compuesto inestable de 6 atomos de carbono
posiblemente se forma en el sitio activo de la enzima

Todos estos resultados llevaron a Calvin a postular que posiblemente un compuesto de seis atomos
de carbono se formada en el seno de la enzima, compuesto que seguramente era inestable y se
descomponia formando dos moléculas de 3-PGA. Siendo la 1,5 RuBP una azlcar de 5 atomos de
carbono debia recibir a una molécula de CO, lo que haria una molécula de 6 atomos de carbono, que
casi instantaneamente daria origen a dos moléculas de 3 atomos de carbono, es decir, 2 moléculas
de 3-PGA (Fig. 4). De ser asi, solo una molécula de las dos moléculas de 3-PGA que se sintetizan se
marcaria con **CO,. Efectivamente se comprobd que en el primer ciclo sélo la mitad de las moléculas
de 3-PGA se marcan radioactivamente.
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Fig. 4. Compuesto de 6 dtomos de carbono, intermediario inestable que se forma en el seno de la enzima
Rubisco. El 2 "-carboxi-3-keto-d-arabinitol-1,5-bifosfato fue postulado por Calvin como el primer compuesto
sintetizado en este ciclo, ya que siendo la 1,5 RuBP una azucar de 5 atomos de carbono y el 3-PGA un
compuesto de 3 atomos de carbonos y siendo 2 las moléculas de 3-PGA que se sintetizan en la primera
reaccién, era facil predecir que este compuesto de 6 dtomos de carbono se formaba en el seno catalitico de la
enzima. La presencia de este compuesto fue verificada por cristalografia de rayos X y por resonancia
magnética nuclear de 5 g de enzima pura que fue incubada con los sustratos por 20 milisegundos y después
detenida la reaccion por muerte de la enzima (Andersson y col. 1989).



CARDEMIL XX

de que efectivamente se forma este compuesto de 6 atomos de carbono inestable en el seno de la
enzima la realizaron muchos afios después. Investigadores de la Dupont Chemical Company,
liderados por George Lorimer (Andersson y col. 1989). Para esto, ellos purificaron la enzima
Ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa, llamada también Rubisco. Luego tomaron 5 gramos de enzima
pura y le hicieron llegar 'CO, y 1,5 RuBP e incubaron la enzima con los sustratos por 20
milisegundos. Después de este pequeiiisimo tiempo de incubacién, denaturaron los 5 gramos de
enzima pura y analizaron los productos obtenidos por resonancia magnética nuclear y
cristalografia de rayos X. Ellos pudieron comprobar la formacion del compuesto inestable de 6
atomos de carbono en el seno de la enzima que resultd ser el 2'-carboxi-3-keto-d-arabinitol-1,5-
bisfosfato.

La mayoria de las reacciones que se inician con la sintesis del 3-PGA conducen a la
recuperacion del sustrato de 5-carbonos

Los experimentos de pulso y lavado de Calvin permitieron dilucidar toda la via de asimilacion de CO,
porla planta. En estas reacciones (cada una de ellas catalizada por una enzima especifica), se gasta
ATP y NADPH, los dos compuestos productos finales de la transformacion de la energia luminosa en
energia de enlace quimico por el cloroplasto. De estas reacciones, sélo las primeras reacciones
estan destinadas a producir azlUcares de 6 atomos de carbono. Un tercio de estas primeras
reacciones va a la sintesis de sacarosa. Los otros dos tercios van a recuperar la 1,5 RuBP. De
manera que las reacciones en su conjunto constituyen un ciclo, ya que en la primera reaccion se
gasta 1,5 RuBP y al final del ciclo se recupera este compuesto en la misma cantidad que se gasté.
Por esta razon, todas estas reacciones constituyen el denominado ciclo de Calvin-Benson.

El ciclo se puede dividir en tres etapas (Fig. 5): a) Etapa de carboxilacion, b) Etapa de reduccidn, y
c) Etapa de regeneracion. Note que la etapa 3 es lamaslargay lleva a la recuperacién de 1,5 RuBP.

Ribulosa 1§
bifosfato

Carboxilacion

Recuperacion

Reduccion

Fig. 5. Etapas del Ciclo de Calvin-Benson. Se puede apreciar el ciclo comprende tres etapas. En la segunda
etapa se gasta 2/3 del ATP total que el ciclo requiere y todo el poder reductor en forma de NADPH. En la ultima
reaccion de la etapa de recuperacion se gasta el resto del ATP, 1/3 del total.

Etapa de carboxilacion. La primera etapa de carboxilacion comprende la reaccidon de
carboxilacion y es catalizada por la Rubisco. Esta es la enzima mas abundante del cloroplasto y
probablemente la enzima mas abundante de la biosfera. Se activa por la luz tomando los dos
sustratos, 1,5 RuBP y CO,, los que une formando el compuesto inestable de 6 atomos de carbono
que es el 2'-carboxi-3-keto-d-arabinitol-1,5-bifosfato (Fig. 4). Como es inestable, el intermediario
se desdobla inmediatamente en dos moléculas de 3-PGA. De las dos moléculas que se forman
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cuando se da un pulso de **CO, seguido de lavado con CO,, s6lo una molécula de 3PGA sintetizada
es radioactiva (Fig. 4y 6).
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Fig. 6. Ciclo de Calvin-Benson. La figura muestra todas las reacciones del ciclo y la estequiometria de estas
reacciones considerando que en el ciclo entran en reacciéon 6 moléculas de 1,5 RuBP y 6 moléculas de CO.. Las
tres etapas del ciclo estan marcadas con diferentes tonos de grises. La etapa de carboxilacién es gris oscuro,
la etapa de reduccidon es blanca y la etapa de regeneracién del sustrato es gris claro. Las enzimas estan
identificadas para cada reaccion.

Etapa de reduccion. La segunda etapa comprende la fosforilacion del 3-PGA a acido 1,3
difosfoglicérico (1,3-PGA) por medio de una kinasa y con gasto de ATP. Inmediatamente el 1,3-PGA
es reducido por la enzima gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa quien usa el NADPH como
agente reductor para dar 3-fosfo-gliceraldehido (3-GAP). Asi, parte del ATP y el NADPH sintetizados
en la reacciones de transformacién de la luz en energia de enlace quimico son gastados en las dos
primeras reacciones (Fig. 6).

Etapa de regeneracion. A esta reaccion le sigue la isomerizacion de parte de las moléculas de 3-
GAP sintetizadas a dihidroxiacetona fosfato (DHAP). En la proxima reaccion una molécula de 3-GAP
y una de DHAP se condensan por accién de una aldolasa para entregar el primer compuesto de 6
carbonos que es la fructosa 1,6 difosfato (1,6-FruDP). Esta se defosforila por accién de una
fosfatasa para dar una molécula fructosa 6 fosfato (6-FruP). Si en el ciclo entran 6 moléculas de
1,5-RuBP y 6 moléculas de CO, se formaran 3 moléculas de 1,6-FruBP y subsecuentemente 3
moléculas de 6-FruP. Sin embargo, la ganancia en Fru-6P que va a la sintesis de sacarosa es solo de
una molécula. Los otras dos Fru-6P siguen el ciclo y van a recuperarala 1,5- RuBP (Fig. 6).

Si se analizan las reacciones que ocurren hasta la formacion de 6-FruP y las enzimas que las
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catalizan, ellas nos recuerdan a la reacciones de la glicdlisis, sélo que la secuencia de estas
reacciones son en la direccién contraria.

Las reacciones que ocurren a continuacién son reacciones Unicas del Ciclo de Calvin-Benson y
muchas de ellas catalizadas por enzimas que sélo se encuentran en las cianobacterias y plantas.

Asi, las dos moléculas de 6-FruP que van a la recuperacion de la 1,5-RuBP, entran en reaccion con 2
moléculas de 3-GAP catalizada por una transketolasa, para dar dos moléculas de azlcares de 5
atomos de carbono que son de xilulosa 5 bifosfato (5-XuP) y dos moléculas de 4 atomos de
carbono, que son de eritrosa 4 fosfato (4-EriP). Las dos moléculas de 4-EriP reaccionan cada una
con una molécula de DHAP para dar dos moléculas de seudoheptulosa 1,7 difosfato, azicar de 7
atomos de carbono (1,7-ShepBP). Esta reaccion es catalizada por una aldolasa que sdlo participa
en este ciclo.

La 1,7-ShepBP se defosforila por accidon de una fosfatasa a seudoheptulosa 7 fosfato (7-ShepP),
formandose dos moléculas de esta azlcar que posteriormente reacciona con dos moléculas de 3-
GAP para dar dos moléculas de 5 atomos de carbono: una de ribosa 5 fosfato (5-RiP) y otra de
xilulosa 5 fosfato (5-XuP).

Las dos moléculas de 5-RiP que se forman son transformadas a dos moléculas de ribulosa 5-fosfato
(5-RuP) por accién de una isomerasa, mientras que las 2 moléculas de 5-XuP son transformadas a
5-RuUP por accién de una epimerasa.

Como anteriormente se habian formado otras dos moléculas de 5-XuP en la reaccién de 6-FruP con
la 3-GAP, son 4 las moléculas de 5-XuP que forman 5-RuP. Asi en el ciclo se forman 6 moléculas de
5-RuB. Estas 6 moléculas de 5-RuP se fosforilan par accién de una kinasa a 1,5-RuBP. En esta
reaccion se vuelve a gastar ATP proveniente de la fase clara de la fotosintesis para dar 6 moléculas
de 1,5-RuBP. Recordemos que en el ciclo de Calvin-Benson se inicié con 6 moléculas de 1,5-RuBP y
6 moléculas de CO,, por lo tanto, se recuperan estas 6 moléculas de sustrato.

Todas las enzimas del Ciclo son activadas porlaluz

Muy pronto después que los primeros compuestos sintetizados fueron identificados, Calvin vy
colaboradores llegaron a la conclusiéon que las enzimas que catalizaban cada reaccion eran
activadas por la luz. Por esta razén, en los experimentos para ratificar que el primer compuesto
sintetizado era el 3-PGA, los investigadores cortaron la luz después de entregar **CO,. El compuesto
acumulado era el 3-PGA, puesto que solo alcanzaba a actuar la Rubisco y el resto de las enzimas del
ciclo seinactivaban por falta de luz.

Sin embargo, la Rubisco (ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa), que es la primera enzima del ciclo de
Calvin-Benson, se activa por la luz por un mecanismo diferente al de activacién del resto de las
enzimas del ciclo.

En la activacion de la Rubisco hay dos etapas: En la primera etapa una enzima, la activasa que se
activa sélo con luz, usando ATP, libera del sitio activo a la 1,5-RuBP que siempre queda atrapada
dentro de la enzima. Segundo, una vez que la Rubisco queda libre de la 1,5-RuBP, se carbamila; es
decir, une una molécula de CO, en el grupo e-amino de un residuo de lisina de la enzima. Esta
reaccion es catalizada por una anhidrasa carbodnica. El grupo carbamilo une inmediatamente una
molécula de magnesio, formando un carbamilato de magnesio y quedando asi la enzima lista para
recibir ahora a los dos sustratos CO, y 1,5 RuBP en su sito activo. La carbamilacion y unién con
magnesio estd también indirectamente regulado por la luz, ya que la luz promueve el acimulo de
protones y magnesio en el lumen de la vesicula tilacoidal (Fig. 7).

El resto de las enzimas del ciclo de Calvin-Benson se activan por la luz por el sistema ferridoxina-
tiorredoxina (Fig. 8). La ferridoxina, una proteina Fe-S se reduce al recibir electrones del
Fotosistema I. Esta proteinas como se ha sefialado en el Capitulo 8, es la proteina que en ultimo
término recibe el electrén de los aceptores de hierro azufre (Fe-S) del Fotosistema I. Cuando recibe
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Fig. 7. Activacién de la Rubisco por luz. La luz activa indirectamente a la Rubisco. Es la enzima activasa la que
se activa directamente por luz. Después que la activasa saca a la 1,5-RuBP del seno de la subunidad grande,
ésta se carbamila en el e-amino de un residuo de lisina donde entra una molécula de CO,. A este CO, se une a
continuaciéon magnesio.
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Fig. 8. Activacion por luz de las enzimas del ciclo de Calvin-Benson. Todas las enzimas que participan en las
reacciones del ciclo de Calvin-Benson, con excepcién de la Rubisco, son activadas por luz a través de las
reacciones del sistema ferridoxina-tiorredoxina reductasa. Todas las enzimas de este ciclo deben estar en su
estado reducido para poder actuar. En este sistema, la ferridoxina actla como donador de electrones. La
ferridoxina es un producto de las reacciones luminosas y se sintetiza en la transferencia de electrones que
realiza el Fotosistema I. La enzima ferridoxina-tiorredoxina reductasa transfiere electrones de la ferridoxina a
la tiorredoxina, que es una proteina que contiene azufre y ésta, a su vez, transfiere electrones a la enzima
objetivo.

el electrén, se moviliza fuera del Fotosistema I hacia el estroma donde puede entregar el electrén al
NADP" que se reduce a NADPH, reaccidon que es mediada por la enzima ferridoxina NADP*
reductasa.

La ferridoxina puede también transferir este electron a otras proteinas, ademas del NADP". Asi, en
este caso, la ferridoxina reducida transfiere el electron a la tiorredoxina, una proteina disulfuro. La
transferencia de electrones desde la ferridoxina a la tiorredoixina es catalizada por la enzima



CARDEMIL XX

ferridoxina tiorredoxina reductasa. En el esquema de la Figura 8, la transferencia de electrones a
las enzimas objetivo (enzimas del ciclo de Calvin-Benson) se muestra con flechas de linea sélida,
en cambio la oxidacidn de las enzimas objetivo se muestra con flechas punteadas.

De todas las enzimas del Ciclo de Calvin-Benson, la Rubisco es la enzima mas compleja

La Rubisco es una enzima muy grande de aproximadamente 450 KDa de tamafio, constituida por 8
subunidades grandes y 8 subunidades pequefias. Las subunidades grandes tienen una masa
molecular de 45 KDa, mientras que las subunidades pequefias tienen un tamafio de 15 KDa. La
Figura 9 muestra un modelo de la enzima vista desde arriba. Se puede apreciar que las 8
subunidades grandes rodean a 4 de las subunidades pequeias. Las otras 4 subunidades pequefias
estan debajo de las otras cuatro y no son visibles en el modelo. El sitio catalitico de la enzima esta
en la subunidad grande. La funcién de la subunidad pequefia no se conoce aun, pero al parecer ella
permite la flotabilidad de las subunidades grandes, las que en ausencia de las subunidades
pequefas tienden a precipitar. En todo caso las subunidades grandes no son activas en ausencia de
las subunidades pequefias. En la reconstitucién in vitro que se hace de la enzima despojada de sus
subunidades pequenfas, la actividad de las subunidades grandes aumenta proporcionalmente al
numero de subunidades pequefias cuando a las subunidades grandes se le agregan las pequefias
de unaauna (Andrewsy col. 1986).

subunidades
pequenas

subunidades
grande

Fig. 9. Modelo de la enzima Rubisco. La figura muestra un modelo tridimensional de la enzima vista desde
arriba. Se puede apreciar que las 8 subunidades grandes rodean a 4 de las subunidades pequefas. Las otras 4
subunidades pequefias estan debajo de las otras cuatro y no son visibles en el dibujo de este modelo. El sitio
catalitico se encuentra en las subunidades grandes.

Como la mayoria de las moléculas que estan en el cloroplasto, la Rubisco tiene un origen bipartito.
Es decir los genes que codifican a las subunidades grandes estan en el genoma del cloroplasto, en
cambio los genes que codifican a la subunidades pequefias estan en el genoma nuclear. Esto
significa que la subunidad pequefia se sintetiza en el RE rugoso, en los ribosomas 80S del
citoplasma, y debe atravesar el envoltorio del cloroplasto y en el interior de éste ensamblarse con
las subunidades grandes. Para el reconocimiento de su sitio de destinacion la subunidad pequefia
se traduce con péptido sefial. Es decir, el gen nuclear que codifica a la subunidad pequena tiene una
secuencia adicional que sefiala su destinacion. Cuando la subunidad pequefa llega a la superficie
del cloroplasto, el péptido sefial se ancla en el envoltorio del cloroplasto. Alli el péptido senal es
cortado por una enzima y la proteina es introducida al interior del cloroplasto. En el cloroplasto, la
subunidad pequefia debe ensamblarse con la subunidad grande pero no lo puede hacer sin la ayuda
de proteinas chaperonas de 60 KDa que posee el cloroplasto y que ayudan a plegar tanto a la
subunidad grande como a la subunidad pequefia. La chaperona también es una molécula cuyos
genes codificantes estan en el genoma nuclear e igual que la subunidad pequefia se hace en los
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ribosomas del citoplasma, emigra al cloroplasto y alli en el estroma cumple su funcion de conformar
a ambas subunidades que se ensamblan constituyendo la enzima activa (Fig. 10).

i

Precursor de

chaperona (60 Ribosomas
A 808
Precurser _ 2
mARN — dela Subunidad
subunidad pedquefia

grande

Subunidad /
grande '

Fig. 10. Ensamblaje de las subunidades grandes y pequefias de la Rubisco en el interior del cloroplasto. Las
subunidades grandes y las subunidades pequefias de la Rubisco deben ensamblarse en el interior del
cloroplasto para que la enzima sea activa. Mientras la subunidad grande esta codificada en el genoma del
cloroplasto, el gen para la subunidad pequefa estéa codificado en el genoma nuclear. Este gen nuclear, como se
observa en la figura, se transcribe en el nucleo y el mARN es traducido en los ribosomas del citoplasma. La
proteina es conducida al cloroplasto por un péptido senal que se corta en el envoltorio del cloroplasto cuando
el péptido es transportado al interior del cloroplasto. Una chaperona del cloroplasto ayuda a ensamblar a la
subunidad grande y pequefia otorgandoles la configuracion apropiada. C: cloroplasto, N: nucleo.

La Rubisco es una enzima muy antigua y con muchos afos de evolucion

La Rubisco data desde que en la tierra se establecio la atmosfera de O, Es decir, existe desde el
Precambrico, hace unos 4.000 millones de afos atras. Una pregunta valida de formular es écuanto
ha evolucionado la Rubisco desde esa época a la fecha?, o mejor aun écuantas cambios ha
soportado la molécula de esta enzima a través de millones de afios de su existencia en la tierra?
Estudios de la secuencia de la proteina de la subunidad grande (Fig. 11) y de la subunidad pequefia
(Fig. 12) comparando las secuencias en cianobacterias y diferentes plantas vasculares, entre otras
espinaca, revelan que a pesar del tiempo que separa a ambos grupos, existen muy pocas
mutaciones. En el caso de la subunidad grande podemos observar un alto grado de conservacion en
la secuencia proteica. En la subunidad pequefia hay mas cambios, pero recordemos que el sitio
activo y la regulacion de la enzima ocurren en la subunidad grande. Quizas las partes conservadas
de la subunidad pequefia son aquellas relacionadas a las zonas de union de esta subunidad con la
subunidad grande.

La Rubisco es una oxigenasa que en las horas del dia de mayor radiacion solar funciona
como oxigenasa y ho como carboxilasa

Muy pronto después que el Ciclo de Calvin-Benson fue conocido como la via metabdlica por la cual
las plantas asimilaban CO,, comenzaron las criticas a este descubrimiento. Las criticas llegaron
desde el sector agricola, porque los rendimientos que los agricultores obtenian en sus cultivos era
muy inferior a los calculos tedricos que se hacian del rendimiento de un cultivo considerando que el
Ciclo de Calvin-Benson funcionaba durante todas las horas de luz del dia. Los detractores culpaban
a Calvin y su grupo de realizar sus experimentos con un alga unicelular que tenia poco o nada de
relacion con las plantas que los agricultores sembraban en sus campos.

Sin embargo, muy pronto se descubrié que las plantas no tenian el rendimiento teérico calculado
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Fig. 11. Secuencia aminoacidica de la subunidad grande de la Rubisco. La secuencia de aminoacidos de toda
la subunidad grande se compara en 9 especies de plantas. 1) espinaca, 2) tabaco, 3) arveja, 4) cebada, 5)
maiz, 6) Chamydomonas reinhardtii, 7) Euglena gracilis, 8) Synechococcus PCC 6301, 9) Anabaena PCC
7120. Cada punto denota identidad con los aminoacidos de la secuencia 1 que corresponde a espinaca. A,
corresponde a la secuencia de los primeros 240 aminoacidos. B, corresponde a la secuencia de los otros 236
aminoacidos (adaptado de The Biochemistry of Plantas, vol. 10).
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Fig. 12. Secuencia amino acidica de la subunidad pequefia de la Rubisco. La secuencia de aminoacidos de toda
la subunidad pequefia se compara en 9 especies de plantas. 1) espinaca, 2) arveja, 3) soya, 4) tabaco, 5)
petunia, 6) trigo, 7) Lemna gibba, 8) Synechococcus PCC 6301, 9) Anabaena PCC 7120. Cada punto denota
identidad con los aminoacidos de la secuencia 1 que corresponde a espinaca (adaptado de The Biochemistry of
Plantas, vol. 10).

por el Ciclo del Calvin-Benson, porque a horas de mayor radiacién solar, que coinciden con las horas
de mayor temperaturas del dia, las plantas no asimilaban CO, del todo. Las plantas a esta hora
fotorrespiran, es decir en vez de asimilar CO, ellas asimilan O, oxidando a la 1,5 RuBP, entregando
una molécula de 2-fosfoglicolato y una molécula de 3-PGA. Como en el Ciclo de Calvin-Benson son
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dos las moléculas de 3-PGA, indudablemente, el rendimiento de las plantas se reduce en esas horas
del dia a la mitad del rendimiento tedrico. Larazdn de esta actividad oxidativa se debe a la Rubisco,
que tiene también actividad de oxigenasa, ademas de actividad de carboxilasa.

La pregunta que surge es épor qué a estas horas del dia la Rubisco actia como oxigenasa y no como
carboxilasa? Dos factores pueden ayudar a explicar la pérdida de eficiencia del ciclo de Calvin-
Benson por fotorrespiracion (Fig. 13). Por un lado, a pesar que la Rubisco tiene mucha mas afinidad
porel CO, (K, =12 pM) que por el O, (K,, = 250 uM), a altas temperaturas, el CO, es menos soluble
gue el O, y por lo mismo, es facil que la concentracién de O, sobrepase el K_, de la enzima. Por otro
lado, a las horas de mayor calor los estomas se cierran impidiendo la entrada de CO,, mientras que
en las cavidades subestomaticas sigue aumentando la concentracién de O, que es un producto de la
fotdlisis del agua en el Fotosistema II. Asi, mientras la concentracién de CO, interno disminuye
(por consumo de la Rubisco) y se reduce su solubilidad, la concentracién de O, aumenta ya que éste
no puede salir de las cavidades subestomaticas y es un gas mas soluble que el Co..
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Fig. 13. La doble actividad de la enzima Rubisco. La Rubisco también puede actuar como oxigenasa a las
horas del dia en que aumenta la radiacion solar y la temperatura. Como oxigenasa la enzima oxida el sustrato:
1,5- RuBP en vez de carboxilarlo. La figura muestra ademas los K, de la enzima para el CO,, para el O, y para la
1,5-RuBP. Como oxigenasa, la Rubisco sintetiza una sola molécula de 3-PGA que entra en el ciclo de Calvin y
una molécula de 2-fosfoglicolato. Este Ultimo sigue la via de la fotorrespiracion.

La via metabdlica de la fotorrespiracion en plantas fue estudiada por Edward Tolbert (Lorimer y col.
1981), quien a su vez habia trabajado con Calvin en las investigaciones del Ciclo de Calvin-Benson.
Tolbert determiné todas las reacciones de la fotorrespiracion y las enzimas que catalizan cada una
de estas reacciones. También logré demostrar que en la fotorespiracidén participan tres organelos
de la célula del mesdfilo: el cloroplasto, los peroxisomas y las mitocondrias.

En el cloroplasto, la fotorespiracion implica la oxidacion de la 1,5 RuBP produciéndose una molécula
de 3-PGA y una de acido 2 fosfoglicélico. El acido 2 fosfoglicélico se defosforila por accion de una
fosfatasa y se transporta al peroxisoma.

En el peroxisoma ocurre la oxidacion del glicolato. Esta oxidacién es catalizada por una enzima: la
glicolato oxidasa. En esta reaccion el glicolato se oxida a glioxilato. Este glioxilato a continuacién se
transamina en el mismo peroxisoma por accion de una glutamato transaminasa originando glicina
y acido - ketoglutarico.

La glicina se transporta a la mitocondria donde un complejo enzimatico que tiene al tetrahidrofolato
como co-factor, sintetiza serina a partir de dos moléculas de glicina, liberando NH, y CO, La serina
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posteriormente se transporta al peroxisoma.

En el peroxisoma, la serina es tomada por una transaminasa que transfiere el grupo amino al acido
- ketoglutarico formando glutamato e hidroxipiruvato que es reducido a acido glicérico por accién
de una NAD" reductasa. El acido glicérico puede seguir a la sintesis de varios compuestos, entre
otros ir ala sintesis de lipidos (Fig. 14).
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Fig. 14. Reacciones de la fotorespiracién. Cuando la RUBISCO actla como oxigenasa. uno de los productos de
la oxidacion de la 1,5 RuBP es el 2fosfoglicolato. Este compuesto después de ser defosforilado por accion de
una fosfatasa, sale del cloroplasto y entra en el peroxisoma donde es oxidado a glioxilato por la glicolato
oxidasa. En el peroxisoma el glioxilato es aminado por accién de una transaminasa formando glicina. La glicina
es transportada a la mitocondria donde en una reaccién muy compleja dos moléculas de glicina constituyen
una molécula de serina, con produccién de CO, y amoniaco. Estas reacciones en que participan estos tres
organelos constituyen la fotorespiracion y ocurre en las plantas C3. C: cloroplasto, P: peroxisoma, M:
mitocondria.

En resumen, en la fotorrespiracién, el cloroplasto de la hoja toma O, y la mitocondria libera CO,,
como en el caso de la respiracién mitocondrial. De ahi el nombre de fotorrespiraciéon, ya que las
enzimas son activadas por la luz y ocurre en las horas del dia de mayor radiacion solar.

A Edward Tolbert no le fue facil convencer a los cientificos de su tiempo para aceptar la via de las
reacciones de la fotorrespiracion. La critica principal era que la via aparecia muy compleja y que la
proposicion de la participacion de los tres organelos: cloroplastos, peroxisomas y mitocondrias era
improbable, ya que en ese entonces no se conocian metabolitos que se transportaran desde un
organelo a otro. Tolbert siendo bioquimico realizd estudios celulares usando microscopia
electrénica y encontro en células del mesofilo de plantas que fotorrespiran, una cercania anatéomica
muy estrecha entre estos tres organelos, no observada hasta entonces, tal como se muestra en las
Figuras 14 y 15 donde se puede apreciar que los envoltorios de estos organelos estan en contacto.

La via metabdlica de la fotorrespiracion evolucion6 como una consecuencia de la
acumulacion de glicolato producto de la actividad de oxigenasa de la Rubisco

Mucho se ha especulado de la funcidn fisioldgica que la fotorrespiracion pudiera tener para la
planta. Se ha argumentado que la fotorrespiracion podria permitir a la planta disponer de
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Fig. 15. Disposicion de tres organelos en una célula del meséfilo de una planta C3. Microfotografia electrénica
mostrando la coalescencia de un cloroplasto, una mitocondria y de un peroxisoma en la célula de una hoja de
una planta C3. El aumento se muestra al lado basal derecho (archivos Liliana Cardemil). C, cloroplasto, P,
peroxisomay M, mitocondria.

cantidades extra de los aminoacidos como glicina y serina. Esta hipdtesis es muy improbable ya
que la planta dispone de otras vias de sintesis de estos amino acidos. Quizas el NH, que se libera en
la mitocondria a través del complejo enzimatico que descarboxila a la glicina para disponer de un
CH, para la sintesis de serina, podria ser beneficioso para la planta, porgue este amonio se usa
para las reacciones de transaminacion de aminoacidos. Por lo tanto, esta utilizacion del NH, seria
una economia de nitrégeno para la planta. Sin embargo, las plantas leguminosas tienen una
abundancia de nitrégeno, por lo cual la liberaciéon de NH, no puede justificarse al menos en estas
especies.

Mas que una funcién favorable para la planta, Andrews y Lorimer (1987) piensan que esta via
metabolica se origind para deshacerse del glicolato, molécula que se sintetiza por la actividad de
oxigenasa de la Rubisco. Sin embargo, gracias a esta via, es posible recuperar un 75% del carbono
perdido con la formacién del glicolato (Fig. 16). Otros autores plantean que en las condiciones
ambientales en que la Rubisco actlia como oxigenasa (i.e., alta radiacion y temperatura que genera
un cierre estomatico y la bajada de los niveles de Co,), la existencia de la via de la fotorrespiracion
permitiria consumir NADPH y ATP producidos en la fase clara de la fotosintesis, reduciendo el riesgo
de fotoinhibicién (ver Capitulo 8).

La Rubisco se originé con estas dos actividades hace 4.000 millones de afios atras

Quizas mas que preguntarnos ¢cual es la utilidad de la fotorrespiracion en las plantas?, la pregunta
gue debiéramos hacernos es épor qué la Rubisco evoluciond con estas dos actividades?.

Mucho se ha especulado si la enzima poseia o no estas dos actividades de carboxilasa/oxigenasa
cuando la enzima aparecio sobre la tierra. Sodlo se sabe que la tierra, antes que aparecieran los
organismos fotosintetizadotes, poseia una atmodsfera con una concentracion de CO, superior a
3.000 ppm y lo mas probable es que en estas condiciones la actividad de oxigenasa de la enzima
nunca se manifesto.
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Fig. 16. Eficiencia fotosintética de una planta C3. En ausencia de O, (o con 21% de O, pero sobre 2.000 ppm
de CO,) la Rubisco actua sélo como carboxilasa y el ciclo de Calvin-Benson tiene una eficiencia del 100%. Con
una atmédsfera con un 21% de O, la Rubisco actla como carboxilasa y oxigenasa. Bajo estas condiciones la
eficiencia baja a un 70% del maximo. Note que los 4 atomos de carbono que forman parte de las 2 moléculas
de fosfoglicélico (PG) resultantes, se logran recuperar sélo 3 dtomos de carbono gracias a la via de la
fotorrespiracion.

¢Se puede mutar el gen de la subunidad grande de la Rubisco, de modo que ella tenga solamente
actividad de carboxilasa y no de oxigenasa? La verdad es que no existen mutaciones naturales que
afecten la actividad de oxigenasa solamente sin afectar a la actividad de carboxilasa y vice versa.
Dos investigadores en los aflos 80, mutagenizaron a Arabidopsis thaliana con el objeto de obtener
plantas con Rubisco que soélo tuviera actividad de carboxilasa (Somerville y Ogren 1982). Estas
mutantes nunca se obtuvieron ya que cualquier cambio en el sitio catalitico parecia afectar a ambas
actividades. Los millones de afios de existencia de la enzima en la tierra asi lo avalan, porque no hay
mutantes naturales donde exista una actividad y no la otra. Recordemos que la subunidad grande
la Rubisco es muy conservada a pesar de los 4 mil millones de afios que la enzima tiene de
existencia.

La actividad de oxigenasa de la enzima comenzd a manifestarse posiblemente cuando la atmdsfera
cambio su proporcion de CO,/0, debido al aumento de los productores primarios sobre la tierra.

En la historia de las investigaciones sobre esta enzima, se llegd a concluir que el sitio catalitico de
la subunidad grande aloja como sustratos no sdlo al CO, sino también al O,, de manera que el O, es
un sustrato competidor del CO,. Por ser esto asi, mutaciones en el sitio catalitico son letales para la
planta ya que se afectan ambas actividades.

¢Como establecer entonces si el sitio catalitico es el mismo que aloja al CO, que el que aloja al O,?
Fue nuevamente Lorimer y col. (Andersson y col. 1989) en los laboratorios de la Dupont quienes
realizaron nuevamente experimentos en que 5 gramos de enzima pura se incubaron ya sea con
0, ocon ''CO, por 20 milisegundos, deteniendo la reaccidon después de este brevisimo tiempo por
denaturacion de la enzima. Luego realizaron resonancia magnética nuclear vy cristalografia de rayos
X para observar la union de cada uno de estos substratos en el sitio catalitico, encontrando que es
el mismo sitio para ambos sustratos. Asi se ha deducido la imposibilidad de modificar el sitio
catalitico de la subunidad grande de la enzima para eliminar la actividad de oxigenasa.
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LAS PLANTAS C4
Hay plantas que tienen una mas eficiente asimilacion de CO,

Asi como llegaron criticas al ciclo de Calvin-Benson porque el rendimiento de ciertos cultivos
agricolas era menor que el tedrico calculado si el ciclo funcionaba todas las horas de luz, también
aparecieron criticas del sector agricola de que el ciclo de Calvin-Benson estaba errado porque las
plantas de sus cultivos tenian un rendimiento mucho mayor que el calculado tedricamente.
Nuevamente se culpé a Calvin y colaboradores de haber usado un alga eucariota unicelular en sus
experimentos.

Sin embargo, poco después se descubridé que estas plantas se caracterizan por tener otra via de
asimilaciéon de CO,. Estas son plantas adaptadas a climas tropicales en los cuales hay humedad y
altas temperaturas. Este es el caso de plantas como la caifa de azucar, maiz, sorgo, panicum y
varios pastos tropicales.

Ellas se caracterizan ademas por tener hojas con anatomia Krantz, es decir, los vasos conductores

de las hojas estan rodeados por una capa de células de paredes gruesas que reciben el nombre de
“células de la vaina del haz” y que también se conocen como células Krantz (Fig. 17).
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Fig. 17. Anatomia de la hoja de una planta C4 (anatomia Krantz). La anatomia Krantz tridimensional de un
hoja de planta C4 se ilustra en A, donde se puede observar la capa de células de la vaina del haz o células de
Krantz rodeando a los haces conductores. B, microfotografia transversal de corte fino de una hoja de maiz
(planta C4). C, microfotografia transversal de corte fino de una hoja de trigo (planta C3) (archivos Liliana
Cardemil).
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Aplicando metodologias similares a las que Calvin usd en su investigacion, se descubrié que estas
plantas asimilan CO, formando primero compuestos de 4 atomos de carbono y no de 3 dtomos de
carbono como las plantas que sélo fijan CO, por el ciclo de Calvin-Benson. En efecto, los primeros
compuestos sintetizados en las células que constituyen el meséfilo de la hoja son acidos organicos
como el acido oxalacético, acido aspartico y acido malico, todos acidos de 4 dtomos de carbono.
Recordemos que en el ciclo de Calvin-Benson se sintetiza el 3-PGA, y luego los compuestos 1,3-
PGA, 3-GAP y la DHAP, todos compuestos de 3 atomos de carbono. Por esta razdn, las plantas que
fijan CO, formando compuestos de 4 atomos de carbono, han sido denominadas como plantas C4,
en oposicion de las plantas que solo fijan CO, por el Ciclo de Calvin-Benson las que han sido
denominadas como plantas C3.

Las plantas C4 tienen una fijacion de CO, que comprende dos etapas: la primera fijacion de CO,

ocurre en las células del meséfilo de la hoja vy, la segunda ocurre en las células de la vaina del haz
(Fig. 18).

co.

Tipo NADP*
enzima malica

HCO3-
+

fosfo-enol
piravico

Calvin-
Benson

Ceélula del mesofilo Ceélula de la vaina del haz

Fig. 18. Via metabdlica de la Fijacion de CO, en plantas C4-tipo NADP+ enzima malica. La figura muestra la via
completa de la fijacidn de Co, en plantas C4, como es el caso del maiz, comenzando en la célula del mesdfilo y
continuando en la célula de la vaina del haz. También muestra la compartamentalizacién de la via, las
reacciones que ocurren en el citoplasma como las que ocurren en el cloroplasto de ambas células.

En las células del mesdfilo, la enzima encargada de la primera fijacién no es la Rubisco, sino una
enzima citoplasmatica constituida de s6lo una cadena polipeptidica de aproximadamente 50 KDa
que es la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEP-carboxilasa). Esta enzima une el CO, a un sustrato de
3 atomos de carbono que es el acido fosfoenolpirivico entregando como producto al acido
oxalacético.

Es importante seialar que la PEP carboxilasa tiene un K, por el CO, de 0,5 uM, es decir, ide un
orden de magnitud menor que la K, de la Rubiscoy, porlo tanto, tiene una afinidad 10 veces mayor
que la que tiene la Rubisco por el CO,! La PEP carboxilasa ademas no tiene actividad de oxigenasa.
Porlo tanto, las plantas C4 no fotorrespiran.

El acido oxalacético, primer producto de la reaccidon de la PEP-carboxilasa que se forma en el
citoplasma, se transporta al cloroplasto de esta misma célula donde una enzima la malato
dehidrogenasa, transforma al acido oxalacético en acido malico. El acido malico se transporta
desde el cloroplasto al citoplasma celular y de ahi a las células de Krantz (o de la vaina del haz)
pasando al cloroplasto de esta célula. El acido oxalacético debe ser transformado puesto que no es
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capaz de ingresar directamente a la vaina de haz.

En el cloroplasto de las célula de la vaina del haz, otra enzima llamada enzima malica, descompone
al acido malico en CO, y piruvato. El CO, que se produce entra al ciclo de Calvin-Benson en el mismo
cloroplasto. Alli origina 2 moléculas de 3-PGA y los tipicos compuestos de 3 dtomos de carbono
necesarios para la sintesis de azlcar a partir de la fructosa-6- fosfato. Esta es la segunda fijacién de
CO,. Es importante sefialar que en el cloroplasto de la célula de Krantz la concentracion de oxigeno
es baja, porque el O, atmosférico no entra en estas células de paredes gruesas y el cloroplasto no
produce O,como producto de la fotolisis del agua ya que carece de Fotosistema II. Este cloroplasto
carece de granas que es donde se ubica el Fotosistema II.

El piruvato sale al citoplasma de la célula de la vaina del haz y vuelve a la célula del mesofilo. En esta
célula, se transporta al cloroplasto donde una enzima llamada piruvato fosfato dikinasa (PPDK)
sintetiza a partir del piruvato al acido fosfoenolpirivico recuperando el sustrato de la PEP
carboxilasa que es el acido fosfoenolpiravico. El acido fosfoenolpiravico se transporta al citoplasma
celular donde actiia como sustrato de la PEP carboxilasa.

Existen varias variantes de esta via de fijacion propia de las plantas C4

La asimilacion de CO, en plantas es un proceso que puede ser mas complejo que el presentado aca.
La via fotosintética C4 se ha encontrado en 18 familias de angiospermas (15 familias de
dicotiledéneas y 3 de monocotileddéneas) (Squeo y Ehleringer 2004). En términos de biomasa y
numero de especies, es mucho mas importante dentro de las monocotiledéneas. La mitad de las
especies de gramineas son C4. Puesto que la evolucién de las plantas C4 ocurrio en forma
convergente en estos diversos grupos de plantas, existen varias respuestas evolutivas alternativas
entre plantas C4. En general se distinguen tres clases de fijacion de CO, tipo C4:

+r

- La asimilacién tipo “enzima malica-NADP*” que es la que presentan el maiz y la cana de
azucar (Fig. 18).

- La asimilacion tipo "NAD"-enzima malica” que presenta sorgo (Fig. 19A).

- La asimilacidon tipo “fosfoenolpiruvato carboxikinasa” que presenta Panicum maximun
(Fig. 19B)
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Fig. 19. Variaciones de la via de fijacién de CO, en plantas C4. La figura muestra la via de fijacion de CO, tipo
NAD" enzima malica en A vy tipo fosfoenolpiruvato carboxikinasa en B. Como en el caso de la figura 17, la
figura muestra el comienzo de la via en la célula del meséfilo y su continuacién en la célula de la vaina del haz.
También muestra la reacciones que ocurren en cada compartimento: citoplasma, cloroplastos de ambas
células y mitocondria.
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Tanto en la “tipo NAD*-enzima malica” como en el caso “tipo fosfoenolpiruvato carboxikinasa”,
participa también la mitocondria. En ambas vias el segundo producto no es acido malico sino acido
aspartico (de 4 atomos de C) y es éste el acido que se moviliza a las células de Krantz. Ademas, en
ambas vias, gran parte del acido pirtvico que se sintetiza en el cloroplasto de la célula de la vaina
del haz, vuelve a la célula del mesdéfilo como acido fosfoenolpirivico o alanina. En esta célula, la
alanina vuelve a formar acido pirtvico gracias a una transaminasa que genera acido glutdmico a
partir del acido -ketoglutarico.

Las plantas C4 tienen diferente 6ptimo de temperatura comparado a las C3.

La temperatura Optima para la fotosintesis en las plantas C4 se encuentra entre los 30 y 40°C, lo
que explica su dominancia en ecosistemas tropicales y su fuerte presencia en ambientes
desérticos con lluvia de verano. En este Ultimo caso, el agua esta disponible cuando la temperatura
supera los 30°C. En el caso de los desiertos con lluvia de invierno (como es el caso del norte-centro
de Chile), las plantas C4 son relativamente escasas. La diferencia en la temperatura 6ptima esta
dada por la PEP-carboxilasa.

En general, a mayor temperatura y menor concentracion de CO, las plantas C4 estan favorecidas
respecto a las C3. La situacidn se invierte a temperaturas mas bajas y menores concentraciones de
CO,. La productividad cuantica de asimilacién de CO, entre los distintos tipos de plantas C4 también
difieren entre ellas (Fig. 20).
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Fig. 20. Productividad cuantica de asimilacion de CO, para monocotiledéneas y dicotiledéneas como una
funcion de la concentracion del CO, atmosférico. Las condiciones limite, tanto para las plantas
monocotiledoneas como dicotiledoneas, son los grupos C4 NADP-me (borde superior) y C4 NAD-me (borde
inferior). Las curvas representan la temperatura de reemplazo de las especies C3 por cada tipo de planta C4.
La temperatura de reemplazo es definida como la temperatura (para una particular concentracién de CO,)
donde la productividad cuantica de asimilacion de CO, es equivalente para las plantas C3 y C4 (Squeo &
Ehleringer 2004).

Las plantas C4 son muy eficientes en la asimilacion del CO,

Las Figuras 17 y 18 muestran que en todas las variantes de la asimilacién de CO, de las plantas C4,
el compuesto de 4 dtomos de carbono, que viaja desde las células del mesofilo a las células de
Krantz, ya sea como acido malico o acido aspartico, vuelve a originar un compuesto de 3 dtomos de
carbono y CO, en las células de la vaina del haz. Este compuesto puede ser acido pirdvico o acido
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fosfoenolpirdvico o alanina. El CO, es asimilado por el ciclo Calvin-Benson, es decir el CO, es
tomado por la Rubisco junto con la 1,5 RuBP para formar dos moléculas de 3-PGA.

La innovacion que presentan las plantas C4 respecto a las C3, es que en las células de Krantz, el CO,
no compite nunca con el O,, ya que estas células tienen paredes gruesas y estan aisladas de las
cavidades del mesofilo. Este sello impide la entrada de O, desde el meséfilo esponjoso, junto con
reducir la salida de CO,. Los cloroplastos de ellas son distintos y no tienen fotosistema II, por lo
tanto no hay generacion de O,, producto de la fotdlisis del agua. Ya hemos discutido sobre el origen
convergente de metabilismo C4 en distintos grupos de especies. Esta diferencia se nota también en
el grosory aislamiento de las células de Krantz, el cual se refleja en su eficiencia fotosintética.

Es interesante estudiar la anatomia de los cloroplastos de las células Krantz y comparar su
estructura con la de los cloroplastos de las células del meséfilo. Ellos son muy distintos a los
cloroplastos de las células del meséfilo y sin embargo, iestan en la misma hoja!. En los cloroplastos
de las células de Krantz no hay granas como en los cloroplastos de las células del mesdfilo, sdélo
tienen intergranas, lo que significa que en estos cloroplastos practicamente no hay Fotosistema Il y
por lo tanto, no hay evolucién de O, como producto de la fotolisis del agua. Asi, en los cloroplastos
de estas células, la Rubisco sélo actuard como carboxilasa y todo el CO, que en estas células se
produce, se vuelve a fijar por el ciclo Calvin-Benson (Fig. 21).
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Fig. 21. Cloroplastos dimérficos de hojas de plantas C4. Microfotografia electrénica que muestra la diferente
estructura que tienen los cloroplastos de las células del mesoéfilo de maiz (con granas) y de las células de
Krantz (sin granas). C M, célula del mesdfilo. C K, célula de Krantz. P, es la pared celular que separa a ambas
células (archivos Liliana Cardemil).

Las células del mesodfilo, en cambio, tienen cloroplastos tipicos de las hojas de cualquier
angiosperma. Tienen granas e intergranas, y por lo tanto tienen Fotosistemas I y II. En estos
cloroplastos la subunidad grande de la Rubisco, que es la que tiene el sitio catalitico, no esta
presente. La subunidad pequefia se sintetiza en el citoplasma se acumula en los cloroplastos sin
encontrar a la subunidad grande (Fig. 21). En estas células tampoco hay fotorrespiracion porque la
subunidad catalitica de Rubisco no existe.

Recapitulando: Los cloroplastos de las células del mesofilo de las plantas C4 tienen granas con
Fotosistemas 1y II, pero no tienen Rubisco funcional porque no sintetizan la subunidad grande; los
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cloroplastos de las células Krantz, no tienen granas y no tienen Fotosistema II, pero tienen Rubisco
ya que ellos sintetizan la subunidad catalitica de esta enzima.

En las plantas C4 todo favorece la asimilacion del CO,. La primera fijacion del CO, ocurre por la PEP-
carboxilasa que tiene una afinidad mayor por el CO, que la afinidad que posee la Rubisco por este
sustrato y no tiene actividad de oxigenasa. La segunda fijacién ocurre en las células de Krantz,
células de paredes gruesas, sin Fotosistema II y con baja concentracion de O,. Por lo tanto, en estas
células no hay fotorrespiracion.

Las plantas C4 se expandieron en la tierra en un momento cuando el CO, de la atmédsfera disminuyd
considerablemente. Efectivamente, por estudios de is6topos estables de carbono (5”C) en
sedimentos organicos y en dientes de animales fésiles, se ha estimado que las plantas C4
aparecieron en la tierra 12 millones de afios atras, pero se expandieron considerablemente entre 6-
8 millones de afios atras, coincidiendo con una disminucién de la concentracién de CO, atmosférico.
Esta presién selectiva ambiental favorecié la evolucion convergente del metabolismo C4 en
especies de diversos grupos taxondmicos, tanto en monocotiledéoneas como en dicotiledéneas.

Los cloroplastos de las células del mesoéfilo y los cloroplastos de las células de Krantz,
étienenigual o distintos genomas?

El analisis anterior nos lleva a formular la pregunta si los cloroplastos de las células del mesdfilo y
los cloroplastos de las células de Krantz, tienen igual o distintos genomas. Recordemos que los
centros de reaccion de los Fotosistemas I y II estan en parte codificados por genes ubicados en el
genoma del cloroplasto y en parte por genes codificados en el genoma nuclear. Asi, la subunidades
D1 y D2 del centro de reaccién del Fotosistema II son codificadas por genes cloroplasticos. La
subunidad grande la Rubisco estd también codificada por un gen del genoma del cloroplasto. De
manera que si faltan las proteinas D1 y D2 del Fotosistema II en los cloroplastos de las células de
Krantz su ausencia podria deberse a la falta de estos genes en el genoma de estos cloroplastos o a
la falta de expresion de estos genes en el cloroplasto de estas células. A la inversa, si en las células
del mesofilo la subunidad grande de la Rubisco no estd, esto podria deberse a la ausencia de este
gen en el genoma de los cloroplastos de las células del mesdfilo o a la falta de expresion del gen que
codifica a la subunidad grande de la Rubisco de esos cloroplastos. Esta pregunta no es trivial,
porque de ser asi seria muy dificil explicar el origen de los cloroplastos por la teoria
endosimbidntica.

Para poder contestar esta pregunta anos atras Virginia Walbot (1971) decidié realizar el siguiente
experimento usando cloroplastos aislados de las células de Krantz y de las células del meséfilo de
la planta Panicum maximum, una graminea C4. En 1971, los genomas de los cloroplastos no
estaban aun secuenciados. En el experimento (Fig. 22), ella aislé los ADNs gendmicos de ambos
cloroplastos y los sometié a temperaturas de 70C, temperatura a la cual el ADN se denatura (la
doble hélice se desenrolla). Luego, bajo la temperatura con el objeto de medir la cinética de
reasociacion, ya que las hebras de ADN volveran a formar la doble hélice en un tiempo muy rapido
cuando estas hebras son totalmente complementarias. Si los ADNs de estos cloroplastos tienen
igual genoma, ambos ADNs mezclados en igual proporcién, sometidos a la temperatura de 70C y
luego enfriados deberan formar la doble hélice a la misma velocidad que lo hace cada molécula de
ADN de cada cloroplasto por separado. De modo contrario, si los ADNs de ambos cloroplastos son
diferentes, la cinética de formacién de doble hélice hibrida serd mas lenta. Ella encontrd que la
cinética de reasociacién era la misma tanto para las moléculas hibridas de ADN como para las
moléculas de ADN de cada cloroplasto por separado. Es decir, ambos cloroplastos tienen idénticos
genomas.

Esto llevd a concluir que la diferencia entre ambos cloroplastos es de expresidon de los genes que
codifican a estas proteinas, es decir, la subunidad grande la Rubisco se expresa sélo en los
cloroplastos de las células de la vaina del haz, porque ahi existen condiciones que permiten que los
factores transcripcionales del gen estén presentes y que el gen se transcriba. En cambio, los genes
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Fig. 22. Experimento de Virginia Walbot para determinar si los cloroplastos dimérficos de Panicum maximum
tienen igual o diferente genoma. Se extrajo el ADN de los cloroplastos de las células del mesdfilo y de las
células de la vaina del haz, fueron tratados a 70°C y luego enfriados. Posteriormente se midid el tiempo de
anilacién usando ADN soélo de un tipo de cloroplasto ( Ay C), o mezclas de partes iguales de ambos tipos de
ADN (B).

para las proteinas D1 y D2 del Fotosistema II no se transcriben en los cloroplastos de esta célula. En
los cloroplastos de las células del meséfilo en cambio, el gen para la subunidad catalitica de la
Rubisco no se transcribe, pero si lo hacen los genes que codifican a las proteinas D1 y D2 del
Fotosistema II.

¢Hay entonces zonas reguladoras en la secuencias de estos genes? Para contestar esta pregunta
debemos estudiar y comparar las secuencias de los genomas cloroplasticos de las plantas C4 y de
las plantas C3. La Figura 23 muestra el genoma del cloroplasto de espinaca una tipica planta C3y el
genoma del cloroplasto de maiz, una planta C4. Se puede apreciar que ambos genomas son muy
parecidos. En ellos hay extensas regiones de secuencias repetidas invertidas con genes que
codifican para los ARNs de transferencia para diferentes aminoacidos. Pero mas que el estudio de
los genomas de ambos cloroplastos, es importante estudiar las secuencias génicas de los genes
que codifican para la subunidad grande de la Rubisco de una planta C3 como es espinaca y de una
planta C4 como es maiz.

En la Figura 24 podemos ver dos secuencias parciales de la subunidad grande de la Rubisco, la de
espinaca y la de maiz, que como sabemos, esta codificada por un gen ubicado en el genoma del
cloroplasto. La figura muestra la comparacion de una region homédloga del gen de maiz con el gen
de espinaca. En maiz hay secuencias no presentes en el gen de espinaca y que posiblemente tienen
gue ver con la regulacion de la expresion de esta subunidad en la hoja de maiz.

La PEP-carboxilasa y la PPDK de las plantas C4 se activan a la luz por dos mecanismos
diferentes

Ambas enzimas, claves en la asimilacién de CO, por el metabolismo C4, requieren luz para estar
completamente activas, sin embargo se activan por distintos mecanismos.En el caso de la PEP-
carboxilasa una kinasa llamada PEP-carboxilasa kinasa, se activa por la luz, fosforilando un residuo
de serina a la PEP-carboxilasa con gasto de ATP (Fig. 25A).
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Fig. 23. Comparacién del genoma de un cloroplasto de una planta C3 (A, espinaca) con el genoma de un
cloroplastos de una planta C4 (B, maiz). Ambos genomas son muy parecidos, tienen secuencias de genes
repetidas-invertidas como aquellas que codifican para los ARN ribosomales y los ARN de transferencia para
algunos aminoacidos. Se puede observar también la posicion de los genes que codifican para algunas
proteinas de ATP sintetasa para la subunidad grande la Rubisco.

espinaca -
CGGTTGGGTTGCGCC-ATATIATATGAAAGAIGTATACARTAATGTGTATTTGGCGAATGAAA
CTATAGTAAAATTCTATAGGIATA--GAAL—{GTACACAGGG-TGTATACATAAATRATGAAA
maiz

espinaca
TACATGGTCTATTAAGGAACCAT e TTTGATTAGTTGATAAT AT TAAF TGAG—
CATATTAC-TTAACTTAAGCATACTCCTTTTTTATTTAATGAGTTGATATTAIATTAARATATC
maiz '

espinaca
TGATG—AAGATTGCTATAAAAGGTTTCATTAAGGCCTAATITATGTCGAGTAGACCTTGTT
ATTTITTT—GATTTTTGGIAAAGGTTTCTTTC—GCCTAAT+-CCTATGGAGTTGTCCCTGT-

!

maiz

espin secuencia
GCTITGTTGTRAAAA ~TTAAAATTTGAABTTGTAGGGAGGGACTTATG regulatoria
GCT TGT-GTBAATTCTTAATTCATGA-GTTGTAGGGAGGGACT TAT G essansanmaniasmamn
maiz

espinaca secuencia

TTGCGCcatatatatgaaagagTATACAataatga regulatoria

TTGATAttaattaaaTATCATLttttit TAGAT Ttttggaaaggtttctttcgectaa

maiz
Fig. 24. Comparacion de una secuencia génica de la subunidad grande de la Rubisco en una planta C3
(espinaca) y de una planta C4 (maiz). En esta secuencia génica que se muestra del gen que codifica para la
subunidad grande de la Rubisco, se puede observar que sélo la de maiz presenta regiones reguladoras de la
expresion, lo que permite comprender por qué en las plantas C4 este gen se expresa en los cloroplastos de las
células de Krantz y no se expresa en los cloroplastos de las células del mesofilo.
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Fig. 25. Activacion indirecta por luz de la PEP-carboxilasa y la piruvato fosfato dikinasa. A, la activacion
indirecta de la PEP-carboxilasa por la luz ocurre a través de la PEP-carboxilasa kinasa, enzima que se activa
por luz, la que con gasto de ATP fosforila a un residuo de serina de la PEP-carboxilasa. En la oscuridad la
enzima pierde el grupo fosfato de la serina desactivandose. B, el el caso de la piruvato fosfato dikinasa, una
proteina reguladora desactiva a la enzima en la noche fosforilando un residuo de treonina. Esta fosforilacion
hace que la enzima pierda actividad. En el dia la misma proteina reguladora defosforila a la piruvato fosfato
dikinasa haciéndola activa.

En el caso de la PPDK, existe una enzima reguladora que se activa a la luz, desfosforilando a la PPDK
en un residuo de treonina para hacerla activa. En la noche en cambio, la PPDK es fosforilada por la
enzima reguladora en un residuo de treonina con gasto de ATP, forma que es inactiva (Fig. 25B).

METABOLISMO ACIDO CRASULACEO (CAM)

Las plantas CAM tienen una asimilacion de CO, tipo C4, s6lo que modificada para el
ambiente desértico.

En las plantas suculentas existe un tercer mecanismo de asimilacion de CO, denominado
metabolismo acido crasulaceo o conocido también como CAM (crassulacean acid metabolism). A
este grupo pertenecen plantas suculentas como las cactaceas, euforbidceas (por ejemplo, pina),
agavesy vainilla. Sin embargo, no todas las plantas suculentas son CAM.

Las plantas CAM se caracterizan por tener una alta eficiencia del uso del agua (i.e., carbono
asimilado / agua transpirada) en comparacion a las plantas C4 y C3. Para asimilar un gramo de CO,,
las plantas CAM gastan sélo 50-100 gramos de agua. En contraste, las plantas C4 y C3 que pierden
entre 250-350 y 450-950 gramos de agua por gramo de CO, ganado, respectivamente.

Basicamente, la asimilacién de CO, es en estas plantas muy similar a las plantas C4 (Fig. 26). En las
plantas CAM, que son plantas adaptadas a ambientes aridos, hay una separacién temporal y no
espacial de la asimilacion tipo C4, a diferencia de las plantas C4 donde hay una separacion espacial.
Asi, en la noche el carbono es fijado por la PEP-carboxilasa, y en el dia la asimilacion es por el ciclo
de Calvin-Benson. Ademas, en estas plantas hay una gran economia hidrica al mantener los
estomas cerrados durante el diay abiertos durante la noche (Capitulo 3).

En la noche, el CO, entra por los estomas y difunde hasta las células del mesoéfilo donde una PEP-
carboxilasa que esta activa en la noche, une al CO, con el acido fosfoenolpirdvico para formar acido
malico. El &cido malico es transportado al interior de la vacuola celular y se almacena durante estas
horas. La cantidad de acido malico almacenado durante la noche es grande y le da a la célula entera
un pH acido, caracteristica que le ha dado el nombre a este metabolismo. En la mafiana los estomas
se cierran y el acido malico sale de la vacuola y se transporta al interior de los cloroplastos de estas
células. El pH vacuolar vuelve a ser neutro. En el cloroplasto, la enzima malica rompe al malato en
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CO, y acido piravico. El acido pirtvico entra en el cloroplasto y la enzima PPDK (piruvato fosfato
dikinasa) recupera al acido fosfoenolpiruvico el cual retorna por glicdlisis reversa y es acumulado
como almiddén, mientras el CO, es asimilado por Rubisco entrando al ciclo de Calvin-Benson.

d OE
mesofilo

epidermis

Fig. 26. Asimilacién del CO, por las plantas CAM. El dibujo muestra que la asimilacién del CO, comienza en la
noche con la entrada de CO, por los estomas que se encuentran abiertos en la noche evitandose la pérdida de
agua. El CO, es asimilado por la PEP-carboxilasa que en este caso estd activa a esta hora. El malato emigraala
vacuola y se almacena en ella. En el dia, la hoja cierra sus estomas y el malato entra al cloroplasto donde la
enzima malica lo descompone en acido pirtvico y CO, que ingresa al ciclo de Calvin.

Lo interesante en las plantas CAM, es que las células del meséfilo tienen una PEP-carboxilasa que es
activa en la noche. La enzima malica en cambio esta activa en el dia evitdndose asi que exista un
ciclo fatil. La PEP-carboxilasa es una enzima que existe en dos formas. La forma que se activa en la
noche es insensible a concentraciones de malato y se activa por fosforilacién de un residuo de
serina. En cambio en el dia, la PEP-carboxilasa se defosforila. Esta forma defosforilada es
inactivada por pequefias concentraciones de acido malico. Puesto que este acido aumenta en el
citoplasma en el dia, a estas horas la enzima esta en su forma inactiva (Fig. 26).

DESAFIiO BIOTECNOLOGICO DEL FUTURO

Un desafio a futuro es transformar plantas C3 en plantas C4. Para esto, no es necesario modificar la
anatomia de la hoja de la planta. Esto seria muy complejo y en verdad no se necesita tener la
sofisticada compartamentalizacion que tiene maiz o Panicum maximum. Tal como se puede
apreciar, en el caso de las plantas CAM, no hay dos tipos de células. Todo se realiza en una sola
célula, sélo que existe una separacién temporal. Por lo tanto, se requiere:

1) La planta transformada necesita tener la PEP-carboxilasa expresada en las hojas. Todas las
plantas tienen el gen para PEP-carboxilasa, sélo que en las plantas C3 la enzima no se expresa en
las hojas o no se expresa suficientemente. Por lo tanto, el gen que codifica para esta enzima debe
ser modificado en las plantas C3 agregando posiblemente al promotor una caja de expresion para
la hoja.

2) La enzima malato deshidrogenasa estd en todas las plantas. Por lo tanto este gen no es
necesario introducirlo en la planta C3.

3) La otra enzima clave es la enzima malica que no existe en las plantas C3. Este gen tiene que
introducirse en la planta C3.

4) Lo mismo debe hacerse con la PPDK, enzima cuyo gen debe de introducirse por ingenieria
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genética en las plantas C3.

En estos dos ultimos casos, a la secuencia génica de estos genes debe agregarseles las secuencias
del péptido sefial para que la proteina sea dirigida al cloroplasto de la célula. Parte de este desafio
se ha realizado dentro del proyecto gendmico de arroz (Edwardsy col. 2001).

RESUMEN

Los estudios de la asimilacion de CO, atmosférico por las plantas implicaron dilucidar la compleja
via metabdlica que realizan los cloroplastos de las células del meséfilo de las hojas, desde el primer
compuesto intermediario hasta la sintesis de azlcares. Esto significd para el grupo de cientificos
dirigidos por Melvin Calvin en los afios 50 del siglo XX realizar una serie de experimentos usando el
enfoque de pulso y lavado, en que el **CO, (radioactivo) se entregaba, por un brevisimo tiempo, a
una monocapa de células de Chlorella pyrineidosa, alga unicelular que posee un solo cloroplasto
por célula, para luego lavar el sistema con CO, frio. Esto permitio sincronizar el sistema ya que al
encender la luz junto con la entrega de CO, radioactivo, todas las células de esta monocapa
comenzaban la asimilacion del CO, al mismo tiempo. Los compuestos sintetizados fueron
posteriormente analizados por cromatografia bidimensional en papel y detectados por
autoradiografia por las manchas dejadas por los compuestos radioactivos.

Asi se determind que el primer compuesto sintetizado era el 3-PGA (acido 3-fosfoglicérico), que
este compuesto es el precursor de la sintesis de sacarosa y que el compuesto que recibe al CO, para
formar al 3-PGA es la 1,5-RuBP (1,5-ribulosa bifosfato) azlcar de 5 dtomos de carbono que se
recupera en su totalidad al final del ciclo. En la segunda reacciéon de la via, cuando el 3-PGA se
transforma en 1,3-PGA (1,3 acido difosfoglicérico), se gasta ATP y en la tercera reaccion cuando el
1,3-PGA se reduce a 3-GAP (3- gliceroaldehido fosfato) se gasta NADPH que son los productos
obtenidos en las reacciones luminosas del cloroplasto. En la penultima reaccién que es el paso de 5-
RuP (5-ribulosafosfato) a 1,5-RuBP (1,5-ribulosa bifosfato) se gasta nuevamente ATP.

La primera enzima que cataliza la union del CO, a la 1,5-RuBP es la ribulosa 1,5 bifosfato
carboxilasa o Rubisco. La Rubisco es la enzima mas abundante de la tierra y esta constituida de 8
subunidades grandes y 8 subunidades pequefas. La subunidad catalitica es la grande, la que esta
codificada por un gen presente en el genoma del cloroplasto, en cambio las subunidades pequefias
estan codificadas por genes presentes en el genoma nuclear. El péptido de la subunidad pequena es
producido en el citoplasma y debe viajar al interior del cloroplasto para luego ensamblarse con la
subunidad grande.

La Rubisco es activada por la luz, como el resto de las enzimas del ciclo de Calvin-Benson. La
Rubisco es quiza una de las enzimas mas antiguas. Se origin6 hace 4.000 millones de afios atras
cuando la tierra tenia una atmoésfera rica en CO, y pobre en O,. La Rubisco ademas tiene actividad
de oxigenasa. Por esta razdn, las plantas que sélo fijan CO, por el ciclo de Calvin-Benson
fotorrespiran, ya que a las horas de mayor temperatura y mayor radiacion solar la enzima oxida a
la 1,5- RuBP formando una sola molécula de 3-PGA y otra de dos atomos de carbono el acido 2-
fosfoglicolico. Este proceso reduce el rendimiento de la asimilacion del CO,. La fotorrespiracion es
un proceso en que la planta toma O, a nivel del cloroplasto y libera CO, en la mitocondria,
equivalente a lo que sucede en la respiracion mitocondrial. En el proceso participan tres organelos,
cloroplastos, peroxisomas y mitocondrias. Las plantas que sélo asimilan CO, por el ciclo de Calvin-
Benson y se denominan plantas C3 porque los primeros compuestos sintetizados por la planta con
de 3 dtomos de carbono.

Existen otras plantas, las denominadas plantas C4, que se caracterizan por poseer una alta tasa de
asimilacién del CO,. Estas plantas asimilan el CO, en dos etapas. Primero, en las células del mesdfilo
de la hoja, donde en el citoplasma el CO, es tomado como sustrato por la enzima denominada PEP-
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carboxilasa. La enzima mayor afinidad por el CO, que la Rubisco (i.e., una K de diez veces menor) y
no tiene actividad de oxigenasa. La PEP-carboxilasa une el CO, al acido fosfoenolpirtvico y forma
una molécula de 4 dtomos de carbono, el acido oxalacetato, la cual se reduce a acido malico. Por
esta razon se denominan plantas C4. Los cloroplastos de las células del mesdfilo carecen de
subunidad grande de la Rubisco. En una segunda etapa, el acido malico emigra a través de los
plasmodesmos a las células de la vaina del haz, o células de Krantz. En estas células, el malato
entra en los cloroplastos donde la enzima malica descompone al malato en acido piravico y CO.,. El
CO, liberado entra al ciclo de Calvin-Benson a través de la reaccion catalizada por la Rubisco, sin
competencia con el O, ya que en estas células el O, atmosférico no entra por tener paredes gruesas
y porque los cloroplastos carecen de granas y por lo tanto de Fotosistema II. De manera que en las
plantas C4 no hay fotorrespiracién. El acido pirtuvico vuelve a las células del meséfilo donde
restituye en los cloroplastos al acido fosfoenol-pirdvico con gasto de ATP. Del metabolismo C4 hay
tres variantes en todas ellas los primeros compuestos sintetizados son de 4 atomos de carbono y de
ahi el nombre de plantas C4.

Hay un tercer grupo de plantas que son suculentas, viven en el desierto y se caracterizan por tener
una gran economia hidrica. Son las plantas CAM. En ellas existe una asimilacién a través de la PEP
caboxilasa como en la C4, pero poseen un solo tipo de células. En estas plantas hay una
compartamentalizacion temporal. En la noche, entra el CO, por los estomas (estan abiertos) y es
asimilado por el metabolismo C4. El &cido malico que se sintetiza se acumula en la vacuola durante
la noche. En el dia, la planta cierra sus estomas, y el acido malico sale de la vacuola celulary entra
en los cloroplastos. Alli la enzima malica lo descompone en CO, y acido pirtvico. El CO, entra al ciclo
de Calvin-Benson y el acido piravico recupera el acido fosfoenolpirivico que por glicolisis reserva
vuelve a almidon.

Ha sido imposible modificar la subunidad grande de la Rubisco para que presente sélo actividad de
carboxilasa y no de oxigenasa. Esto lo corrobora el hecho que no hay mutantes naturales de la
enzima con sélo actividad de carboxilasa. Se llegé asi a la conclusion que el sitio catalitico que une
al CO, es le mismo que el que une al O,. Hoy existe el consenso que cambios biotecnoldgicos pueden
hacerse por ingenieria genética de las plantas C3 transformandolas en plantas C4.

Preguntas.

1.- ¢Por qué las reacciones enzimaticas de la via que asimila CO, fueron tan dificiles de estudiar en
las hojas de las plantas?

2.- ¢{Cual fue el enfoque que uso6 Calvin y su grupo para solucionar los problemas que presenta la
estructura de la hoja?

3.- ¢Qué experimentos realizé Calvin y su grupo para determinar la secuencia correcta de las
reacciones que ocurren desde la primera reaccion hasta la formacion de aztcar?

4.- ¢Como se analizaron los productos intermediarios de todas las reacciones enzimaticas?

5.- ¢Por qué esta via constituye un ciclo, llamado Ciclo de Calvin Benson?

6.- ¢Como ratifico Calvin que el primer compuesto era el 3-PGA?

7.- {Cémo encontrd Calvin que el sustrato que recibe al CO, es la 1,5 RuBP?

8.- ¢D6nde se gasta ATP y NADPH en el ciclo?

9.- ¢Qué conclusiones se pueden sacar de la estequiometria del ciclo respecto a la cantidad de
azucar que se sintetiza y respecto a la recuperacién del sustrato?

10.- ¢Qué hace de la Rubisco una enzima tan peculiar y polémica?

11.- éComo es activada la Rubisco por la luz?

12.- ¢Como son las otras enzimas del ciclo activadas por la luz?

13.- Discuta los K, de la Rubisco por sus dos sustratos para explicar por qué a ciertas horas del dia
actlia como oxigenasa y no como carboxilasa.

14.- ¢{Puede el gen que codifica la subunidad grande de la Rubisco modificarse para tener una
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enzima que sélo tenga actividad de carboxilasa y no de oxigenasa?. Discuta su respuesta.

15.- ¢Qué es la fotorrespiracion y qué ventaja tiene para las plantas? Discuta

16.- ¢Qué plantas realizan fotorespiracion?

17.- éPor qué hay plantas que tienen un rendimiento mayor que el calculado teéricamente por el
ciclo de Calvin-Benson incluso si éste funcionara todas las horas de luz?

18.- ¢éComo se denominan estas plantas? ¢Por qué? Explique.

19.- ¢Qué ventajas anatdmicas y bioquimicas tienen estas plantas de mayor rendimiento? Explique
y compare con una planta C3.

20.- ¢En qué son distintos los cloroplastos de una célula del meséfilo y de una célula de Krantz en las
plantas que tienen mayor rendimiento de asimilacion del CO,?

21.- ¢Por qué se ha investigado si los cloroplastos de las células del meséfilo y los cloroplastos de
las células de Krantz tienen genomas iguales o diferentes?

22.- ¢Como son la PEP-carboxilasa y la piruvato fosfato dikinasa activadas por la luz?

23.- ¢Qué son las plantas CAM? Explique.

24.- ¢Quétipo de asimilacion de CO, tienen las plantas CAM?

25.- ¢Como compatibilizan las plantas CAM la economia hidrica con la asimilacién de CO,?

26.- ¢éComo en una planta CAM, la PEP-carboxilasa funciona sélo de noche? Explique.

27.- éCémo se puede transformaruna planta C3 en una planta C4? Discuta la pregunta en
términos de la ingenieria genética y de la productividad agricola.
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