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1. Abreviaturas 

PEP, fosfoenolpiruvato; Pi , fosfato inorgánico; TAG, triacilglicéridos; UDP-Glc, uridina difosfo 

glucosa; Fru-GP, [ruelosa 6 fosfato; Glc-6P, glucosa 6 fosfato; HPT, traslocador de hcxosas 

fosfato/fosfato; ADP-Glu, ADP glucosa; DHAP, dihidroxiacctona fosfato; acetil-CoA, acetil­

coenzima A; ACr, proteína acarreadora de aci tas; MOH, enzima málico deshidrogenasa; NADH, 

nicotin adenina dinucleótido; NADPH, nicotin adenina dinuc1eótido fosfato; ATP, adenina 

tri fosfato; OPPP, ruta oxidativa de las pentosas fosfato; FSM, fosfomic ina; PK, enzima piruvato 

cinasa; AGPasa, ADP glucosa pirofosforilasa ; TPT, translocador de triosas fosfato/fosfato; 2PGA, 

2 fosfoglicerato; 3PGA, 3 fosfoglicerato; PPT, translocador de fosfoenolpiruvato/fosfato; FBPasa, 

fosfofructo cinasa; XPT, translocador de xilulosa fosfato/fosfato; Xul, xilulosa; ACCasa, acetil 

coenzima A ca~boxilasa; pGluT, proteína transportadora de glucosa; DT, translocador de 

dicarboxilatos; PPi , piro fosfato; OAA, oxaloacetato; ACS, acetil cocnzima A sintasa; PDH, 

piruvato deshidrogenasa. 
• 
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2. Resumen 

En este trabajo se estudiaron las características cinéticas y su posible papel en la distribución de 

carbono entre lípidos y proteínas de dos intercambiadorcs de la membrana interna plastidiaJ. El 

primero, cJ transportador de dicarboxilatos, tiene la capacidad de intercambiar malato por los 

dicarboxilatos oxaloacetato, malonato, maleato, succinato, glutamato y aspartato, por el 

tricarboxilato citrato e, inesperadamente, por el ión pirofosfato. El n-butilmalonato, un inhibidor 

clásico de los transportadores de dicarboxilatos en mitocondria, inhibió los intercambios 

malato/malonato, malato/c itrato y malato/piro fosfato, y además se encontró que el mecanismo de 

inhibición del intercambio malato/malonato es competitivo. Es necesaria la presencia de sustrato en 

ambos lados de la membrana plastidial para que se lleve a cabo el intercambio de manera eficiente. 

Altas concentraciones de sustrato (5 mM) hacen evidente un transporte pasivo lento, mientras que a 

bajas concentraciones de sustrato la cinética de transporte se puede ajustar a un mecanismo tipo 

Michaelis-Menten. La actividad de intercambio de dicarboxilatos no se vio afectada por un 

gradiente de protones, por la presencia de fosfatos o sulfatos ni por la presencia de un desacoplante 

(CCCP). La actividad de intercambio de dicarboxilatos puede estar mediada por una o más 

proteínas con características cinéticas semejantes y su función podría ser la de proporcionar poder 

reductor al estroma y carbono, al intercambiar pirofosfato por malato o malato por citrato para 

alimentar la síntesis de ác idos grasos en el interior del plástido, de tal manera que este transportador 

podría ser una puerta de entrada al plástido de carbono y poder reductor. 

El seguodo de los transportadores estudiados en este trabajo es el que intercambia fosfoenolpiruvato 

por fosfato. Se encontró que este intercambiador presenta una alta afinidad por fosfoenolpiruvato y 

por 2-fosfoglicerato, pero transporta pobremente triosas fosfato. También se encontró que la 

fosfomicina, un anál090 del fosfoenolpiruvato, inhibió la actividad del intercambio PEPlPi con un 

mecanismo de inhibición acompetitivo. Asimismo, el arsenato y el vanadato, ambos iones análogos 

del fosfato, también inhibieron la actividad de este transportador, aunque se requiere mayor . 
cantidad de cualquiera de estos dos iones que de fosfomicina para lograr un efecto de inhibición 

similar. El papel de este segundo transportador sería el de aportar carbono en forma de 

fosfoenolpiruvato para la síntesis de ácidos grasos y energía en forma de ATP vía glicólisis. 
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3. Abstract 

The kinc!ic characteristics of (\VO inncr membrane translocators of Ihe maízc embryos plastids are 

presented hefe in relation lo thei r possi ble roles in Ihe regulation of carbon partition. 

First, Ihe dicarboxylate translocator is ablc lO exchange malale for Ihe dicarboxylates oxaloacetatc, 

malonate, maleate, succinatc, glutamale and asparlate; for Ihe tricarboxylatc citrate and, 

unexpectedly, for pyrophosphate . Dicarboxylate transport is efficient\y perfonned only ir substrates 

are preseo! on both sides of Ihe membrane, and n-butylmalonate, a cJassic inhibitor of Ihe 

dicarboxylate translocator of Ihe mitochondria, inhibited Ihe exchanges malate/malonate, 

malate/citrate and malate/pyrophosphate. The malate/malonate inhibition by n-butylmalonate was 

found to be competitive. 

Thc transport showed hyperbolic saturatíon with high affinity for several dicarboxylates, while at 

higher substrate concentrations a diffusive componenl was observed. The exchange dicarboxylate 

activity was not affected by a proton gradient, phosphate or sulfate in the incubation medium, or the 

presence of an uncoupler (CCCP). Thi~ activity could be mediated by one or more proteins with 

similar kinetic characteristics, serving as a shuttle for reducing powcr, but also as a 

carbon/phosphate exchanger via malate/pyrophosphate. The physiological role of the malate/citrate 

exchanges is still unc1ear since a role for citrate has nol been proposed inside the plastids. 

The second translocator studicd in this work exchange phosphoenolpyruvate for phosphate. It was 

found that this exchanger has a high affinity for phosphoenolpyruvate and 2-phosphoglyceric acid, 

bul transported poorly trioses phosphate. h was also found thal phosphomic ine, a 

phosphoenolpyruvate analogue, inhibited the PEPlPi exchange with an uncompetitive kineti c 

mechanism. The phosphate isosteric analogs, arsenate and vanadate, also inhibited this translocator 

activity bul with lowe,r affinity. 

Physiological evidence provided here is consistent with an entry gate role for carbon ske1etons and, 

possibly energy, play,ed by this transporter during the fat ty acid synthesis. 
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4. Introducción 

Las semillas son la fuente de aceites y de protcinas de origen vegetal más importante en el mundo, 

para el consumo humano, animal y para la producción de alimentos procesados. El alto contenido 

de reservas nutritivas de la semillas (Tabla 1) está destinado a garantizar el establecimiento de su 

siguiente generación, aunque hay evidencias claras de que la domesticación de ciertas especies por 

el hombre ha ejercido presión de selección (Allard, 1999). Como resultado, el contenido de reservas 

de varias semillas cultivadas pudiera exceder con mucho las necesidades reproductivas reales de la 

planta. En concreto, al maíz se le considera una planta incapaz de subsistir en ausencia del hombre, 

pero que a su vez ha influenciado profundamente a las soc iedades humanas mesoamericanas, 

interdependencia que el historiador Arturo Wannan designó con el ténnino coevolución (Wannan, 

1988; Salvador, 1997; Benz y Long, 2000). 

Tabla 1. Composición ap roximada de algunos cereales empleados para la 
• 

alimentación humana y animal*. 

Contenido promedio (%) 

Proteínas Lípidos Carbohidratos 

Cebada 12 3 76 

Maíz 10 5 80 

Avena I3 8 66 

Centeno 12 2 76 

Trigo 12 2 75 

*tomada de Bewley fJ¿ Black, 1994. 

El cereal que mayor importancia reviste en la dieta del mexicano es el maí z, ya que es el alimento 

que aporta más benefic ios nutritivos por unidad de precio en nuestro país, además de dar identidad a 

la gastronomía nacional (Moreno Casasola, 1966). Lo anterior es gracias a su alto contenido de 

carbohidratos, lípidos y proteínas (Tabla 1). Así, la comprensión de los procesos involucrados en la 

síntesis y acumulación de los compuestos de reserva durante el desarrollo de esta semilla posee una 

gran importancia. 
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Entre los aspectos mas interesantes y con mayor potencial biotecnológico, sc encuentran los 

mecanismos mediante los cuales las semillas regulan el uso de los nutrimentos recibidos desdc los 

tejidos matemos para canalizarlos hacia las diferentes rcservas y que se traduce en que ciertas 

semi llas acumulen principalmente lípidos y proteínas y otras acumulen grandes cantidades de 

carbohidratos. 

Aunque los últimos años han traído importantes avances en el conocimiento de l metaboli smo de los 

carbohidratos de los vegetales, la regulación de la distribución del carbono dentro de la célula 

vegetal ha recibido relativamente poca atención, lo que se suma a la gran plasticidad que el 

metabolismo vegetal posee y a la participación de varios compartimentos celulares en la biosíntesis 

de reservas. Consecuentemente, nuestra comprensión de dichos mecanismos es aún limitada . 

El carbono asimilado por las semillas proviene de la planta madre y llega principalmente en fonna 

de sacarosa. Este nutrimento debc ser parcialmente degradado y los productos de su degradación 

deben ser repartidos para servir en la generación de energía, para la asimi lación de nitrógeno que 

sustenta la síntesis de proteím,-'i y como fuente de esqueletos carbonados para la síntesis de lípiéos y 

otros carOOhidratos. 

Tanto la síntesis de lípidos, como la de carbohidratos y la de proteínas dt: reserva involucran a 

varios comp:-trtimentos celulares y, seguramente, la regulación concertada de numerosas enzimas y 

proteínas membranaJes que favorecen, restringen y/o regulan el paso de metabolitos de un 

compartimiento a otro (Emes y Dennis, 1997). 

El desarrollo de las semillas de maíz resulta un muy buen modelo para estudiar los procesos de 

acumulación de reservas, ya que so.: trata de una semilla grande, con un periodo de desarr-:-llo 

relativamente corto y, ademas, en el embrión de la semilla de maíz se acumulan principalmente 

Iípidos y proteínas, mientras que en el endospermo la principal reserva son los carbohidratos 

(Bewley & Black, 1994). En esta etapa el tejido carece todavía de la capacidad fotosintética y 

depende de la plant~ madre para nutrirse . A pesar de ello, el plastido es un organelo esencial, ya que 

ahí se lleva a cabo' la síntesis dp novo de ácidos grasos, algunos aminoácidos y metabolitos 

derivados de isopren.oides y terpenos (Neuhaus y Emes, 2000). Para cumplir con su función 

biosintética, los plastidos no fotosintéticos dependen de los transportadores ubicados en su 

membrana interna para intercambiar diversos metabolitos entre el estroma y el citosol y de esta 

manera satisfacer las necesidades de la célula. 

Un metabolito clave en el reparto de carbono es el fosfoenolpinlvato (PEP), debido a que es un por 

un lado (Da vi es, 1979) intermediario de la glicólisis y puede ser precursor directo cn la síntesis de 

ácidos grasos o en la síntesis de aminoácidos aromáticos, y, por otro, puede ser carboxilado por la 

enzima PEP carboxilasa y transformarse en malato (O'Leary, 1982; Dlurfert el al., 1983). A su vez, 
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el malato es un intermediario del ciclo de Krcbs, importante en la respiración y un precursor de la 

síntesis de aminoácidos (Glawischnig el al., 200 1), que, dentro del plástido, también puede ser un 

precursor de la síntesis de ácidos grasos. 

Para que estos metabolitos puedan entrar al plástido, es necesaria la presencia de transportadorcs 

específicos ubicados en la membrana interna del plástido. Estos transportadores pueden jugar un 

papel relevante en el control del fl ujo de carbono entre los dos compartimentos celulares, el estroma 

y el citosoL En esta tesis se aborda el estudio de dos de estos transportadores: el intercambiador de 

dicarboxilatos y el intercambiador de PEPIPi, en relación con el metabol ismo de los embriones de la 

semilla de maíz, durante el período de llenado del grano . 

• 

J3 
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5. AI/tecedentes 

5. / Maíz. 

El maíz (Zea mays) es una gramínea, la cual se piensa es originaria de México, y que ha sido 

domesticada desde tiempos prehispánicos (Buckler el al., 1998) El fruto de la planta de maíz se 

llama comercialmente grano, botánicamente es una cariópside y agrícolamente se le conoce como 

semilla. Ésta esta compuesta por cuatro partes principales: pericarpio, embrión, endospermo y 

pedúnculo (Reyes 1990) . 

El pericarpio es la cubierta del rruto y es de origen materno, ya que se fonna a partir de las paredes 

del ovario. Contiene almidón, grasa, proteína, minerales, carbohidratos y fibra (Figura 1). 

El endospermo es el principal tejido de reserva de la semilla. Está consti tuido principalmente por 

almidón (86 .6% del almidón total del grano) y contiene además proteínas; se rodea de una fina capa 
• 

de células ricas en proteína, denominnda aleurona. 

El embrión se encuentra inmerso en el endospenno, está formado por los tej idos primordiales de los 

órganos y aparatos de la planta adulta y que son la radícula, cubierta por la coleoriza, una plúmula 

con tres a cinco hojas primordiales, cubierta por el coleóptilo y el escutelo o cotiledón, que es el 

tejido embrionario de reserva. El embrión contiene la mayor cantidad de lípidos del grano (34.4 %; 

Figura 1). 
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Figura 1. Corte longitudinal y transversal de la semilla de maíz. Las 
partes que lo constituyen son las siguientes: 1) Pericarpio, 2) Epidermis, 
3) Mesocarpio, 4) Cubierta de semilla (testa), 5) Capa de aleurona, 6) 
Endospermo córneo, 7) Endospermo farináceo, 8) Escutelo, 9} Plúmula, o 
Tallo y Hojas rudimentarios, 10) Radícula o raíz primaria, 11) Pedúnculo, 
12) Eje embrionario, 13) Pericarpio (Tomada de Hoseney, 1992). , 

Durante la germinación, la plántula se desarrolla a partir del embrión nutriéndose gracias a la 

movilización de las reservas, en tanto el aparato fotosintélico llega a establecerse. 

En el ciclo biológico del maíz se distinguen varios estadios: 

1 Semilla; 2 Gcnn inación; 3 Emergencia; 4 Plántula; 5 Crecimiento activo, 6 Prefloración; 7 

Floración mascul ina (cspigamiento); 8 Floración femenina; 9 Polinización; 10 Fecundación; 11 
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Grano lechoso (ejote) ; 12 Grano masoso (elocintc); 13 Madurez fi siológica; 14 Madurez de cosecha 

(16-25% de humedad), 15 Grano comercial o semilla (12-14 % de humedad); Rastrojo (planta sec;) 

con 12-14% de humedad, sin mazorca). 

La composición química de la semilla es variable y está relacionada con: estadio, raza , variedad , 

tecnología de cult ivo y clima. 

En general, el maíz tiene alto valor nutritivo como fuente de energía, por su alto contenido de 

carbohidratos, aunque no posee suficientes proteínas, tanto en calidad como cantidad, por poseer un 

bajo contenido de dos aminoácidos esenciales: lisina y triptófano, además, es pobre en la vitamina 

niacina (Reyes, 1990). 

5.2 Maduración de la semilla. 

De manera general, el desarrollo de la semilla se puede dividIr en tres etapas: histodifercnciación, 

expansión celular y desecación. En la histodiferenciac ión las células del cigoto dan lugar a los 

diversos tejidos embrionarios, mientras que el tejido que constituye al endospenno se diferencia 

para dar lugar al endospermo almidonoso y a la capa de aleurona. La división y diferenciación 

celular en el embrión cesa generalmente en etapas tempranas del desarrollo de las semillas, lo que 

marca el final de la histodiferenciación e inicia la segunda fase , llamada de expansión celular o 

llenado. Esta fase se caracteriza por un aumento en el tamailo de las células y por el depósito de 

compuestos de reserva en los tejidos de almacenamiento (Bewley & Black, 1994). La actividad de 

los procesos biológicos de esta segunda fase disminuye gradualmente confonne se reduce el 

conteni5fo de agua y se llega entonces a una fase final de secado de la semilla. Esta úhima fase está 

acompañada de una acumulación de .proteínas y carbohidratos especializados que confieren 

estabilidad a las estructuras celulares, particularmente a las membranas. 

Un número importante de los eventos metabólicos en el desarrollo de las semillas son, en términos . 
generales, anabólicos. ,Mientras las reservas se acumulan, el embrión aumenta de tamaño, pero se 

retiene la típica forma embrionaria debido a que este crec imiento se sustenta sólo en la expansión de 
• 

las células ya existentes (Boesenwickel & Bouman, 1995). 

La fase fina l de secado tennina con el desarrollo de la semilla, la cual entra en el estado de 

inactividad o latencia característico de las semiIJas deshidratadas. 
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5.3 Reservas en la semilla 

Alrededor del 70 % de la alimentación humana proviene directamente de las semillas y una gran 

proporción del consumo restante de alimentos se deriva de animales, que son alimentados a su vez 

con semillas . La composición química de la semilla es determinada por factores genéticos y aunque 

ciertas modificaciones en la composic ión pueden ser el resultado de prácticas agronómicas o ser 

impuestas por condiciones del medio ambiente, tales cambios suelen ser relativamente pequeños 

(Bewley & Black, 1994). A continuac ión se explicarán brevemente las características de los 

compuestos de reserva más abundantes en las semillas de maíz, cuya composición se muestra en la 

Tabla 2. 

Tabla 2. Composic ión promedio de la semilla de maíz 

Componente Porcentaje 

Almidón 74.4 

Líp idos 4.7 

Prote ína • 9.6 

Carbohidratos libres 1.94 

Minerales 1.43 

Fibra 9.93 

Reyes Castañeda, 1990. El maíz y su cultivo 

5.3.1 Carbohidratos. 

El almidón es el carbohidrato que se halla más comúnmente en las semillas, aunque también 

carbohidratos como,1a hemicelulosa, amiloides, celulosa, pectinas, mucílagos y otros di-y 

trisacáridos pueden estar presentes. 

El almidón que se a:u mula en las plantas es un depósito formado de dos tipos de polímeros de 

glucosa, la amilosa y la ami lopeclina. La ami losa es un polímero de cadena lineal de 300 a 400 

unidades de glucosa unidas por enlaces glucosídicos a(I~4). La amilopcctina es mucho más 

grande y consiste en secciones lineales unidas con enlaces a(I - >4) que se bifurcan con uniones 

a(1~6) para producir una molécula multiramificada. Además, en el almidón algunos residuos se 

encuentras esterificados con ácido fosfórico y el grado de dicha fosforilación varía en función dc la 

especie y las condiciones ambientales y nutrimcntales de la planta (Bewley y Blaek, 1994). 
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La síntesis de almidón se inic ia en los amiloplastos, organclos especializados de las células del 

endospcnno que poscen uno o más gránulos de almidón. Durante la expansión hay un incremento 

gradual en el tamaño del o los gránulos hasta quc el amiloplasto se llena por completo. Ya quc la 

síntesis de almidón sc lleva a cabo en el interior de los amiloplastos, los aZÍlcares que sirven como 

precursores pueden ingresar como hexosas, hexosas-fosfato, !riosas-fosfato, fosfoenolpiruvato y, 

posiblemente, incluso como piruvato, ya que el plástido cs capaz de incorporar, mediante diversos 

transportadores, todos estos compuestos y varias evidencias indican que posee las enzimas 

necesarias para realizar toda la ruta de la gluconeogénesis (Batz el al. 1992). 

Por otro lado, los azúcares pueden ser empleados en el citoplasma para la síntesis de di-, tri- y 

tetrasacáridos, lo cual significa que los ami loplastos deberán competir con el citoplasma para poder 

sintetizar almidón; el balance entre estas dos actividades biosintéticas es detenninante de vanas 

características de la semilla, tales como su dulzor y su textura. 

5.3.2 Lípidos. 

Los principales lípidos que se almacenan en las semillas son los triacilglicerolcs (TAG), los cuales 

consisten en un esqueleto de glicerol con ácidos grasos esterificados en sus tres hidroxilos. El papel 

de los TAG es el de servir de reserva energética y de carbono. Entre los ácidos grasos más 

frecuentes en los TAG se encuentran ác idos grasos saturados como el ácido palmítico (16:0), pero 

casi siempre predominan los insaturados como el ácido oleico (18: 1 f},9), ell inoléico (18:2 Ó 9.12) y el 

et-linolénico (18:3 f},9.12.15) . 

Algunas semillas también tienen cantidades apreciables de fosfolípidos, glicerolipidos y esleroles. 

La síntesis de ácidos grasos tiene lugar de manera casi exclusiva en los plástidos, de donde son 

exportados hacia el retículo endoplásmico para ser esterificados con el glicerol y empaquetados en 

los llamados cuerpos-lipídicos (Huang, et al., 1993). 

5.3.3 Proteíl/as 

Las proteínas de reserva de la semillas se depositan en cuerpos proteicos y se clasifican en grupos 

de acuerdo con su solubilidad: l) albúminas, solubles en agua; 2) globulinas, solubles en soluciones 

salinas di luidas; 3) prolaminas, solubles en mezclas de alcohol-agua, y 4) glutelinas, que se 

disuclven en soluciones ácidas o básicas diluidas. En las scmillas de maíz las pral ami nas (zeínas) y 

18 



la s gluteli nas se depositan en el endospermo, mientras que las globulinas se depositan en el embrión 

(Bewley y 8laek, 1994). 

La síntesis de proteínas de reserva se encuentra fuertemente regulada en función del tejido, del 

estadio de desarrollo de la semilla y la disponibilidad de nitrógeno, azufre y fotosintatos (Shewry, 

1995). 

5.4 Proceso de acumulación de reservas en semillas. 

La fuente de carbono más importante para las semillas de gramíneas es la sacarosa, ya que 

representa el 85% del carbono total que entra a la semilla. Este azúcar es importado desde los 

tejidos fotosintéticos hacia la semilla en desarrollo, siendo descargada en las terminales del floema 

localizadas en la base del grano, en la región llamada pedicelo. Desde ahí, células de transferencia 

especializadas facilitan la movilización de este recurso desde el tejido materno a la región externa 

del endospermo en desarrollo. Para facilitar este proceso la sacarosa se desdobla en glucosa y 

fructosa por la s invertasas presentes en el apoplasto del pedicelo y en las cé lulas del endospermo. 

Las células del endospermo emplean la~ hexosas generadas principalmente para la biosíntesis de 

almidón, como fuente de carbono y energía, para proveer otras rutas biosintéticas, o bien , para 

generar nuevamente sacarosa que pueda ser exportada para mantener el desarrollo de las células 

más interiores y del embrión (Bewley & Black, 1994). 

Además de la fuente de carbono, las semillas reciben un aporte de nitrógeno, principalmente como 

asparagina, glutamina y pequeños péptidos que son transportados desde la planta madre (Bewley & 

Black, 1994). La formación de otros aminoácidos ocurre dentro de los granos en desarrollo en 

donde el grupo amino proviene de estos aminoácidos precursores, mientras que los esqueletos de 

carbono son proporcionados por los carbohidratos translocados. La rapidez de síntesis de proteínas 

de almacenamiento p_uede ser controlada por la rapidez a la cual la glutamina y la asparagina son . 
asimiladas, por la capac:idad de los tejidos para sintetizar otros aminoácidos, o por el aporte de los 

esqueletos carbonados r.equeridos en este proceso (Bewley & Black, 1994). 

Los apartados que siguen se enfocan en los procesos metabólicos involucrados en la biosíntesis de 

los compuestos de reserva más Importantes para la semilla . 
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5.4.1 Síntesis de almidón. 

La síntesis de almidón requiere de adenosina difosfoglucosa (ADP-GIc) y de glucosa-l-fosfato 

(Glc-6-P), sustratos de la enzima almidón sintasa, responsable de las síntesis de ami losa (cfr 5.3./), 

la que precede a las modificaciones que dan origen a la amilopectina. 

Para proveer estos recursos, la sacarosa se convierte en (ructosa y UDP-Glc por la enzima sacarosa 

sintasa, aunque hay evidencias también de la participación de invertasas que generan hexosas libres, 

que pueden ser fosforiladas por la glucocinasa y la fructocinasa. La hexosa fosfato isomerasa se 

encargan de convertir a la Frc-6-P en Glc-6-P, mientras que la acción secuencial de las enzimas 

citosólicas UDP-Glc pirofosforilasa y una fosfoglucomutasa convierten a la UDP-Glc a GIc-6-P. 

La GIc-6-P entra al amiloplasto (cfr. 5.3.1) por la actividad de un translocador especí fico en la 

membrana interna plastidial, el intercambiador de hexosas fosfato/fosfato. Dentro del p!ástido la 

GIc-6-P se transforma en Glc-l-P a través de la fosfoglucomutasa plastidial y también en ADP-GIc 

por la ADP-Glc pirofosforilasa. La almidón sintasa es una proteína muy compleja que cataliza la 

transferencia de la posición 4 del extremo no reductor de una cadena de amilosa al carbono 

anomérico de la ADP-GIc, liberando el ADP. De esta manera se incrementa In longitud de la cadena 

en una unidad y el proceso se repite numerosas veces. 

Por otro lado, la enzima ramificante crea uniones glucosídicas a(l--t6), introduciendo pequeñas 

cadenas de residuos de glucosa con uniones a(l--t4) a la ami losa . 

En tejidos no fotosintéticos que acumulan almidón, como el endospenno de la semilla de maíz, la 

síntesis de almidón se inicia en los proplástidos con la [onnación de uno (maíz y trigo) O más 

(arroz, .avcna) gránulos de almidón pequeii.os, los cuales ocupan solo una pequeña parte del 

volumen de este organelo. Después hay un incremento gradual en el tamaño del gránulo (o 

gránulos), hasta que el amiloplasto maduro esté completamente lleno (Bewley & Black, 1994). 

Durante su síntesis, ~I almidón es fosforilado y el grado de fosforilación es variable, lo que modifica . 
sus características fisisoquímicas y. también, favorece que estos depósitos puedan ser degradados 

más adelante (Bewley y Black, 1994). 

5.4.2 Síl/tesis de triacilglicero/es. 

Los lípidos en la semillas se encuentran en dos formas mayoritarias: como reservas metabólicas en 

fomla de triacilglicedro1cs (TAO) o como lípidos membranales involucrados en la estructura 

celular, con una cabeza hidrofilica cn la posición Sil 3 del esqueleto del glicerol. La síntesis de ácido 

grasos está estrictamente limitada al compartimiento plastidial. En algunos tejidos heterotróficos, 
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como en los cotiledones de varias leguminosas oleaginosas, los lípidos se sintetizan en altas 

cantidades que pueden llegar a ser hasta el 40 % del peso seco de la semi lla . Ya que estos tejidos de 

almacenamiento son esencialmente no fotosintéticos, flujos substanciales de carbono deben de 

entrar al plástido durante la biosíntesis de lípidos. 

Estudios con plástídos aislados han demostrado que una amplia gama de intermediarios pueden 

utilizarse en la síntesis de ácidos grasos. Entre éstos, el acetato proveniente de la mitocondria es una 

fuente primaria para la síntesis de novo de ác idos grasos, pero otros precursores citosólicos también 

son sustratos de esta ruta metabóltca como malato, Glc6P, triosas fosfato, piruvato y PEPo Se ha 

demostrado que en el endospermo de semillas de ricino, el malato formado en el citosol puede ser 

importado por los plástidos y es descarboxilado para producir piruvato y de aquí acetil-CoA (Smith 

el al., 1992). La conversión de malato a aceti l-CoA, vía la enzima málica y la piruvato 

deshidrogenasa, genera NADPH, un reductor empleado en la biosíntesis de ácidos grasos. 

De manera general, la síntesis de triacilgliceroles se puede dividir en tres fases: (1) la producción 

del esqueleto de glicerol; (2) la formación de los ácidos grasos y (3) la esterificación del gbcerol 

con los ácidos grasos. Es importante mencionar que para la síntesis de triacilgliceroles no participa 

el glicerol libre ni los ácidos grasos lib~s, sino más bien el glicerol-3-fosfato y los ácidos grasos 

unidos a la coenzima A o a una proteína acarreadora de acilos (ACr). 

A continuación se presenta una descripción detallada de la síntesis de ácidos grasos, partiendo 

desde la sacarosa hasta la cadena naciente de un ácido graso: la sacarosa se transporta a las semi llas 

en desarrollo y se convierte en hexosas fosfato y triosas fosfato por las reacciones de la glicólisis. 

Posteriormente, la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) se reduce en el citosol para producir glicerol-3-

fosfato, el cual es después acilado; la acilación puede ocurrir también en el interior del plástido, 

pero no está claro cual es aquí la fuente de glicerol-3-fosfato. El acetil -CoA se carboxila para 

producir malonil-CoA, Cl!yO residuo de malonil se transfiere a la proteína acarreadora de acilos 

fommndo malonil -ACP. El primer paso en la formación de la cadena de ácido graso se da cuando el 

acetilo del acetil-CoA'y un residuo de maJoniJ-ACP se condensan para fonnar acetoacetil-ACP con 
, 

la liberación de CO2 .• A través de pasos de reducción, empleando NADPH ó NADH, y una 

deshidratación, el acetoacetil-ACP se convierte en un residuo aci lo de 4/C totalmente reducido. La 

cadena continúa alargándose con la condensación de otro residuo de malonil-ACP, formando un 

nuevo 3-oxoacil-ACP y liberando un CO2• Los pasos de reducción y deshidratación se repiten para 

hacer una cadena de ác ido graso saturado y la adic ión secuencial de unidades de 2 carbonos 

continúa hasta alcanzar acilos-ACP de 16C (16:0, palmitoil-ACP) a 18 e (18:0, estearil-ACP). Los 

ácidos libres esteárico o palmítico pueden ser liberados, o el estearil-ACP es casi siempre 

ins.:üurado anaeróhicamente para producir oleoil-ACP, del cual se deriva el oleato libre (18: 1). La 
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síntesis de acil-ACPs es catalizada por un complejo de enzimas, llamadas el complejo sintetasa de 

ácidos grasos, que consiste en seis enzimas alrededor de las moléculas de ACr, a la cual están 

unidos los intermediarios de la ruta de la formación de aeilos. A diferencia de la sitentasa de IÍcidos 

grasos citoplasmática de las células animales y de las levaduras, las enzimas de la sintetasa 

plastidiaJ son polipépt idos independientes semejantes a los encontrados en las bacterias (Ohlrogge y 

Jaworski, 1997) 

Los tres ácidos grasos, el palmitato, el eslearato y el oleato, dejan el plástido y se unen con la CoA y 

pueden entonces ser sustratos de las enzimas de la síntesis de Jípidos en el retículo endoplásmico. 

La salida de los ácidos grasos desde el pllÍ stido requiere de las tioesterasas, las cuales hidrolizan el 

enlace entre la ACP y el ácido graso de la Aeil-CoA sintetasa, la cual es un enzima membranal 

asociada a la membrana del plástido. Se ha propuesto que esta última enzima exporta los ácidos 

grasos al tiempo que los esterifíca y que este proceso está acoplado a la entrada de glucosa-6-fosfato 

al interior del plástido (Ohlrogge y Jaworski , 1997). 

Además del suministro de carbono, la síntesis de ácidos grasos depende de la provisión de ATP y 

equivalentes reductores. En tejidos no fotosintéticos estos componentes deben ser provistos por el 

eitosol o deben ser generados intemameQte. La ruta de la glicólisis completa o parcial dentro de este 

organelo permite la síntesis de ATP a partir de GIc6P, triosas fosfato o PEP; alternativamente, el 

ATP puede ser importado del ciloso! (Neuhaus y Emes, 2000). El poder reductor podría ser provisto 

por la descarboxilación oxidativa secuencia! del malato hasta acetil-CoA, o también por la vía 

oxidativa de las pentosas. 

La síntesis de ácidos grasos dependiente de acetato en leucoplastos en desarrollo en las semillas de 

ri cino se estimula 4 veces cuando se agrega en el medio PEP, comparada a cuando sólo se agrega 

ATP e~ el medio. Esto indica que el ATP generado internamente es más efectivo para proveer la 

biosíntesis de ácidos grasos (Boyle el al., 1990). 

5.4.3 Síntesis de proteínas de reserva. 

De manera general, l~ síntesis de las d iferentes proteínas de reserva de una semilla y la síntesis de 

Iípidos se inician en la misma fase de! desarrollo, pero no de manera simultanea. 

En cebada, trigo y maíz las prolaminas, altamente insolubles, se sintetizan en los polisomas 

asociados al retículo cndoplásmieo. Las proteínas sintetizadas de novo pasan a través de la 

membran<l del retículo cndoplásmico al IlImen, donde, debido a su naturaleza hidrofóbica, se 

fl gregan en pequeñas p<lrtículas. 
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5.5 Regulación de la biosíntesis de los compuestos de reserva. 

La mayoría de las semillas contienen dos O más compuestos de reserva en cantidades apreciables y 

una gran extensión de éstos se sintetizan concomitanlemente durante el desarrollo de la semilla. La 

siguiente discusión se centrará particularmente en la síntesis y la deposición de lípidos y proteínas 

ya que son los aspectos de mayor interés para el presente trabajo. 

¿Qué determina el lipo y la proporción de las reservas que se acumulan en las diferentes semilla~? 

Es una pregunta que sólo ha sido contestada en parte, ya que se ignoran muchos de los mecanismos 

de regulación del metabolismo durante el desarrollo de las semillas y, en espec ial, nuestro 

conocimiento de la regulación concertada que debe ocurrir entre varios compartimentos es bastante 

limitado. 

5.5.1 Regulación por compartamenlalización. 

La compartamentalización del metabolismo y el secuestro de rutas metabólicas dentro de organelos 
, 

rodeados por una membrana ocurren en todas las células eucariontes, pero en las células de plantas 

supeTlores alcanza mayor complejidad debido a la presencia de los plástidos . En las células 

eucariotas algunas rutas pueden ocurrir simultáneamente en varios compartimentos; otras son 

exclusivas de un compartimiento, aunque sus productos deban ser transportados a otras partes de la 

célula y, algunas más, pueden ocurrir en parte en un compartimiento y ser completadas en otro 

distinto. La división de la célula en volúmenes pequeños puede servir para concentrar los 

intermediarios de una ruta y puede prevenir la actividad de los ciclos fútiles. Rutas relacionadas que 

interactúan a través del suministro y demanda de substratos también pueden estar en proximidad al 

ser secuestradas juntas. 

Como consecuencia ~.e lo anterior, además de la regulación de las enzimas participantes en cada 

compartimiento, el funcionamiento coordinado de la célula requiere un control del flujo de 

metabolitos entre las rutas confinadas a los diferentes compartimentos en respuesta a las demandas 

del metabolismo celular. Esto se alcanza a través de una permeabilidad altamente selectiva de las 

membranas organelares que limitan el número de intermediarios que pueden ser transportados de un 

compartimiento al otro y la velocidad con la que son transportados (Emes y Dennis, 1997). 
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5.6 Papel IÍnico de los pláslidos. 

La diferencia más conspicua entre las plantas y otros organismos es la presencia de un 

compartimiento adicional, el plástido, el cual se encuentra en casi todos los tejidos vegetales. Hay 

una gran variedad de tipos de p¡ástidos, cada uno de los cuales tiene distintas funciones metabólicas 

y capacidades. El plastido más cOffilm mente estudiado es el cloroplasto, al que se le ha puesto 

mucha atención debido a su papel en la generación fotoquimica de poder reductor y ATP que se 

utiliz.1 en la biosíntesis reductiva de carbohidratos a partir de COl. Sin embargo, a menudo se ha 

restado importancia al hecho de que muchas rutas metabólicas, que en las cé lulas animales son 

cüosólicas, en la célula vegetal ocurren en los plástidos, tales como la síntesis de polisacáridos de 

reserva y la síntesis de ácidos grasos. Además, los plástidos son también sitios de biosíntesis de 

metabolitos que las células animales son incapaces de sintetizar, tales como la síntesis de glutamato 

y glutamina a partir de nitrato, de los aminoácidos aromáticos, de los carotenos y de otros 

mctabolitos secundarios. Además de estas actividades anabólicas, los plástidos también son capaces 

de catabolizar hexosas fosfato vía la glucólisis y la ruta oxidativa de las pentosas fosfato. 

Si bien la mayor parte de la capacidad biosintética di stintiva de una célula vegetal se asocia con los 

c1oroplastos, en los tejidos no fotosintéticos el carbono y la energía deben ser importados para nutrir 

las rutas biosintéticas que ocurren en los llamados plástidos heterotróficos. 

5.7 Tipos de pláslidos 

Los plástidos son organelos semi-autónomos, con una amplia diversidad estructural y funcional y 

rutas biosintéticas únicas. Son capaces de transcribir y traducir la información presente en su propio 

gcnoma, pero son altamente dependientes del importe de proteínas que se codifican en el genoma 

nuclear y se transcrib,en en el citoplasma. Los plástidos se encuentran presentes en casi todas las 

cé lulas vegetales y su diversidad estructural y funcional refleja su papel en los diferentes tipos de 

células. De acuerdo -a su estado de desarrollo se distinguen como juveniles (proplástidos), 

diferenciados, maduros y senescentes. La células mcristemáticas contienen proplástidos, lo cual 

asegura la continuidad de los plástidos de generac ión en generación; los protoplastos presentan una 

alta plasticidad estructural y metabólica que les permite desarrollarse en diferentes tipos de 

plástidos que permanecen interconvertibles. 

El metabolismo de los diferentes tipos de plástidos está unido a la función de los tejidos donde se 

encuentran. Mientras que la función principal de la s hoj as iluminadas es la asimilación de CO] en 
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carhohidratos proceso que se lleva a cabo en los eloroplastos, los plástidos de raíces están 

principalmente involucrados en la asimilación de nitrógeno inorgánico. 

Los cromoplastos sinteti zan grandes cantidades de carotenoides, y son los responsables del color 

amarillo, anaranjado o rojo de muchos frutos y pétalos de flores y ciertas raíces. 

Con el nombre de etioplastas se denominan a los plástidos que se encuentran en hojas de plantas 

que han crec ido en completa oscuridad y que se transforman en cloroplastos cuando la hoja es 

expuesta a la luz. 

Los amiloplastos son plástidos maduros, en los cuales la mayoría de su volumen interno esta lleno 

de almidón. Se encuentran en las células diferenciadas de raíz y en los tejidos de almacenamiento 

como cotiledones, endospermo y tubérculos. 

La interconversión entre estos tipos de plástidos está acompañada por cambios dramáticos, 

incluyendo el desarrollo o la regresión de sistemas membrana les internos (por ejemplo tilacoides y 

cuerpos prolamelares) y la adquisición de enzimas específicas que reflejan el metabolismo 

especializado de cada tipo de plástido. En todas la etapas de diferenciación las dos membranas que 

limitan la envoltura del organelo permanecen aparentemente sin cambio (Joyard el al, 1998). 

, 

Localizada en la interfase entre el plástido y el citosol circundante, las cubiertas membrana les 

plastidiales son las estructuras clave para la integración del metabolismo plastidiaJ y la función de la 

célula; tal coordinación se extiende al desarrollo plastidial y la diferenciación celular, debido a que 

los plástidos son organelos semi-autónomos. De nuevo, las membranas que cubren al plástido son 

puntos esenciales en el control de la expresión del genoma plastidial y nuclear, ya que cuentan con 

al menos dos sistemas de importe de proteínas desde el citosol (Chen y Schnell, 1999). 

Las membranas de los cloroplastos poseen varios Iípidos característicos, incluyendo galactolípidos 

y sulfolípidos propios (sulfoquinovosil-diacilglicerol) ; pigmentos, como los carotenoides y la 

clorofila, y prenilquinonas, como la plastoquinona y los tocoferoles. Aunque la composición 

Ilpídica de las membranas de los plástidos no fotosintéticos no ha sido estudiada tan detalladamente, 

es evidente que dicha ~lversi dad requiere de rutas metabólicas complejas vinculadas a la formación, 

diferenciación y el recambio de las membranas plastidiales. 

5.8 Metabolismo dentro de los plástidos. 

A diferentes niveles, dependiendo de la especie y de la etapa de desarrollo, tanto la glicólisis como 

la ruta oxida ti va de las pentosas fosfato (OPPP) se hallan tanto en plástidos no fotosintéticos como 

en el citosol. La sí ntesis de. ácidos grasos se realiza de manera exclusiva en el plástido, así como la 
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rula del shikimato. Esté'l úllÍma ruta es la quc conduce a la síntesis de aminoácidos é'lromáticos y de 

aIras metabolitos sccundé'l rios derivados del indol. Como ya se ha mencionado, también es en el 

interior del plástido donde se lleva a cabo la reducción de nitrato a amonio y su fijación en 

aminoácidos. 

5.8./ G/icólisis. 

La ruta de la glicólisis está presente en casi todos los organismos, pero hay diferencias importantes 

con respecto a esta ruta entre las plantas, la bacterias y los organismos animales. La ecuación 

clásica para la glicólisis es: 

Glucosa + 2ADP + 2Pi + 2NAD+ ~ 2Piruvato + 2ATP + 2NADH 

Esquema 1. Ecuación quím ica global de la glucólis is. 

En estos términos, parecería que la función de la glicólisis es producir solamente ATP y poder 
• 

reductor en forma de NADH. Mientras que ésta es una función importante de dicha ruta en las 

células vegetales, especialmente en los tejidos heterotróficos y en las hojas durante la oscuridad, 

una función no menos importante es la de proveer intermediarios para las rutas biosintéticas. El 

flujo de carbono que se requiere para satisfacer las demandas de la biosíntesis en las plantas es 

grande, debido a que estas son autotróficas y pueden sintetizar todos los componentes que necesitan 

para su crecimiento y desarrollo . 

Las unidades de hexosa necesarias para la glucólisis pueden provenir de la degradación del 

almidón, almacenado en cloroplastos o en amiloplastos. En otros tejidos, especialmente durante el 

día, el fluido apoplástico puede aportar suficiente sacarosa para satisfacer la demanda glicolítica e, 

incluso, la síntesis de almidón. En las semillas, la fase de llenado del grano demanda grandes 

cantidades de sacarosa para la síntesis de lípidos, proteínas y carbohidratos de reserva. En esta etapa 

del ciclo de vida de ,una planta, la actividad glicolítica es esencial para sostener la demanda de 

esqueletos carbonados y, además, para proveer de precursores a la respiración mitocondrial. 

La ruta glicolítica en las células vegetales se encuentra en el citoplasma y en los plástidos. Aunque 

los plástidos de varios tejidos no fotosintéticos, incluyendo los de semillas de ricino y trigo en 

desarrollo, tienen todo el conjunto de las enzimas glicoliticas de glucosa a piruvato, algunos 

cloroplastos pueden carecer de una o varias de las enzimas finales de la glicólisis (Plaxton, 1996) 

(Figura 2). Esta duplicidad le confiere a la planta una gran flexibilidad metabólica. 

26 



SACAROSA 

n~ 
G1r;;p FrUC:~~ar p~?~I·G'ucosa 

¡-ADP AO~UTP""1 GI\ Gr-p
- -----------

CITOSOl 

F~fP~ii - Glu-6-P- ------------

Fru-1,6-P2 

DHA~ - - - - - - - - - - - - - - - - - --

H 
G¡V: NAO" + Pi 
~NADH 

"lf~~ . 
3-PGA" __ .. ' -- - - --- -- .' 0' -

Fru-6-P 

j::X6p PLÁSTIDOS 

;r; 
- -.,. OHAP == G-3-P 

~NAO-+ Pi 

lNADH 

1,3-0PGA 

11C:°P 

ATP 
___ ___ - - - - - _ • .- 3-PGA 

11 

Rutas 
biosintéticas 

II 
2.PGA 2·PGA 

/<~~-- ;, - ---- - -- -- -------- "',.J[ 
de ác. grasos 

y otros 

____ JL ' \,.'} OAA PEP~ADP 
PEPe p ATP 

PKVADP PK 
~¡ !~ ATP NADH ~ Piruvato 

___ Piruvato NAO- ,¡f. NAOPH 

L. ____ ..I : Malato ' - - - - - - - - .. Malato NAOP' 

VACUOLA 
PEP" - - --

r~~---
Piruvato - - - -

, , ' , 

MITOCONDRlA CO NAOH NAO" :l
p¡ruvato { (\ . Malato 

Respiración Bi~sintesiS j 
Figura 2. Organización de la glicólisis vegetal. Tomado de Plaxton. 1996. 

27 



5.8.2. Ruta oxidativa de las pelltosas fosfato 

A semejanza de lo que ocurre con la glucólisis, las dos deshidrogenacioncs iniciales de la ruta 

oxidativa de las pentosas fosfato pueden ser catalizadas por isocnzimas citosólicas y cstromales 

(glucosa-6P deshidrogenasa y gluconato-6P deshidrogcnasa) . El balance global de la ruta de las 

pentosas fosfato plantea la degradación de glucosa-6-fosfato hasta COz con la producción exclusiva 

de equivalentes de oxido-reducción (esquema 2). Sin embargo, la ruta opera cíclicamente 

permitiendo la oxidación de Glc6P a un mol de COl y un mol de ribulosa-5 -fosfato (Ru-5-P). La 

Ru-5 -P se produce en el metabolismo fotosintético de los c\oroplastos durante la fase de 

regeneración del aceptar a partir de triosas fosfato (Ciclo de Calvin~Benson). Los plástidos no 

fotosintéticos poseen todas las enzimas de este ciclo, pero no la contraparte citosólica. Así, la Ru-5-

P puede ser convertida en triosa~P. Las triosas fosfato pueden salir al citosol o permanecer en el 

estroma, para ser reconvertidas en G-6-P (aunque, claro está, se recupera sólo 5/6 partes de la 

cantidad invertida inicialmente). Por otro lado, sólo dentro del plástido la Ru-5-P puede ser 

convertida a Ribosa~5~P, que participa en la síntesis de diversos nucleótidos, o bien ser 

transformada a eritrosa-4-P, involucrada.cn la síntesis de aminoácidos aromáticos . 

GIc-6-P + 12 NADP' -> 6 CO, + 12 NADPH + 12 H+ + Pi 

Esquema 2. Reacción química global de la ruta oxidativa de las pentosas fosfato. 

El intercambio de intermediarios entre el citoplasma y el estroma plastidial es fundamental para 

todos lQs procesos anteriores. 

5.8.3 Ruta del shikimato, síntesis de amilloácidos aromáticos. 

La ruta del shikimato 'une el metabolismo de los carbohidratos con la biosíntesis de compuestos 

aromáticos. En una s~¿llenc i a de siete pasos metabólicos, dos moléculas de PEP y una de eritrosa-4~ 

fosfato se convierten en shikimato y luego en corismato, que es el precursor de los aminoácidos 

aromáticos (fenilalanina, tirosina y triptófano) y de muchos metabolitos secundarios aromáticos. El 

shikimato y todos los intermediarios posteriores de la ruta pueden ser a su vez precursores de una 

variedad de metabolit05 secundarios en las plantas. Esta ruta sólo se encuentra en microorganismos 

y plantas, pero no en an imales. Varias enzimas de la ruta del shikimato en plantas presentan 

28 



isoenzimas cuya expresión está sujeta a regulación tejido-específica y que responde a las 

condiciones de crecimiento (Hcrrmann y Weaver, 1999). 

5.8.4. Asimilación de nitrógeno. 

El paso inicial de la asimilación de nitrógeno inorgánico ocurre en el citosol y es catalizado por la 

mtrato reductasa, pero todas las reacciones subsecuentes de la asimilación primaria en la biosíntesis 

de aminoácidos ocurren dentro de los plástidos, tanto en tejidos fotosintéticos como no 

fotosintéticos. La asimilación de nitrógeno requiere de gran cantidad de ATP y poder reductor, por 

10 que los plástidos no fotosintéticos tienen que realizar la oxidación de carbohidratos para poder 

mantener este proceso. El requerimiento de ATP puede ser satisfecho tanto por importe de ATP 

desde el citosol como a través de la actividad glicolítica dentro de este organelo. 

Estudios con amiloplastos aislados de raíz han demostrado que la oxidación de la Glc6-P está 

fuertemente acoplada a las reacciones catalizadas por las enzimas nitrito reductasa (NiR) y 

glutamato sintasa (GOGAT) (Bowshcr el al., 1992; Bowsher el al. 1989) . 
• 

5.9 Reparto de carbono en semillas de maíz 

En un trabajo previo se encontró que si se incuban embriones inmaduros de maíz con C~C]-acetato 

en presencia de fosfomicina (FSM), un análogo estructural del fosfoenolpiruvato (PEP) , se modifica 

la distribución de la marca incorporada en lípidos y en proteínas, con respecto a la que se observa 

en embriones incubados solamente con C~C]-acetato . La fosfomicina estimula la incorporación de 

acetato en proteínas totales y provoca una disminución de la marca en los lípidos totales (Lara­

Núñez, 1999). Es este mismo trabajo se analizó el efecto de la FSM sobre dos enzimas claves en el 

metabolismo carbonado y cuyo substrato es el PEP: la PEP carboxilasa (PEPC) y la piruvato cinasa 

(PK), la primera cataliza una reacción anaplerótica al ciclo de Krebs, carboxilando el PEP para 

producir oxaloacete.tato y la segunda es una enzima reguladora de la glicólisis que cataliza la 

conversión de PEP a piruvato produciendo ATP. 

Mientras que la FSM estimula in vi/ro la actividad de la PEPe, su presencia inhibe parcialmente la 

actividad de la PK. El efecto de este compuesto sobre ambas enzimas podría explicar su efecto fina l 

sobre el reparto de carbono, ya que al estimular a la PEPC estaría provocando desviación del 

carbono proveniente de la glicólisis citosólica al ciclo de Krebs y de ahí a la síntesis de proteínas, 
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mientras que al inhibir a la PK disminuiría simultáneamente el aporte de la glicólisis a la síntesis de 

piruva to, el cual es un precursor de ácidos grasos. 

Sin embargo, en la célu la existen otras proteínas cuyo substrato es el PEP Y por lo tanto son blancos 

de la FSM. Estas otras proteínas son parte del metaboli smo del plástido. Por un lado se encuen tran 

la s enzimas que participan en la síntesis de aminoácidos vía la n¡ta del shikimato, pero no hay que 

olvidar la actividad del transportador de PEP por fosfato , que bien podría ser inhibido por este 

antibiótico. 

Lo anterior hace que la interpretación del efecto de la FSM con base a su efecto sobre la PEPe y la 

PK sea incompleta. Entre otras cosas, dicha explicación supone que el piruvato es mejor sustrato 

para la síntesis de ácidos grasos que el malato, lo que tampoco se sabe con certeza , ya que se ha 

reportado la presencia de intercambiadores de dicarboxilatos en cloroplastos, como el 

intercambiador de malato por fosfato en plástidos de ricino, y la existencia de una malato 

deshidrogenasa descarboxilante plastidial, cuya actividad permitiría la conversión de malato en 

piruvato en el interior de los plástidos. 

5.10 Transportadores de la menibrana interna p/astidial. 

Los plástidos están rodeados por dos membranas, conocidas como membrana interna y externa. 

Éstas se distinguen por su estructura, función y propiedades bioquímicas, pero también cooperan, 

por ejemplo, en la síntesis de lípidos y en la translocación de proteínas codificadas en el núcleo. En 

esta sección se presentan las características de los principales transportadores inmersos en la 

membr~na interna plastidial. 

5.10.1. Canales iónicos 

Los canales iónicos de' la membrana plasmática de las células vegetales y de las membranas de 

organelos están invo lucrados en la regulación del volumen, en el transporte transepitelial yen la 
• 

regulación del potencial de membrana. En los cloroplastos, los canales iónicos participan en la 

homeostasis del pH a través de la membrana interna y a través de las membranas de los tilacoides. 

La mayoría de los canales iónicos de plantas pueden discriminar a favor de cationes o de aniones. 

Los más importantes reportados en estas membranas son el canal de cluro y los canales de potasio. 

Aunque también se conoce de la presenc ia de canales de cationes divalentes (Neuhaus y Wagner, 

2000). 
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5./0.2.1l1tereambiadores 

Los acarreadores son transportadores que cataliü 1.n reacciones vectoriales. Una característica de 

estas proteínas es que presentan una cinética de saluración en función de la concentración del 

meta bolito transportado. Frecuentemente esta cinética puede ser expresada en ténninos de la 

ecuación de Michaclis-Menten, propuesta para la catálisis enzimática. Así, cada transportador puede 

caracterizase por una constante de disociación aparente (equivalente a la K.If) para el metabolito 

transportado y un flujo máximo de transporte, J MA.\', que se alcanza a concentración saturan!e del 

metabolito transportado. 

Los acarreadores pueden ser uniportadores, si el transporte se realiza acarreando una molécula de 

metabolito en cada evento de transporte; simportadores, si el acarreador acopla el transporte 

simultáneo de dos moléculas en una misma dirección, o intercambiadores, si se acopla la entrada de 

un meta bolito con la salida de otro en un ciclo de transporte del acarreador. 

5./ O. 2./ Los intercambiado res de eompl/estos fosfatados por fosfato. , 

En cloroplastos, así como en plástidos no fotosintéticos, el intercambio controlado de fosfato por 

varios metabolitos fosforilados es crucial para el funcionamiento del metabolismo. Una 

característica importante del proceso de transporte es que el importe/exporte de Pi (fosfato) y un 

compuesto fosfatado está balanceado estequiométricamente. Esta regulación tan estrecha es 

necesaria por las siguientes razones : 

(l} En cloroplastos, la fosforilación del ADP a ATP depende de un suministro continuo de Pi. 

Durante la fijación de CO2 cantidades substanciales de triosas fosfato dejan el c1oroplasto y 

se requiere de la entrada simultánea de Pi para mantener la síntesis de ATP estimulada por 

la luz. 

(2) En plástidos ~no fotosintéticos, la entrada de hexosas fosfato tiene que estar acoplada el 

exporte de fi', ya que la enzima estroma! ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa, enzima 

clave en la biosíntesis de almidón) se inhibe alostéricamente con concentraciones 

crecientes de Pi . 

El movimiento de intermediarios fosforilados y el de Pi es mediado por una familia de proteínas 

transportadoras que incluyen a los transportadores triosa fosfato/fosfato, fosfoenolpiruvato/fosfato, 

glucosa 6-fosfato/fosfato y pentosas fosfato/fosfato. Además, se ha reportado, en Arabidopsis, la 
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presencia de una proteína plastidial que posee actividad de uniportador de fosfato (Vcrsaw y 

Harrison, 2002) 

5./0.2././ E/ transportador de /riosas fasfa/olfosfato (TPT). 

La fijación de CO2 a través de la fotosíntesis conduce a la generación de triosas fosfato 

(gliceraldehido 3-fosfato y di-hidroxiacetona fosfato; G3P y DHAP, respectivamente) que se 

exportan al citosol principalmente para la síntesis de sacarosa. Dicho exporte está mediado por el 

transportador de triosas fosfato/fosfato, la proteína mejor caracterizada de la membrana plastidial. 

El TPT representa el 10% de la proteína de la membrana interna plastidial. Su masa molecular es 

alrededor de 29 k.O, posee 6-7 dominios hidrofóbicos, posiblemente transmembranales. La 

estructura cuaternaria más probable para el TPT, de acuerdo con la evidencia experimental, es la de 

un dímero (Neuhaus y Wagner, 2000) . 

El TPT es capaz de intercambiar fosfato inorgánico por moléculas de tres carbonos, fosforiladas en 

la posición 3, tales como las tri osas fosfato y el 3-fosfoglicerato (3PGA). Moléculas de 3 carbonos 

fosforiladas en posición 2, como el PEP y el 2-fosfoglicerato (2PGA), son transportadas con baja 

eficiencia por este transportador y es probable que dicho transporte carezca de significado in vivo. 

El transporte procede a través de un mecanismo de reacción tipo ping-pong, lo que significa que el 

primer meta bolito es transportado a través de la membrana y deja el si tio de unión para que un 

segundo meta bolito pueda ser acarreado en sentido inverso. La afinidad del transportador presenta 

asimetría en ambos lados de la membrana: la afinidad por cualquiera de los substratos es alrededor 

de 5 ve~es menor cuando la unión ocurre en el lado estromal del c1oroplasto. 

Dependiendo de cómo se mida, los cloroplastos de espinaca pueden ser relativamente impenneables 

al fosfato (Fuks y Homblé, 1999) o se puede observar transporte unidireccional de fosfato, pero con 

una VM AX de 2 a 3_ordenes de magnitud inferior a la de antiporte (Bieleski, 1973; Versaw y 

Harri son, 2002). 

En ciertas condiciones, el TPT también puede actuar a través de un mecanismo uniporte tipo canal 

con una V~!AX de un' orden de magnitud superior a la presente en el modo antiportador (Flügge, 

1999). Sm embargo, es poco probable que este comportamiento sea operante in vivo. 

La secuencia de DNA que codifica para esta proteína ha pennitido deducir la secuencia de los 

aminoácidos que la componen en varias especies, incluyendo maíz, espinaca, chícharo y Flaveria. 
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5.10.2.1.2 E/ transportador defosfoeno/piruvato/fosfato (PPT). 

El PPT intercambia, con alta afinidad, fosfato por compuestos de tres carbono con una molécula de 

fosfato unida al carbono 2 (PEP Y 2PGA), pero acepta pobremente a las triosas fosfato o al 3PGA 

(Fishcr el al., 1997). 

El PPT tiene sólo 30 % de similitud con el TPT a nivel de la secuencia de aminoácidos y muestra 

alrededor de 11 veces más afinidad por PEP que el TPT. Esta afinidad asegura que en condiciones 

in vivo, los plástidos sean capaces de importar PEP para alimentar reacciones anabólicas 

específicas. 

El PPT se expresa tanto en hojas como en tejidos no fotosintéticos. Es probable que el PPT 

represente una proteina constitutiva necesaria en todos los tipos de células vegetal. 

Se ha demostrado la expresión del PPT en plástidos de raíz de chícharo, de brotes de coliflor, 

embriones de maíz, de pimiento morrón y cromoplastos de l fruto del tomate (Fisher el al, 1997). 

En los distintos tipos de plásticos, el PEP puede ser empleado como precursor de la síntesis de 

ácidos grasos, aminoácidos aromáticos, alcaloides derivados del indol, flavonoides, o compuestos 

fenólicos. Debido a la ausencia o baja "actividad de las enzimas fosfoglucomutasa y/o enolasa en 

algunos tipos de plásticos, la glicólisis no puede proceder más allá del 3PGA, por 10 cual estos 

plástidos dependen del suministro de PEP a traves de PPT. 

5. / 0.2./.3. E/ transportador de hexosasfosfato/fosfato (HTP). 

La enzima fructosa 1,6- bisfosfatasa (FBPasa) es muy activa en los cloroplastos y es estrictamente 

necesaria para la conversión de las triosas fosfato a hexosas fosfato, lo que da como resultado una 

síntesis activa de almidón durante el día. En los tejidos no fotosinteticos, los plástidos biosintéticos 

carecen de esta activi~ad, por lo que la conversión de triosas fosfato a hexosas-fosfato no ocurre. La 

síntesis de almidón y la ruta oxidativa de las pentosas fosfato en los plaslidos no fotosintéticos 

depende de la entrada de hexosas provenientes del citosoJ. Las hexosas fosfato pueden ser . 
generadas en el citosol a partir de la sacarosa proveniente de otros tejidos, o en el caso de las 

semillas, de la planta madre. 

La entrada de las hexosas fosfato al plastido está mediada por un intercambiador de hexosas 

fosfato/ fosfato (H PT). La clona completa de c-DNA dc maíz para el HPT tiene una longitud de 

1647 pares de bases y codifica para una proteína de 387 aminoácidos. Esta proteína altamente 

hidrofóbica posee seis posibles a-hélices transmembranales y se he predicho que ill vivo funciona 
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como un homodímero. Homólogos del transportador de la planta de maíz se han identificado en 

chícharo y coliflor (Flügge, 1999). 

En plástidos no fotosintétieos el substrato preferido de este transportador es la Glc-6P, pero posee 

una afinidad significat iva por las triosas fosfalo, en particular la DHAP. Por lo tanto, se ha estimado 

que el HPT importa glucosa 6-fosfato del citosol en intercambio por DHAP y de esta manera 

balancea las pozas de carbono-fosfato y completa la operación cíclica de la ruta oxidativa de las 

pentosas fosfato, al compensar la ausencia de la FBPasa en el plástido. 

5.10.2.1.4. El transportador de pelltosas fosfato/fosfato (XPT). 

Este transportador tiene una gran semejanza con el HPT de varias plantas, incluyendo el de 

Arabidopsis, acepta. como substratos principalmente fosfato, trlosas fosfato y xilulosa 5-fosfato 

(Xul-S-P), o con menor eficiencia ribulosa S-fosfato y eritrosa 4-fosfalo. La Glc-6P o la ribosa 5-

fosfato no son transportadas por esta proteína. El XPT se expresa en prácticamente toda la planta 

excepto en órganos reproductivos masculinos y pétalos (Eicks el al., 2002). 

Se ha propuesto que la función principarde este transportador es la de translocar Xul ·5·P producida 

en el citosol hacia el plástido, donde es metabolizado. Xul-S-P es un intennediario del ciclo de 

Kelvin y de la ruta oxidativa de las pentosas fosfato. Ambos ciclos proveen de esqueletos 

carbonados para otras reacciones biosintéticas. Por ejemplo, la ribosa S-fosfato se emplea en la 

síntesis de nucleótidos y la eritrosa S-fosfato es un precursor inmediato en la ruta del shikimato. 

5.10.2.2. Caracterización de los transportadores de fosfato. 

Todos los miembros de la familia de transportadores plastidiales que intercambian fosfato por 

compuestos fosfalado~ son codificados en el núcleo y poseen un péptido de tránsito N-tenninal (de 

cerca de 80 residuos dé aminoácidos) que dirigen a la proteína al sitio correcto en el plástido. Los 

transportadores maduros de fosfato consisten en aproximadamente 330 residuos de aminoácidos por 

monómero, son altamente hidrofóbicos y contienen infonnación para la integración de la proteína 

en la membrana. Se ha predicho que cada monómero presenta de 5 a 7 segmentos 

transmembranales, los cuales forman a~hélices que atraviesan la membrana en zig-zag, conectadas 

por segmentos hidrofilicos. Por lo tarlto, estos transportadores de fosfato pertenecen al grupo de 

translocadorcs con un patrón de plegamiento helicoidal ll amado 6+6, motivo también presente en 

varios acarreadores milocondriales (Flügge, 1999). 
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Basados en el modelo tentativo para el arreglo del TPT en la membrana es probable que las 12 u­

hélices del dímero del lranslocador de fosfatos participen en la formación dc un canal hidrofilico de 

transloeación, por medio del cual los substratos pueden ser transportados a través de la membrana. 

5.10.3 Los inlercambiadores de dicarboxilatos 

La primcra caracterización detallada de un transportador de dicarboxilatos se llevó a cabo cn los 

c1oroplastos de espinaca (Lehner y Held, 1978). De la observación de que una variedad de ácidos 

dicarboxílicos inhibían eompetitivamente el transporte de otros ácidos dicarboxílicos se concluyó 

que compuestos como el malato, aspartato, fumarato y succinato se transportaban por el mismo 

acarreador. Un análisis bioquímico detallado condujo a la conclusión de que por 10 menos hay dos 

proteínas transportadoras de dicarboxilatos en la membrana interna del c1oroplaslo (Woo el al., 

1987): un Iranslocador cata liza el importe de 2-oxoglutarato en inTercambio por malato 

(transportador de 2-oxaloacetato/malato) y el otro cataliza el exporte de glutamato en intercambio 

por malato citosólico (transportador de glutamato/malato). Se ha propuesto que estos translocadores 

trabajan en un mecanismo de exporte de nitrógeno orgánico tipo lanzadera , ya que hace posible el 

intercambio de 2-oxoglutarato por glutamato en fonna neta, con la intermediación del L-malato 

(Woo el al., 1987). En las mitocondrias se ha observado también un sistema similar (Laloi, 1999). 

La función de estos transportadores está estrechamente ligada con la asimilación del amonio en los 

plástidos, amonio que se obtiene de la reducción del nitrito, y para evitar la pérdida de nitrógeno 

durante la fotorespiración. El amonio libre se usa primeramente en la síntesis de glutamina, 

cataliz3ga por la glutamina sintasa (GS) y entonces la glutamina/2-oxoglutarato amino transferasa 

(GOGAT) emplea glutamina como donador del grupo ami no hacia el aceptor 2-oxoglutarato, para 

generar glutamato (Slill, 1997) . Una vez asimilado el amonio en los eloroplastos se distribuye el 

resto de la célula. 

Los transportadores de dicarbox¡]atos participan también en otra lanzadera cuya actividad se ha 

encontrado en los cloroplastos, aunque se supone que puede ser funcional en otros tejidos, aunque 
, 

quizá en el sentido opuesto. En las células de las hojas existen isoformas que catalizan la reducción 

del oxaloacetato a L-malato, tanto en el citosol, con NADH como donador de electrones, como en 

el estroma, con el NADPH. Un intercambiador de dicarboxilatos, con una elevada actividad con L­

malato y oxaloacetado, fama con las dos enzimas anteri ores el sistema de "la válvula de malato". 

Dicho sistema acopla la salida de L-malato y la reducción del NAD+ citoplasmático, con la entrada 

dc oxaloacetato y la oxidación del NADPH estromal, resultando en un exporte neto de poder 

reductor desde el cloroplasto iluminado hacia el citosol. 
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Los dos transportadores descritos arriba presentan una afinidad muy baja por el OAA 

(concentración en cilosol de 0.4 a 0.06 mM) como para poder importar cantidades substanciales de 

OAA in vivo, por lo que es más probable que no participen en este sistema. En cloroplastos de maíz 

y espinaca se ha descubierto un acarreador específico para el OAA con alta afinidad (del orden 

micromolar) por este compuesto (Hatch et al, 1984). Se ha observado que tras la entrada del OAA 

hay una liberación concomitante de malato, pero ésto no necesariamente significa que el exporte de 

malato sea catal izado por el transportador con gran afinidad por OAA. A la fecha no está claro si 

este importador de OAA actúa como un intercambiador o cataliza un uniporte de OAA, seguido por 

un exporte unidireccional de malato. 

El transportador 2-oxoglutarato/malato ya ha sido clonado y el peso molecular aparente de la 

proteína purificada es de 45 kD. Esta es una proteína altamente hidrofóbica de 569 aminoácidos y 

tiene 12 dominios transmembranales putativos (Weber el al., 1995). 

Se ha identificado otro tipo de transportador de malato a mvel bioquímico en leucoplastos de 

endospenno de semillas de ricino. Este transportador importa malato en plástidos aislados y exporta 

Pi con una estequiometría 1: 1 (Eastmond el al. , 1997); se piensa que este transportador aporta 

malato para la síntesis de ácidos grasos., ya que in vitro, este metabolito resultó ser la fuente más 

eficiente para la síntesis de ácidos grasos en este tipo de plástidos (Smith ef al., 1992). La naturaleza 

molecular del intercambiador malatolPi hasta la fecha se desconoce. 

5.10.4 El transportador plastidial de A TPIA PD 

El tran~porte de adenilatos ocurre a través de la membrana de varios organelos y compartimentos 

subcelulares, tales como las mitocondria, el cJoroplasto e incluso el retículo endoplasmico y el 

aparato de Golgi (Neuhaus y Wagner, 2000). El más prominente y mejor caracterizado de los 

transportadores de esta familia es el acarreador mítocondrial de adenín nuxcleótidos ADP/ATP . 
(ACC). Al igual que el de la mitocondria, el transportador de adeni latos de cloroplastos cataliza la 

entrada de ATP al citosol en intercambio por ADP del estroma. Se trata de una proteína membranal 
• 

muy hidrofóbica con 12 dominios a-hélice transmembranales (Kamfenkel el al., 1995). 

A diferencia de su función en los cloroplastos, el translocador de ATP/ADP se encarga de proveer 

al plástido de ATP para mantener su metabolismo, incluyendo la síntesis de RNA, proteínas, 

almidón y ácidos grasos . Sin la provisión de ATP externa, casi no hay síntesis de almidón en los 

plástidos de chícharo o de brotes de coliflor (Hill, Smith, 1991; Neuhaus, 1993). También se ha 

vi sto experimentalmente que se requiere de un suministro externo de ATP para que los plástidos 

lleven a cabo la síntesis de ácidos grasos en semillas de colza, brotes de coliflor y endospermo de 
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maíz y trigo (Kang y Rawsthorne, 1994). Por otra parte, sc ha visto que en los amiloplaslos de 

brotes de coliflor, la s rulas de síntesis de almidón y ácidos grasos compiten por el ATP y la 

actividad del transportador ATPI ADP limita la velocidad de síntesis de eslas biomoléculas 

(M6hlmann y Neuhaus, 1997). 

5.10.5 EItrallslocador de glucosa (pGlcT). 

El almidón almacenado en el plástido, para poder ser fuente de carbono o de energía, tiene que ser 

degradado. Esta degradación puede ser a través de la ruta fosforolítica que genera princ ipalmente 

fosfato, o por la ruta amilolítica, produciendo los azúcares libres glucosa y maltosa . Hay evidencia 

que indica que la última ruta es la predominante en la degradación del almidón que func iona como 

una reserva de energía de corto plazo. La ruta ami lolítica de degradación de almidón requiere la 

presencia de un transportador capaz de exportar los azúcares resultantes de la degradación, función 

que es cubierta por pGluT. Esta proteína es también predominantemente apolar, ya que presenta 12 

dominios transmembranales, arreglados en grupos de seis cruces transmembranales y que se 

encuentran separados por un dominio hiorofi!ico relativamente grande. 

El posible papel fis iológico de pGlcT es el de catalizar la salida de GJc del plástido derivada del 

rompimiento hidroli¡ico del almidón almacenado transitoriamente en este organelo. Se presume que 

se requiera de un gradiente de concentración entre el estroma plastidial y el citosol para poder 

exportar cantidades importantes de glucosa. Después de ser exportada del cJoroplasto, [a glucosa es 

convertida en Glc-6-P por la actividad de una hexocinasa, que está localizada en la membrana 

extema.del cJoroplasto (Weber el al, 2000). 
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6. Planteamiento del problema 

Dos metaholitos clave en el metabolismo carbonado son el PEP y el malato. El primero es un 

intemlcdiario de la glucólisis, el cual puede ser transformado a piruvato por la PK y de ahí ser 

precursor en la síntesis de ácidos grasos, o entrar a la ruta del shikimato para dar origen a 

aminoácidos aromáticos u otros metabolitos secundarios, o ser transformado en malato vía la PEP 

carboxilasa y la malato deshidrogcnasa. Por su parte, el malato es un intermediario del ciclo de 

Krebs y, por lo tanto, es precursor de varios aminoácidos. También, se ha propuesto que el malato 

es mejor precursor de ác idos grasos que el piruvato y el acetato por tener la capacidad de donar dos 

equivalentes reductores, necesarios para que la ruta se lleve a cabo. Para que ambos metabolitos 

sean aprovechados en el plástido deben entrar a través de sus respectivos transportadores, el PPT 

para el caso del PEP y el DT (transportador de dicarboxilatos) en el caso del malato. Es evidente 

que las características de estos sistemas de transporte pueden detemlinar en gran medida cual de 

estos metabolitos es la fuente de carbono mayoritaria para la síntesis de lípidos e, indirectamente, 

cuál sería entonces más abundante p~ra proporcionar esqueletos carbonados a la síntesis de 

aminoácidos y proteínas. 

Ya se mencionó en el apartado 5.9 que la fosfomieina (FSM) tiene un claro efecto sobre el 

aprovechamiento de l acetato en los embriones enteros (Lara·Núñez, 1999), Sin embargo, en los 

expenmentos citados sólo se analizó el efecto de la fosfomicina sobre la PEPe y la PK. En dicho 

trabajo se encontró que el efecto más notorio de la FSM era su estimulación de la actividad de 

PEPe, ~ero no se analizó el papel que pudieran jugar los transportadores responsables de introducir 

al estroma el sustrato PEP, o el producto de dicha reacción, el oxaloacetato, el cual se puede 

convertir rápidamente en malato. 

En este trabajo se plªntea el estudio de estos dos transportadores en embriones inmaduros de maíz, 

ya que en este estadio es cuando los plástidos acumulan activamente los compuestos de reserva que 

le ayudarán a la semill¡t a establecerse como plántula durante la germinación. Las preguntas que a 

continuación se plantean resumen de manera general el interés del presente proyecto. 

¿Cuáles son las características de los transportadores de dicarboxi latos y el intercambiador 

fosfoenolpiruvato/fosfa to en los plástidos aislados de embriones inmaduros de maíz? 

Una vcz conocidas sus características en el plástido, ¿qué se puede inferir del papel que estos 

transportadores tienen en la regulac ión del flujo de carbono entre el citosol y el estroma plastidial , 

en relación con la síntesis de reservas en el tej ido embrionario de la semilla de maíz? 
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7. Objetivos 

7. 1. Objetivo general 

Estudiar la capacidad de los plástidos aislados de semillas en desarrollo para intercambiar 

dicarboxilatos y PEP por fosfato, y correlacionar este comportamiento con lo que se conoce acerca 

de la regulac ión del uso de carbono en la síntesis de lípidos y proteínas en semi llas inmaduras. 

7.2. Objetivos particulares. 

• Optimizar la metodología para aislar plástidos a partir de embriones inmaduros de maíz 

• Determinar la contaminación de la fracción plastidial por otros compartimentos celulares. 

• Caracterizar el transporte de dioorboxilatos en plástidos aislados de embrión inmaduro de 

maíz. 

• Caracterizar la actividad del transportador de PEPI[os[ato en el sistema en estudio. 

• Correlacionar la actividad de transporte de los dos transportadores mencionados arriba con 

la entrada de metabolitos al plástido para la síntesis de proteínas y lípidos. 
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8. Materiales y métodos. 

8.1 Materiales 

El C4C]-malato y el [PCj-malonato se obtuvieron de American Radiochemicals-Pharmacia, y el 

C4C]-acetato, el [32p)_PO./'y el e1pJ-pirofosfato de New England Nuclear-Rache. 

8.1.1 Material Biológico 

Para realizar el trabajo experimental de esta investigación se emplearon semillas de maíz (Zea mays 

L.) provenientes de elotes frescos recién cosechados (con edad fisiológica entre 18 y 24 días 

después de la polinizac ión) adquiridos en una tienda local , de donde se extrajo el embrión. 

, 

8.2 Métodos. 

8.2.1 Aislamiento de plástidos. 

Todo el procedimiento se llevó a cabo a 40 C. Se extrajeron de 3-5 gramos de embrión de maíz los 

cuales se mantuvieron en una solución de manito! 0.5 M hasta la molienda (no más de 30 min.). Se 

molieron suavemente en mortero y pistilo con 2 volúmenes de amortiguador A (HEPES-KOH 50 

mM, pH 7.5, sorbito1 0.4 M, EOTA 2 nlM, MgClz 1 mM , DIT 1 m:M, 1% p/v ficoll y 1% p/v BSA. 

El homogenado se filtró a través de dos capas de gasa. Este filtrado se depositó en la superfic ie de 

un gradiente discontinuo de percoll, en un tubo Falcon™ de polipropileno de 15 mL Y se centrifugó , 
a 6000 g por 15 mino en un rotor de columpio Beckman J5-13. 

El gradiente se preparó di solviendo PEG-4000 (3% p/v), BSA (1 % p/v) y ficoll l % (p/v) en 

Pcrcoll (PBF-Percoll). Esta solución P8F-Percoll se mezcló en diversas proporciones con 

amortiguador HEPES-KOH 50 mM (pH 7.5), sorbitol 0.4 M, MgClz 1 mM Y DIT 1 mM. De tal 

manera que el gradiente consistió en 1 ml de 80 % PBr-percol l (v/v) y 20% de amortiguador, 1.8 
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mL de 35 % PBF-percoll (v/v) y 65 % de amortiguador, 1.8 mL dc 22 % P13F-percoll (v/v) y 78 % 

de amortiguador, y 1.8 mL de lO % PBF-pcrcoll (v/v) y 90 % de amortiguador. 

Los plástidos quedan retenidos en la interfase 35-22 % de donde se recuperaron y lavaron dos veces 

con 2 mL dc amortiguador B (HEPES-KOH 50 nu\1, pH 7.5, sorbitol 0.4 M, EDTA 2 mM, MgCI 2 I 

mM y OIT I mM) a 12000 rpm por 5 min o El pellct final , considerado la fracc ión de plástidos 

puros, se resuspcndió en I mL de amortiguador B (Negm el al. , 1995). 

Se determinó la integridad de los plástidos midiendo la fracción de actividad latente de la enzima 

málica dependiente de NAOP (NAOP·ME, exclusiva del estroma plastidial). Es decir, la relación de 

actividades antes y después de añadir a la cubeta de reacción tritón X-lOO al 0. 1 %. La actividad de 

NAOp·ME se determinó mediante la metodología reportada por Smith y colaboradores (1992). 

Brevemente, se incubaron las muestras (5 ó 10 ~L) en amortiguador HEPES-KOH (pH 7) 50 mM, 

KCl20 mM, MnCI2 6 mM, L·malato 5 mM, EOTA 0.75 mM y NAOP" 1 mM en I mL. Se siguió el 

cambio de absorbancia a 340 nm por 3 minutos. 

El porcentaje de integridad (IP) de los piástidos se define conforme a la relación descrita en la 

ecuación 1. 

(NADPME";,,.noo - NADPME) 
IP = x100 Ec.1. 

NADPA-fETrjtón Xl oo 

en la que NADP-ME representa la actividad de esta enzima medida antes de agregar el detergente y 

NADP-METrilón X. loo representa la actividad de la mi sma enzima, en la misma celda, después de 

agregar el tritón X-lOO. Esta determinación se realizó siempre por triplicado. 

Se encontró que la actividad de la EM se inhibe en un 8 % por Tritón X-lOO, por lo cual se corrigió 

la actividad de dicha enzima en presencia del detergente para calcular la ¡P. 

Para determinar la eficiencia del procedimiento de aislamiento de los plástidos se determinó la 

actividad total de la enzima NADP·ME en una alícuota del extracto crudo (en presencia de tritón X-

100). El índice de reGuperación (R) se define conforme a la relación descrita por la ecuac ión 2. 

(NADPME,,;,, •. ,,oo - NADPME) 
R = x 100 EC.2 

{VADPME,,,",, 

en la que NADP-MEE.crud(l es la actividad de esta enzima en el extracto crudo. Las actividades se 
-, -, 

expresan en nmol min 9 proteina 
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8.2.2 Deterll/inación de la contaminación de laji-acción plastidial 

Para determinar el porcentaje de contaminación de la fracción plaslidial por otros compartimentos 

celulares se midió la actividad de enzimas marcadoras de citosol, PEP carboxilasa; de mitocondria, 

fumarasa , y de peroxisomas, cala lasa. 

La PEP carboxilasa se ensayó confonne al método descrito por Ucdam y Sugiyama (1976): en 

amortiguador TEA-Hel 100 mM que contenía NaHCO) 20 mM, NADH 0.2 mM (pH 7.3), PEP 5 

mM Y 2 unidades de MDH se añadió la fracción a determinar actividad (10 ).iL) y se monitoreó ésta 

siguiendo la absorbancia a 340 nm. 

La fumarasa se ensayó conforme al método reportado por Hatch (1978), para lo cual las muestras 

(lO IlL) se añadieron a una cubeta que contenía amortiguador de fosfatos 100 mM (pH 7.5) Y L· 

malato 50 mM. Se monitoreó el cambio de absorbancia a 240 nm. 

Finalmente, la cata lasa sc determinó confonne al ensayo descrito por Luck , (1965) que consistió en 

agregar la muestra a analizar (1 O ~tL) a un amortiguador de fosfatos 100 mM (pH 7.0) Y H20 2 12.5 

mM Y medir la absorbancia a 240 nm. 

Todos los ensayos se realizaron a 25 °C .en un volumen final fue de 1 mL. Para iniciar la reacción se 

añadió a la celda de reacción una alicuota de la fracción a ensayar y los cambios en absorbancia se 

registraron en función del tiempo en un espectrofotómetro Beckman DU·65 , con celda 
-1 -1 

tennostatizada. Las actividades se expresan en nmol min 9p1o!eína y el calculo de la contaminación 

por cada fracción se realizó según la relación expresada en la ecuación 3. 

Contaminación = (AF.p/1U1ú/;al) xl 00 
_ A E,r"'d<> 

EC.3 

en la que AF. PI~5!íd¡31 se refiere a la actividad de la enzima en la fracción de los plástidos purificados y 

AE.Crud<> se refiere a la actividad de la misma enzima medida en el extracto crudo. 

8.2.3. Cuantificación de las desintegraciones radiactivas mediante centelleo 

líquido. 

La cuantificación de las desintegraciones radiactivas de JH, 14C y/o lZp se realizó mediante centelleo 

líquido. Las muestras acuosas (hasta 0.4 mL) se colocan en un vial de polipropileno de 3 mL 

(volumen nominal) para centelleo líquido y se mezclan con 3 mL de un cóctel preparado como 

sigue: feniloxazol 12 g, ctilenglicoll48 mL, etanol 424 mL, tritón 1028 mL y xilol2400 mL. Las 
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muestras se guardan en la oscuridad por 24 horas para reducir la quimiohun iniseeneia y se cuenta la 

emisión de luz en un contador Packard modelo Le 6500. 

8.2.4 Medición del transporte. 

Para medir el transporte se empleó la técnica de cemrifugación a través de una capa sencilla de 

aceite de silicón, diseñada por Heldt (1976). En este caso cons istió cn colocar en un tubo de 

centrifugación con capacidad de 250 ,tL una fase inferior (20 ' lL) de una solución saturada de 

Na2S04 y ácido perelórico al 10 % (p/v), una capa de 70 J.l1 aceite de si li cona AR 200 de densidad 

intennedia (d2°4 = 1.049) Y de baja viscosidad y una capa superior con un volumen final de 100 flL 

que contenía la fracc ión plastidial y el metabolito marcado, iniciándose de esta manera la reacción, 

la cual se lleva a cabo a 15 oC (excepto cuando se indica otra cosa) por 15 s (para el intrecambiador 

de fosfoenolpiruvato por fosfato, PPT) o 1 min (para el intecambiador de diearboxilalos, DT). 

El transporte se deja proceder por el tiempo adecuado y se detiene al centrifugar en una microfuga a 

12000 rpm por un minuto. La rad ioactividad arrastrada a la fase inferior se cuantifica mediante 

centelleo líquido y se detelmina la cantidad de metabolito transportado. 

8.2,5 Incorporación de precursores marcados en ácidos grasos y proteinas en 

los plástidos. 

El medio de reacción en el que se incubaron los plástidos íntegros y activos, denominado medio C, 

tenía la'siguiente composición: NADH 0.5 mM, coenzima A 0.5 mM, ATP 6 mM, NaHC02 15 

mM, glucosa 2 mM Y glucosa-6-fosfato 0.5 mM y el precursor marcado (acetato-! ,2 -C 4C] o malato 

U-C 4CJ) disueltos en el amortiguador A. La reacción de incorporación se inic ió agregando los 

plástidos en un volumen final de 0.4 mL, y se incubaron por 15 minutos a 15 o C. La reacción se 

paró agregando! mL d¿ cloroformo-metanol 1: 1 (v/v) (Eastmond el a/., 1989). 

8.2.6 Extracción de los ácidos grasos y las proteínas plastidiales. 

La mezcla de plástidos con cloroformo-metanol (vease 8.2.4) se centrifugó en microfuga a 2500 

rpm durante 15 mino En e l tubo se forman dos fases líquidas, separadas por una interfase. La 

interfase es donde queda la mayor cantidad de proteínas plastidialcs; la fase superior es acuosa, con 
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un alto contenido de carbohidratos y ácidos orgánicos, y la fase inferior, la orgánica, contiene 

principalmente lípidos provenientes de los plástidos. Estas dos fases y la interfase se separaron. 

Al contenido de la interfase sólida se le adicionó acetona fría con Hel al I % (5 mL). Esta mezcla 

se agitó vigorosamente y se incubó a - 20 oC por 24 horas para permitir la prccipitación de las 

proteínas y, lucgo, la mezcla se centrifugó a 12000 rpm por 30 minutos, tras lo cual se eliminó el 

sobrenadante. El paquete protcico resultante se resuspendió en 200 ~lL de amortiguador con Tri s­

HCL IDO mM pH 6.8, SOS 1% (p/v), urea 2 M y tween-20 0.2 %. De este resLLspendido se tomó 

una alícuota de 100 .lL Y se mezcló con 3 mL de líquido de centelleo para medir la radioactividad. 

Para cuantificar la radiactividad incorporada en los ácidos grasos se recuperó una alícuota de 100 

~lL de la fase orgánica, se depositó en un vial de centelleo líquido, se evaporó el clorofonno y se 

añadieron 3 roL de líquido de centelleo. El vial se contó en un contador de centelleo Paekard 

debidamente calibrado confonne a las indicaciones del fabricante. 

8.2.7. Cromatografía en placafína 
• 

Para separar las diferentes clases de Iipidos se empleó cromatografia de placa fina (TLC). 

La separac ión de ácidos orgánicos y compuestos fosfatados también se realizó mediante esta 

técnica. 

En todos los casos se empleó una capa de síliea gel depositada sobre aluminio. Las placas se 

desarrollaron con los solventes siguientes, según el caso: 

i) Para la separación de las clases de lípidos, las placas se desarrollaron hasta la mitad 

con: clorofonno-metanol-ác. acético-agua (85:15:10:3.5 v/v). Luego se dejaron secar y 

se desarrollaron ahora hasta el final de la placa con: hexano-éter etílico-ác. acético 

(75:25:t v/v). Los lipidos polares se separan en la primera mitad de la placa y los . 
1ípidos neytros en la segunda mitad. 

ii) Medio de.elusión para resolver fosfatos y compuestos fosforilados: metanol-NH~OH 

conc.-ác.' tricloroacético al 1 O%-agua (50: 15:5:30) 

jii) Medio de elusión para resolver ácidos mono y dicarboxílicos: clorofonno- metanol­

ácido acético-agua (5:3:3:2). 
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8.2.8 Sil/tesis orgál/ica de fosfoel/olpil'uvato. 

Debido a que el fosfocnolpiruvato marcado con 14C ó )H no está comercialmente disponible, se 

realizó la síntesis orgánica de este compuesto a partir de piruvato~ I -['~C]. Esta síntesis se realizó de 

la siguiente manera: 

El C4 C]-piruvato comercial se pasa por una columna de intercambio catiónico (Dowex ASO X8) 

para liberar al ácido, que se disuelve en tetracloruro de carbono. Se le agrega entonces bromo seco 

en cantidad equimolar. Esta reacción se deja en agitación por tres días a temperatura ambiente, en 

un matraz de bola sellado herméticamente, con un scptum de hule . El producto de la reacción (3-

bromopiruvato) aparec ió como una pasta espesa en el fondo del matraz. El bromopiruvato se lavó 

dos veces con dic1oroetano seco para eliminar el exceso de bromo y se secó con flujo de nitrógeno. 

A continuación se agregó éter etílico destilado y seco, y se enfrió la reacción en baño de hielo, 

manteniendo el matraz bien tapado. Posteriomlente se adicionó un equivalente molar de 

trimctilfosfito, suponiendo que no han ocurrido pérdidas respecto al del piruvato inicial. La reacción 

se dejó en agitación por 3 días. Concluido este tiempo se evaporó el éter con corriente de nitrógeno 

y se agregó ciclohcxilamina en concmltración equimolar al piruvato de partida en agua para 

neutralizar el producto de la reacción . Nuevamente se deja hidrolizar la mezcla por tres dias y 

finalmente se elimina el agua mediante un rotavapor, para recuperar un polvo blanco. Para separar 

el PEP así sintetizado del piruvato que no reaccionó se aplicó el polvo disuelto en metanol a una 

placa preparativa de sílica gel (2 x 200 x 200 mm) y se desarrolló con clorofonno, metanol, ácido 

trifluoroacét ico (60:40:0.11 v/v). La zona correspondiente al PEP se identificó mediante un estándar 

de PEP comercial que se corrió en ambos lados de la placa y se tiño con vapores de yodo (evitando 

teñir la zona del producto marcado . Tras recuperar la silica raspandola de la placa se disolvió el PEP 

en agua, se eliminó la si lica por centrifugación y se comprobó la presencia de PEP enzimáticamente 

a través de la reacción de piruvato cinasa (PK) acoplada a la laclato deshidrogenasa (Bucher y 

Pflciderer, 1955). De eSla manera también se cuantificó la concentración de la solución de PEP y se 
, 

demoslró la ausencia de piruvato contaminantc. La marca radiactiva se cuantificó mediante 

centellco líquido y se'calculó la actividad específica del compuesto en Ci/rnmo1. El PEP recuperado 

correspondió a un rendimiento de 31 %. 

8.2.9. Determinación de proteína 

La concentrac ión de proteína se detenninó empleando el método de ácido bicinchonínico reportado 

por Smith (1985). 
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8.2.10 Determinación del espacio permeable. 

Este espacio representa e l espacio accesible al sorbito] en el plastido y se determina incubando a los 

pl ástidos en un volumen conocido de medio de transporte conteniendo 3H 20 y sorbitol-U-[14C] y en 

un tubo de transporte como el descrito en el punto 8.3.4. Tras centrifugar Jos pI astidos a través de la 

capa de s ilicona, se cuanli li ca la radioactividad de ambos radioisótopos tan to en la fase inferior 

como superior, se calcula la fracción de espacio permeable como se muestra en la ecuación 4 . 

(
' H x"c J Volumen penneable a sorbitol (%) "" 3 S 14 J X 100, 
H1x es Ec 4 

en la que lHJ y 3Hs son las dpm del tritio en las fases inferior y superior, respectivamente y 14Cr y 

14CS son las dpm de carbono 14 en las fases inferior y superior, respectivamente. 

El volumen plast id ial relativo puede calcularse con la relación expresada en la ecuación 5. 

Volumen plastidial relativo ~ ('; H :Z:J Ec. 5 

en la que Vs es el volumen de la fase .superior (al in icio del ensayo), 31/1 y 31/s t ienen el mismo 

significado que en la ecuación 4 y P se refiere a la cantidad de prote ína empicada en el ensayo. 
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9. Resultados y análisis. 

9.1. Determinación de la pureza y la integridad de los plástidos aislados. 

Para caracterizar Jos sistemas de transporte que se mencionaron en los objetivos se montó una 

metodología para aislar los plastidos de embriones de maíz en la fase temprana del llenado del 

grano, tal como se describe en la secc ión 8.2.1. Los phistidos se purificaron mediante un gradiente 

discontinuo de percoll entre las fracc iones de 35 y 22 % de percollo Esta fracción enriquecida se 

lava dos veces con el medio adecuado y una vez resuspendidos los plástidos se detem1ina la 

integridad plastidial , la eficiencia de recuperación y la contaminac ión relativa por otras fracciones 

celulares, en concreto, citoplasma, mitocondria y peroxisomas. 

En la Tabla 1 se presentan las características de las preparaciones de plástidos obtenidas 

rutinaria mente; los datos en la tabla representan el promedio de cinco experimentos independientes . 
• 

Tabla 1. Integridad plastidial, recuperación y contaminación por compartimentos 

celulares no plastidiales. Los plástidos se aislaron y purificaron de embriones 

inmaduros de maíz, de acuerdo a lo descrito en la sección 8.2.1. 

Enzima Integridad a Recuperación de Contaminación e Actividad total 
('lo) la actividad b ('lo) · 1 · 1 

(n mol min 9 proleilla ) 
('lo) 

NADP-ME 73 ± 3 29.3 ± 2 250 ± 59 

PEP Carboxilasa 1.0 ± 0.3 3.41 53 ± 20 

Catalasa 0 .40 ± 0.02 1.36 47 ± 30 

Fumarasa 0.70 ± 0.43 2.34 11 ± 8 

a La integridad se calculó de acuerdo a la ecuación l . 

b Porcentaj e de la actividad total de cada enzima recuperada en la fracción plastídial relativa a la actividad 
hallada en el extracto crudo, ecuación 2. Las actividades de las enzimas PE P carboxilasa, catalasa y fumarasa 
se usaron C0ll10 marcadores del citosol, peroxisomas y milocondrias, respectivamente. 

e El coeficiente de actividad de cada enzima en el extracto plastidial con respecto a la actividad de esa misma 

enzima en el extracto crudo (Ecuación 3). 

La Tabla 1 muestra que la integridad de las preparaciones fue comparable con las de otras 

preparaciones reportadas en la literatura (Negm el al., 1995; Smith el al., 1992). 
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En la misma Tabla 1 se ve que la recuperación de plástidos respecto a la preparación cruda liene un 

rendimiento aceptable, considerando que se trata de organelos subcelulares . 

9.2. Determinación de la contaminación por otras fracciones celulares de la 

Facción plastidial. 

Con el uso de actividades enzimáticas marcadoras de varios compartimentos subcelulares se 

detenninó el nivel de contaminación por otras fracc iones celulares que pudieran interferir con el 

estudio. Como marcador citosólico se eligió la actividad de la enzima PEP carboxilasa, como 

marcador de mitocondria la actividad de la fumarasa y como marcador de peroxisomas la actividad 

de la cata lasa. 

Nuevamente, en la Tabla l se muestra el nivel de contaminación en los plástidos purificados y se 

puede apreciar que la contaminación total por otros compartimentos celulares es inferior al 10%, 

por lo que la interferencia resultante se encuentra en intervalos manejables y semejantes a los 

reportados para otros estudios con plástidos no fotosinté¡icos (Smith el 01. , 1992; Negm el al., 
• 

1995). 

9.3. Intercambiador de malato 

9.3.1 Condiciones apropiadas para el ensayo de transporte. 

Una vez estandarizada la metodología para aislar y purificar los plástidos de embrión de maiz, se 

buscaron las condicLones apropiadas para la med ición del transporte de L-malato en los plástidos. 

Para ello, se eligió la t~écnica de centrifugación a través de una capa sencilla de aceite de silicona 

(ver métodos. sección ~.2.4.), la cual consiste en separar dos medios acuosos de diferente densidad, 

con una capa de aceite de si licona de densidad intennedia y de baja viscosidad. La fase inferior 

contiene ácido perclórico al 10 % (v/v), para detener la actividad enzimática y romper los plástidos. 

La fase superior contiene inicialmente e l metabolito a transportarse y los plástidos resuspendidos, 

antes o después de algún pre-tratamiento. Frecuentemente alguno de los metabolitos a ensayar (el 

precargado en los plástidos o el externo) se encuentra marcado radiactiva mente (ver 8.2.4). 
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Los plástidos se atemperaron preincubándolos a tres temperaturas di fe ren tcs (4 , 15 Y 25" C) Y se 

inició el transporte agregando 1 4C~L~malato o '4C~malonato. Al cabo de diferentes periodos se 

centrifugaron los tubos y se determ inó el transporle de L~l11alato o de malonato. 

A 4° e se observó una incofl)oración de rad ioacti vidad en las plastidos muy pobre, mientras que a 

25° e se observó que la cantidad de L~malato incorporada a los plástidos alcanzó casi de inmediato 

un valor constan te, posiblemen te de aproximación al equi librio. A 15° e se observó una tasa de 

incorporac ión de radioactividad constante con respecto al tiempo hasta los 7 minutos para el J4C~ 

malato (Figura 1) y los 4 minutos para el '4C~malonato. A tiempos más largos se observa un 

máximo y Juego una caída que puede reflejar la aproximación al equilibrio, combinada con la 

transformación metabólica del sustrato, alteraciones en el turgor ylo el balance electroiónico de los 

plástidos, o bien la alteración de la integridad membranal. 
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F.igura 1. Entrada de 1 4C ~malato (panel A) Ó 14C-malonato (panel B) a 
plástidos como función del tiempo de incubación a 15° C. Los plást idos 
se aislaron de embriones de maíz en desarrollo (sección 8.2.1) y se 
ensayaron conforme a los descrito en 8.3.2. La concentración externa de 
malato fue 109 ~M. 

Basados en los resultados anteriores, se consideró que el transporte de malato podía realizarse a 15 

oC por un minuto, reduciendo así la interferencia por los procesos observados más tardíamente (al . 
margen de cuales fueran sus causas, 10 que escapa al ámbito de interés del presente trabajo). 

9.3.2 Naturaleza del transporle del L- lila/ala. 

Hasta la fecha, tal como se refirió en la secc ión de antecedentes (5.10.3) los cloroplastos poseen dos 

sistemas de transporte para dicarboxilatos capaces de transportar L~malato, con actividades 
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sobrelapadas de dicarooxilato/malato y glulamato/malato (Woo el al., 198701 y o; Weber el al., 1995 

y 2000; Menzlaff y Flügge, 1993; Lehner y Held, 1978; Flügge el al., 1988). Además, se ha 

reportado la existencia de un intercambiador de malato por fosfato en leucoplastos de semillas de 

ricino (Eastmond, el al., 1997). 

En otros sistemas, como las mitocondrias de rata y de C. elegans, se han reportado intercambiadorcs 

de dicarboxilatos poco selectivos, capaces de intercambiar malato por fosfato, malonato, succinato, 

sulfato y tiosulfato que, a semejanza de los intercambiadores de dicarboxilatos de c1oroplastos, son 

sensibles a inhibición por fl*butilmalonato (Fiermonte el al., 1998). 

También se han caracterizado cotransportadores de L*malato y protones en Schizosaccharomices 

pOli/be (Camarasa el al., 2001) y uno de L*malato por H' en las vacuolas de les células de plantas 

con metabolismo CAM (Cheffings el al. , 1997), que puede transportar maleato, oxaloacetato, 

malonato, succinato y fumarato. 

En Arabidopsis IlIaliana se han identificado tres genes con secuencias semejantes a las de 

transportadores de dicarboxilatos, pero sólo dos de ellos tuvieron la capacidad de intercambiar 

dicarboxilatos cuando se les reconstituyó in virro (Taniguchi el al., 2002). 

Con el fin de conocer la naturaleza del transporte de malato en plástidos aislados de semillas 

inmaduras de maíz se realizó una serie de experimentos en los cuales los plástidos se preincubaron a 

15 oC por 10 minutos, antes de iniciar el transporte, bajo distintas condiciones, tales como 

diferencias de pH, la presencia del desacoplantt: CCCP (carboni! cianuro 3*clorofenilhidrazona) o la 

presencia de iones o metabolitos, incluyendo varios dicarboxilatos y tricarboxilatos. Los resultados 

de tales experimentos se presentan en la Tabla 2 y los datos mostrados fueron corregidos para 

eliminar la contribución de radiactividad arrastrada por el espacio penneable a sorbitol de los 

plástido·s. 

De estos experimentos se deduce que el transporte de dicarbox ilatos en plástidos posee las 

siguientes características (Tabla 2): 
. 

a) Los plástidos de embrión de maíz en desarrollo son capaces de incorporar L*malato o malonato 

con baja eficiencia si no se preincuban con algún otro dicarboxilato como L*malato, malonato, 

sllccinato, maleato u oxaloacetato. La estimulación por la presencia de estos dicarboxilatos es de 4 a 

5 veces. 

h) Este sistema de transporte es capaz de estimularse por tricarboxiJatos como el Citrato, aunque no 

sabemos si el intercambio se produce con la fonna dianiónica de este tricarboxilato. 

c) El sistema de transporte no es estimulado por iones como Na+, K+ o diferencias dc pH. 

d) Los aniones inorgánicos sulfato y fosfato tampoco fueron efectivos en estimular el transporte. 

e) la presenc ia de CCCP no modificó el transporte de malonato. 
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Estos resultados indican que los plástidos del embrión de maíz en desarrollo poseen sistemas de 

intercambio de dicarboxilatos semejantes a los descritos en cloroplastos de espinaca (Lehner y 

Held, 1978; Flügge el al., 1988), pero no existe un transportador de L-malato por fosfato como el 

descrito por Eastmond el al. (1997) , o eotransportadores de L-malato con H+ (Camarasa el al. , 

2001) L-malato con Na + (Ullmann el al., 2000), o L-malato con K' (Laloi 1999). 

Sm embargo, Lehner y Held! encontraron que los cloroplastos de espinaca no son capaces de 

intercambiar malonato por otro dicarboxilato. La amplia especificidad del intercambio de malato o 

malonato por otros dicarboxilatos es más parecida a la del intercambiador de dicarboxilatos de 

mitocondrias (Fiermonte el al., 1998). aunque el sistema observado aquí resultó incapaz de 

transportar sulfato por malonato, característica presente en el sistema mitocondrial de levaduras 

(Palmieri el al., 1999). 

Tabla 2. Propiedades del transporte de C4C]-malato o C4C]-malonato en plástidos 

aislados de embrión de maíz 

Metabolito de 

incubación o condición 

Ninguno 

L-malato 

Malonato 

Succinato 

Citrato 

Oxaloacetato 

Maleato 

O-malato 

NaCI 

KCI 

Sulfato 

Fosfato 

Malonato + CCCP 

pH7 

pH 8 

pre-

, 

Entrada de 

C4C]-malonato 

Entrada de 

(14C]-L-malato 

nmol min-I 
gproleina -1 

13.5 ± 4.3 12.0 ± 4.3 

88.4 ± 20.7 31.5 ± 3.2 

57.5 ± 3.2 47.2 ± 18.8 

49.9 ± 0.6 82.8 ± 30.4 

40.5 ± 14.6 39.0 ± 2.3 

62.3 ± 20.2 nd.a 

23.4 ± 4.6 61.0 ± 17.8 

nd. 16.3 ± 6.4 

8.7 ± 2.4 5.2 ± 0.8 

8.5 ± 6.9 nd. 

5.7 ± 0.8 nd. 

nd. 7.7±4.4 

55.7 ± 18 nd 

1.6 ± 3.3 5.2 ± 2.7 

1.6 ± 3.2 nd. 

a nd, no detemlÍnado. Los plást idos se preincubaron a pH 7.5 con varios substratos o iones (concentración 5 
mM) a 15° e o a la condición de pH indicada por 10 mino El transporte se inició a pH 7.5 con la adición de 
externa de [I~C)-malollato o [I~C)-L-malato 0.25 mM y se terminó después de I mino El resultado es la media 
de 3 experimentos independientes, cada lIllO rea lizado por duplicado. Los datos se corrigieron eliminando la 
cantidad correspondiente al espacio permeable de [HC)-sorbitol. y la difusión pasiva. 
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9.3.3 Características del transportador de dicarboxilatos. 

9.3.3.1 Transporte activo y pasivo de malato y lIIafonato. 

Para detcnllinar la respuesta del transportador frente a la concentración del metabolito a transportar, 

se estudió la cinética de saturación del intercambio de L-malato y de malonato (Figura 2), en 

plástidos control (símbolos vacíos) y en plástidos prellenados con L-malato no radiactivo (símbolos 

llenos). La primera observación es que, confirmando las observaciones de la Tabla 2, el prellenado 

de los plástidos resultó en un incremento importante en la tasa de incorporación de L-malato-['4C] y 

de malonato-C~C]. 

Adicionalmente, a concentraciones elevadas de L-malato, se observó un componente de transporte 

no saturable, de tipo difusivo, cuya tasa es proporcional a la concentración de metabolito externo. 

Dicho componente fue menos evidente en plástidos prellenados (Figura 2., símbolos llenos), pero a 

concentraciones elevadas de L-malato o de malonato su contribución está alln presente. Debido a 

que dicho componente tiene una contribución significativa sobre el transporte sólo en 

concentraciones de metabolito muy altas, se determinó el valor del coeficiente de penneabilidad 

para el componente difusivo a partir de la pendiente de la recta que se observa a concentraciones 

elevadas del metabolito (de 0.2 a I mM). Con dicho coeficiente se analizó entonces el 

comportamiento del componente saturable ajustando los datos experimentales a la ecuación 6 por 

regresión no lineal (Sigma Stal v 2.0, San Rafael Ca., USA), con Dp constante. 

J M J = UAX +DpM 
KAf +M 

Ec6 

en donde J es la velocidad de transporte, JMAX la velocidad del componente saturable a 

concentración infinita,de l metabolito variable M, y Dr es el coeficiente de difusión pasiva. 
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Figura 2. Transporte de ["C]-L-malato (.6, tJ. ) ó ["C]-malonato (e, O ) en 

plástidos ais lados de embriones inmaduros de maíz antes (.6. .0 ). y 
después de preincubarlos con L-malato (A) Ó malonato 10 mM (e). El 
transporte se realizó por 1 mi" a 15 oC. Las líneas se ajustaron con la 
ecuación 6 usando los valores de los parámetros reportados en la Tabla 
3. El recuadro indica la velocidad de transporte antes de preincubar los 
plástidos con concentraciones crec ientes de malo nato hasta 1 mM. 

Los valores de la Tabla 3 muestran un transporte saturable cuya eficiencia (J.\1AJ\IKM ) se incrementa 

notablemente cuando ambos lados de la membrana tienen concentraciones elevadas del metabolito a 

transportar (24 vece~ en el caso de malato y alrededor de 86 veces en el caso de malonato). Este 

comportamiento en consistente con el de un intercambiador clásico, en este caso de dicarbox ilatos. 
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Tabla 3. Constantes cinéticas del transporte de malato o malonato en plástidos 

preincubados y sin preincubar con malato o malonato. 

Metabolito externo Mctabolito KM Jm", D, ' J .\!A>:! K.\I 
, 

interno ()1M) (nmol mino! gptottin.· mL min· 1 gp1ot.¡;1 

'¡ 
[14C]-L-Malato 3 Ninguno 37.4 ± 7.9 26.1 ±2.6 0.017±0.013 0.70 ± 0.13 

['4C]-Malonato a Ninguno 13.9 ± 8.3 0.96 ± 0.17 0.06 ± 0.02 0.069 ± 0.037 

[!4C]-L-Malato b L-Malato 3.1±0.5 52.0 ± 1.6 nd 17.0 ± 2.6 

C4C]-Malonato b L-Malato 6.7 ± 1.9 39.7 ± 3.6 nd 5.93 ± 1.46 

Malonatod [ '4C] _Malonato 4.5 ± 3.2 17.6 ±4.9 nd' 4.0 ± 2.5 

3 La J",., y la KM se obtuvieron ajustando los datos a la ecuación 6 con el valor de Dp fijo de 0.017 mL min: t 

gp"".'n;1 para L-ma[ato, y 0.06 mL min"1 gp'ot.i~·1 para malonato. Los valores de Dp se obtuvieron de la 
pendiente de los datos a alta concentración del L-malato (no mostrado), o malonato (hasta 1 mM) (ver 
recuadro de la Figura 2), respectivamente. 
b La JMAX Y la KM se obtuvieron de ajustar los datos a la ecuación 6 con una Dp fija a cero. 
' L 1 d L ··1 ·1 os resu ta os son en m mm gprolei.. ~ 

d las velocidades se corrigieron al sustraer las velocidad de Jos controles en la ausencia de malonato externo, 
lo cual cancela el componente de difusión pasiva. 

Los datos de la F igura 2 señalan además que la afinidad del componente saturable por L·malato (en 

ambas condiciones) es lo suficientemente aha como para considerarla relevante, desde el punto de 

vista fisiológico. La relevancia del transporte de malonato no es clara, puesto que no se ha reportado 

un papel fis iológico para este compuesto en el estroma plastidial, lo que no significa que no exista. 

Dado que los resultados la Tabla 2 mostraban que otros dicarboxilatos eran capaces de estimular el 

transporte, la caracterización de este sistema se amplió analizando la salida de L-malato-C 4C] o 

malonato-C 4C] de plástidos prell enados con el metabolito (0 .25 mM, en ambos casos), y su 

estimulación por diferentes dicarboxilatos. En este tipo de experimentos el control se realiza con , 
plástidos incubados en el medio de tran sporte, sin metabolito externo; en estas condiciones la 

radiactividad liberada por difusión pasiva, ya sea desde el espacio penneable a sorbitol o a través de 

la membrana, se puede deternlinar y restarse de los demás puntos, eliminando su contribución de las 

curvas de saturación. 

La Tabla 4 presenta los parámetros cinéticos que describen la activación del transporte de malato o 

malonato por los d icarboxilatos Sllccinato y oxaloacetato, y los aminoácidos glutamato yaspartato. 

También se muestra el intercambio malonato/malonato y el intercambio del dicarboxilato malonato 

por el tricarboxilato citrato. 
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Los dos mejores sustratos para el intercambio con el L·malato fueron el succinato y el oxaloacctato. 

Un resultado importante y que no se había reportado antes, es que este sistema de intercambio es 

también capaz de intercambiar malato por pirofosfato (PPi), que cs de natural eza inorgánica. Cabe 

mencionar que tanto el citrato como el pirofosfato presentan una cierta proporción de sus iones en la 

forma dianiónica al pH de los ensayos (pH 7.5). A este pH (7.5 , cercano al pH del citosol de las 

células embionarias de maíz (Kurkj ian y Guem, 1989»,90 % del PPi se encuentra ionizado como 

HP20/, mientras que el 7% presenta una carga de ·2, como la mayoría de los dicarboxilatos. Por 

otro lado, a ese mismo pH y en ausencia de Mg2
+, Ca2

+ u otros cationes divalentes, 99.8 % del 

malato total presenta una carga de -2. 

El pirofosfato es un mctabolito importante en la regulación de varios procesos metabólicos entre los 

que se encuentra la síntesis del almidón en el estroma plastidial (Farré ef al., 2000). Con respecto a 

esta actividad de intercambio de pirofosfato por malato, Lunn & Douce (1996) reportaron el 

transporte de pirofosfalo en c\oroplastos de espinaca, pero no encontraron si este transporte se 

realizaba de manera unidireccional o era mediado por un intercambiador; sin embargo, demostraron 

que los ácidos nueleicos, el ATP, el ADP, el fosfato o el gradiente de protones no tenían afecto 

alguno sobre el transporte de PPi. Es. probable que la actividad de transporte de piro fosfato 

reportada por Lunn & Douce (1996) en cloroplastos de espinaca y la actividad de intercambio de 

piro fosfato por malato encontrada en este trabajo en plástidos de embrión de maíz sean mediadas 

por una proteína con características similares, sin embargo, es evidente que al tratarse de especies 

diferentes, este planteamiento es tan sólo una hipótesis, en tanto no exista evidencia experimental 

directa. 

Por otro lado, este intercambio, a diferencia de todos los anteriores, intercambia un compuesto 

carbonado por otro inorgánico, lo que genera un exporte o importe neto de carbono. Aunque algo 

semejante podria dec irse del intercambio de citrato/malato, no se ha reportado una citrato ¡iasa que 

pudiera hacer de este sistema una lanzadera de acetato, como ocurre con la mitocondria. 
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Tabla 4. Parámetros cinéticos del t ranslocador de dicarbox ilatos en plastidos 

ais lados de embrión de maiz. 

Melabol ito de Metabolito JMAX KM JMAx/KM b 

preincubación externo a (n mol min-1 
9proteina-' ) (11M) 

["el L- malato succinato 233.7 ± 18.4 4.4 ± 2.2 53 ± 25 

["C]-L- malato oxaloacetato 11 0.9 ± 5.9 2. 1 ± 0.8 53 ± 19 

["C]-L- malato Glutamato 80.3 ± 5.7 5.2 ± 1.8 15 ± 5 

["C]- malonato Malonato 17.9 ± 4.9 4. 5 ± 3.2 4.0 ± 2. 5 

["el-L- malato Aspartato 73.4 ± 14.1 25.8 ± 8.4 2.8 ± 0.8 

[" el- malonato Citrato 57.7 ± 13.1 41 .7 ± 22 .8 1.4 ± 0.7 

["C]-L- malato pirofosfato 226.1 ± 17.8 180 ± 38 1.3 ± 0.2 

["el-L- malato Malonato 28.8 ± 12.5 16. 1 ±1 0.8 1.8 ± 0.8 

Transporte realizado en plástidos preillcubados con C4C]-malato Ó ['4C]-malonato (0.25 mM, 2 ).Iei, por 10 
min a 15 OC), se resuspendieron en amortiguador B (ver materiales y métodos). El transporte se inició 
inmediatamente después de resuspender los plástidos con la adición de éstos a los tubos de transporte con 
amortiguador B y el mctabolito indicado. La~velocidad de transporte se determinó como se indica en el texto . 
• Las concentraciones de melabolilo externo fueron de O a 100 11M, COIl excepción de la concentración de 
rirofosfato, la cual fue de O a 300 11M, Y glutamato, succinato y oxaloacetato, de O a 30 ~¡M. 

Los valores resultantes tienen unidades de nmol min- ' gl'rolrlna· l
. 

9.3.3.2 Inh ibición del transporte de dicarboxilatos. 

Para a'!lpliar la caracterización del transportador de dicarbox ilatos se analizó si análogos de los 

dicarboxilatos eran capaces de inhibir la actividad de intercambio de malato/malonato. Se estudió el 

efecto de los ácidos 2-bromohexanóico, sulfobenzoico, ftálico y el II-butilmalónico; estos dos 

últimos son inhibidQres del transportador de dixcarboxilatos de mitocondria de diferentes especies 

(Laloi, 1999). 

Para realizar es tos experimentos se incubaron los plástidos con malato 2 mM a 15 oC por 10 

minutos y se inició el' transporte transfiriendo a los plástidos a un medio que contenía C4C]-malato y 

el inhibidor. En la Figura 3 se muestra que efectivamente estos compuestos inhiben el intercambio 

de dicarboxilatos, si bien esta inhibición no es completa, lo cual puede deberse al transporte pasivo 

por la alta concentración de malato en el medio de preincubación. En esta figura se muestran dos 

controles, el primero es el que indica el 100 % de transporte en plástidos preincubados con malato, 

y el segundo, denominado blanco, son pláslidos sin incubación previa. Los datos indican que estos 

compuestos inhiben el intercambio de dicarboxilatos con cas i la mi sma efectividad, excepto por el 
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monocarboxilalo 2~bomohexanoico. Los resultados con fi rman la tendencia del transportador a 

reconocer compuestos dianiónicos, en los quc las cargas tengan cierta separac ión entre ellas. 
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Figura 3. Porcentaje de Inhibición del intercambio de malato/malato por 
diferentes análogos de dicarboxilatos. Los plástidos se preincubaron con 
malato 2 mM a 15 oC por 10 minutos y se inició el intercambio al poner en 
contacto los plástidos con [14C]_malato 12 ~M Y 1 mM del inhibidor 
indicado en cada barra. El tratamiento indicado como blanco son 
p'lástidos sin preincubar, y el denominado "malato" son plástidos 
preincubados con dicho metabolito 2 mM y sin inhibidor, el cual 
mostraba la mayor velocidad de transporte y fue ajustada a 100%. 

Es importante meQcionar que en la caracterización de los intercambiadores de dicarboxilatos 

realizada por Lehner y Heldt (1978), no se observó efecto alguno del lI~butilmalonato sobre el 

transporte de los distintos dicarboxilatos empleados para el análisis. En la caracterización posterior 

de los inlercambiad~res de 2~oxoglutaralo/malalo y de glutamato/malato en los c1oroplastos de 

hojas de espinaca y chícharo (Woo el al, 1987a y b; Menzlaff y Flügge, 1993), no se analizó este 

aspecto. Por lo tanto, en este trabajo se realizó la caracterización cinética de la inhibición del 

intercambio de malonato/malato por el n-butilmalonato, ya que la inhibición por este compuesto en 

transportadores de dicarboxilatos en mitocondria es la mejor caracterizada (Genchi el al., 1999). 

Para ello, se preincubaron los plástidos a 15 oC por 10 minutos con C~C]~L.malato y se midió la 
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salida de éste durante 1 minuto en presencia de diferentes concentraciones de malonato (2, 4, 6 012 

~lM) como componente fijo-variable y concentraciones variables de n-butilmalonato. 

En la Figura 4 se muestra el regráfico de Dixon resultante de este experimento. El análisi s gráfico 

muestra que la inh ibición es de tipo competitiva , debido a que se observan líneas cuya pendiente 

disminuye y convergen en un mismo punto en el eje de las abscisas. El análi sis por regresión no 

lineal confinnó este resultado, ya que un ajuste a inhibición no-competitiva muestra que el 

componente incompetitivo de la inhibic ión es nulo (KIU tiende a infinito). La K!c encontrada en este 

último análisis es de 6.7 ± 2.4 11M, lo cual indica que este inhibidor se une al transportador con alta 

afinidad, compitiendo por el sitio activo, en este caso con el malonato, aún cuando el 11 -

butilmalonato sólo inhibe el 40 % del transporte (Figura 3). El resultado también sugiere que el 11 -

butilmalonato es un auténtico inhibidor (es decir, no se transporta), ya que en el experimento 

mostrado en la Figura 3, la inhibición podría también explicarse si el ácido añadido fuese 

transportado, reduciendo por competenc ia la entrada del malato marcado. 

Se analizó también si la fosfomicina presentaba algún efecto sobre el intercambio de dicarboxilatos, 

pero este compuesto no modificó la actividad de intercambio del L-malato por C4C}-malonato 

(datos no mostrados). ~ 
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Figura 4. Inhibi ción del intercambio de malonatofC4C]-malato por n­
butilmalonato. Regráfico de Dixon . los plastidos se preincubaron en 
amortiguador B con C4C]-L-malato 0.25 mM, y se midió la velocidad de 
salida de éste al añadir concentraciones fijas de malo nato de 2 (.). 4 (e), 
6 (.&) o 12 (.) ~M . Y concentraciones variables de n-butilmalonato de O a 
30 ~M. 

9. 3.3. 3.fnhibición del intercambio malato/citrato 

Con el fin de avenguar si e l intercambio de citrato/CJC]-malato era inhibido también por 1/­

butilmalonato se reali..zó un experimento con plástidos preincubados con C4C]-malato 0.25 mM en 

el que se midió la salú;ia de la radioactividad agregando en e l medio externo citrato 50 pM Y 

concentraciones crecientes del inhibidor. La curva resultante fue la típica de una inhibición 

hiperbólica, cuyo análisis por regresión no lineal reveló una Iso de 8.0 ± 0.74 ~M. Este último valor 

de inhibición coincide con el valolr de KI de II-butilmalonato sobre el intercambio malato/malonato 

(secc ión 9.3.3.1 ), lo cual sugiere la posibi lidad de que ambos intercambios sean mediados por un 

mismo intercambiador o por proteínas transportadora:- con características cinéticas semejantes. 
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9.3.3.4. Caraclerización del intercambio de malato/pirofosfa/o. 

Como se mencionó antes (cfr 9.3.3.1) , no existe un reporte en la literatura que indique la existencia 

de una proteína de membrana capaz de intercambiar tm dicarboxilato por pirofosfalo. En eslc 

trabajo se encontró una actividad de intercambio de piro fosfato por malato o malonato en plástidos 

de maíz. Aunque la K~! para el intercambio [14C]-malatoIPPi es aproximadamente 30 veces más 

grande que la K:'l para el intercambio dicarboxilato/dicarboxilato, el valor de la KM (0.18 mM) está 

en el intervalo de la concentración de PPi reportada por Weiner y colaboradores (1987) para el 

cítosol de la célula vegetal (de 0.2 a 0.3 mM). 

Para confirmar y caracterizar mejor esta actividad de intercambio, se preincubaron los plástidos de 

maíz con PPi o malato 10 mM Y se midió la tasa de captación de [32PJ_PPi con concentraciones 

externas de O a 900 ~tM. Los resultados muestran un comportamiento hiperbólico para los 

intercambios PPi/malato y PPilPPi (Figura 5), con una KM de 98.1 ± 30.1 J.lM Y una VMAX de 207.9 

± 14.8 nmol min'! gprotein.a,l para el intercambio [12p]-PPi/malato, mientra que los valores cinéticos 

para el intercambio C2PJ-PPiIPPi fueron una KM de 319.1 ± 76 J.lM Y una V"lAX de 632.9 ± 70.6 

nmol min,1 gprot~;na·1. ~ 

De acuerdo con estos datos, los intercambios [l~C]-L-malatoIPPi (Tabla 4) y [32 p]-PPi/L-malato 

tienen una V.\lAX similar, pero la KM para PPi resultó menor en este experimento, lo que se puede 

explicar debido a la diferencia en la concentración de L-malato durante la preincubación en ambos 

experimentos, ya que en los experimentos de la Tabla 4 la concentración de éste fue menor (40 

veces, 0.25 mM) y, aunque debería ser suficiente para saturar el transportador con L-malato (Tabla 

2), la ,concentración interna de L-malalo que se alcanzó en el estroma durante el periodo de 

incubación pudo haber sido menor. 

Por otro lado, tanto la K~l como la VMAX para el intercambio [32p]_PPiIPPi fueron mayores que los 

valores cinéticos cOJTespondientes para el intercambio malatolPPi, lo que resultó en una constante 

de especificidad (VMAXIKM) simi lar (1.98 ± 0.4, comparada con 2. 11 ± 0.58 y 1.3 ± 0.2, para PPi/L­

malato y L-malatoIPPi, respectivamente). El hecho de que los valores presenten estas coincidencias, 

a pesar de la incertidumbre asoc iada al sistema experimental empleado (organelos enteros) y a la 

incapacidad para manipular con exactitud las concentraciones internas, pennite sostener la 

propuesta de que estos intercambios son mediados por un mismo sistema de transporte o por varios, 

pero con caracteríticas muy semejantes. 
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Figura 5. Entrada de e2PJ-Pirofosfato en plástidos aislados de embrión de 

maíz preincubados con malato (O) ó PPi (e) 10 mM. los datos 
representan la media y la desviación estándar de dos experimentos 
independientes realizados por duplicado. 

La propuesta anterior predice que si un dicarboxilato y el pirofosfato se encuentran en la misma 

cara de la membrana, entrarían en competencia para ser transportados; por ello, se analizó si la 

presen~ia de malato en el medio externo tenía algún efecto sobre el el intercambio {J2p]_PPiIPPi. 

Para este experimento se preincubaron los plástidos con PPI 10 mM y se agregó en el medio externo 

una concentración fija de [npJ~PPi (180 ¡...tM), junto con concentraciones variables de L~malato (de 

O a 50 ¡...tM).La Figttra 6 muestra la inhibición de la entrada de [ J2p]~PPi, con una 1 50 de 3.4 ± 0.9 

¡...tM. Este resultado concuerda con la predicción y, además, la Iso es consistente con la KM reportada 

en la tabla 2 para el ,intercambio malato/malato, lo que representa un buen apoyo para la propuesta 

planteada. 
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Figura 6. Inhibición del intercambio [32p]_PPi/PPi por L-malato. Los 
plástidos se preincubaron con PPi 10 mM, y se realizó el intercambio con 
[
32p]_PPi 180 ~M Y concentraciones crecientes de L-malato. El valor de Iso 

fue de 3.4 ± 0.9 J.lM. Los datos representan la media ± SO de dos 
experimentos independientes realizados por duplicado. 

De acuerdo con lo anterior, se esperaría que el n-butilmalonato fuese capaz de inhibir tanto el 

intercambio [32Pi]-PPiIPPi, como el intercambio [llpi] -PPi/malato. Estos experimentos se realizaron 

con pláslidos preincubados con PPi ó malato 10 mM, manteniendo fija la concentración de [32Pi ]_ 

PPi externa y variando la concentración del inhibidor. La Figura 7 muestra una inhibición 

hiperbólica en ambo~s casos, con una Iso de lOA ± 4A JlM Y de 3.5 ± 0.3 JlM para los intercambios 

e2Pi]-pPiIPPi y [n p'i) -PPilmalato, respectivamente. Nuevamente, los resultados confinnan la 

predicción y los valo~es de I so son consistentes con la magnitud de la KI para la inhibición del 

intercambio malonatoIC4C]-maJato por el n-butilmalonato y cercanos a la 150 de este inhibidor para 

el intercambio citrato/malonato. 
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Figura 7. Inhibición de los intercambios de [32p]_PPilPPi y [32p]_PPilL_ 
malato por n-butilmalonato. Los plástidos se preincubaron con PPi 10 
mM (e) o l-malato 10 mM (.). La entrada de [32p] se midió agregando al 
medio externo [32p]_PPi 180 J.l.M (0.6 J,lCi/nmol) y concentraciones 
crecientes de n-butilmalonato. Los datos representan la media ± OS de 
dos experimentos independientes realizados en dos preparaciones 
diferentes. 

Independientemente de la semejanza numérica encontrada en las distintas 15fj, tanto para 11-

butilamalonato sobre los intercambios [llPJ·PPiIPPi, [J2p]-PPi/malato, malonatoIC~C]-malato y 

citratoIC 4C}-malato, como para malato sobre el intercambio [32p]_PPiIPPi, el hecho de que el efecto 

haya sido de inhibición indica que dichas actividades son mediadas por una misma proteína o por 

un grupo de proteínas con características cinéticas similares. 

Finalmente, si es uf'! 'sistema de transporte en los plástidos del embrión de maíz, como se ha 

propuesto hasta ahora, el C2PJ-PPi debería ser intercambiado por otros dicarboxilatos distintos al 

malato. En la Tabla 5 se muestra la velocidad de entrada de [l2 p]_PPi en plástidos y preincubados 

con distintos metabolitos y, como se puede apreciar, la entrada de PPi es estimulada por los mismos 

metabolitos que estimulan la entrada de malato, en concordancia con la propuesta. 
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Tabla 5, Entrada de [32P1-pirofosfato en plastidos aislados de embriones de maíz en 

desarrollo. 

Substrato interno de 

preincubación a 

Ninguno 

Pirofosfato 

- Oxaloacetato 

Succinato 

L-malato 

Glutamato 

Aspartato 

Entrada de ["P] 

( l · -, -' ) nmo mm gProteina 

21.6 ± 7.2 

134.5 ± 47.2 

75.9 ± 20.4 

69.3 ± 23.2 

63.5 ± 8.2 

39 .0 ± 6.6 

31.7 ± 16.5 

"Los plástidos se preincubaron con el metabolito indicado (1 nu\1 con excepción del tratamiento basal, donde 
no se preincuabaron los plástidos) por 5 min a 15 oC en amortiguador B (ver materiales y métodos). El 
transporte se inició con la adición de [l2p]-pirofosfato (180 ~IM Y 0.6 IlCi/nmol, concentración final). La 
velocidad de transporte se determinó como se indica en materiales y métodos. 

9.3.4 Estabilidad del malato y del pirofosfato en las condiciones 

experimentales empleadas. 

Debido a que en estos experimentos se trabajó con plastidos íntegros, los cuales tienen un 

metabolismo complejo, potencialmente capaz de metabolizar tanto al malato como al pirofosfato, se 

realizaron incubaciones de los plástídos con estos compuestos y se recuperó el contenido de los 

plástidos, con el fin de averiguar si la velocidad de entrada de dichos metabolitos se afecta por 

efectos del metabolismo. Para realizar estos contro les se incubaron los plástidos con C4C]-malato 

(Figura 8A) ó [nFl;PPi (Figura 8B), a concentraciones similares a las empleadas en los 

experimentos de transporte, a 15 oC por l ó 15 minutos, en tubos con capa de silicona sencilla y se 

paró la reacción al centrifugar los tubos a 12 000 rpm por un minuto . 
En ambos casos se recuperaró la fase inferior, en la que se encontraba los plástidos rotos y su 

contenido radioactiva, así como alícuotas de la fase superior, con el metabolito radioactiva 

remanente. Las muestras se neutralizaron y se aplicaron a placas de capa fina, que se desarrollaron y 

se revelaron por exposición a una pantalla de fosforencia (fosforimager®). Como se aprecia en la 

Figura 8A y 8B, en cada carril sólo hay una mancha que corre a la par que el estándar, lo cual indica 

que durante la incubación con los metabolitos, la maquinaria biosintética no logró transformarlo en 

otros metabolitos más pequeños, en cantidades suficientes para ser detectados en la placa. 
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A B 

2 3 4 5 
2 3 4 5 

Figura 8. Plástidos preincubados con C4C]-malato (A) Ó e2p]-pPi (B) por 1 
Ó 15 mino A) 1. C4C]-malato comercial; 2. plástidos incubados 1 mi" + 
[
14C]_malato en fase inferior.~ posterior a la centrifugación; 3 plástidos + 
C4C]-rnalato, fase superior, posterior a la centrifugación; 4 plástidos + 
C4C]-malato, fase superior, previo a la centrifugación; 5. plástidos 
incubados 15 mi" + C4CJ-malato en fase inferior posterior a la 
centrifugación. B) Igual que A pero en lugar de C4C)-malato se empleó 
["Pj-PPi. 

9.4. Intercambio de JosJoenolpirllvato por JosJato 

9.4.1 Tiempo de transporte . 
• 

A semejanza de la caracterización realizada para el intercambiador de dicarboxilatos, para el de 

PEP/ fosfato se inició el estudio evaluando la velocidad de transporte de C4C]-PEP en función del 

tiempo. Este transporte resultó ser más rápido que el de dicarboxilatos, ya que la máxima velocidad 

de transp0!1e se efectuó en el primer minuto de transporte de C~CJ-PEP, por lo cual se decidió 

realizar todas las determinaciones posteriores a los 15 segundos de transporte a 15 oc. 

65 



9.4.2. Características cinéticas del intercambiador PEP/Pi (PPT) 

Para iniciar la caracteri:wción cinética de este transportador, se realizó una curva de saturación con 

PEP, incubando los plástidos con fosfato de potasio 5 mM por JO min previos al inicio del 

transporte. El transporte se inició agregando los plástidos en la capa superior de los tubos con capa 

sencilla de silicona y concentraciones crec ientes de C~C]~PEP. En la Figura 9 se muestra la curva de 

saluración para este intercambio. 
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Figura 9. Curva de saturación del intercambio [14C]_PEP/Pi. En plástidos 
asilados de embrión de maíz. Estos se preincubaron con K2P04 5 mM por 
10 mino Para iniciar el transporte se agregaron concentraciones 
crecientes d~ C4Cj·PEP, parándose el transporte tras 15 segundos de 
incubación a 1.5 oC por centrifugación. 

Como ya se mencionó (sección 5.10.2.1.2), el PPT puede intercambiar, con alta afinidad, PEP ó 

2PGA por fosfato, pero transporta pobremente triosas fosfato ó 3PGA. En este trabajo, como se 

indica en [a Figura 9, se verificó una actividad de transporte de PEP por Pi en plástidos de embrión 

de maíz, con una KM de 1.4 ± 0. 17 J LM Y una VMAX de 402.2 ± 41.3 nmol min-I 
gProlei, .. -1 empleando 

como sustrato C4C]~PEP. 
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El C~C]-PEP empleado para realizar estos experimentos se sintetizó en el laboratorio (veáse 

Métodos, sección 8.2.7), pero el rendimiemto y la actividad específica del PEP radioactiva obtenido 

fueron bajas, a lo que se le suma el hecho dc que sólo una fracción de la radiacti vidad es captada. 

Como la certidumbrc de las mcdidas era pobre, se decidió medir el tranportador empleando [l1p]_Pi 

como substrato. 

Para realizar estos experimentos se preineubaron los plástidos con {31p]_Pi por 10 minutos a 15 oC y 

pH 7.5, Y se detenninó la liberac ión de [32p] estimulada por PEP Ó 2PGA en el medio externo 

(F igura 10). El transporte se in ició al poner en contacto los plástidos preincubados con el metabolito 

externo en la fase superior en los tubos con capa sencilla de silicona, se incubó por 15 segundos a 

15 oC y la reacción se paró por centrifugac ión a 15000 rpm por 1 mino 
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Figura 10. A) Cu rva de saturación por PEP de PPT en plástidos 
preincubados con [32P].PO/-, aislados de embrión de maíz; B) curva de 
saturac ión por 2PGA de PPT en el mismo sistema. 

B 

Del anál isis de las curVas en la Figura 10 se obtuvieron, para la saturación con PEP, los valores de , 
72.9 ± 7.4 nmol min'] !;Prottl.u-

r para la V~!AX y de 0.041 ± 0.024)lM para la K~h y para la saturación 

con 2PGA, 43.6 ± 10.'1. nmol mino] gProlei.u·] para la VMAX, y 0.25 ± 0. 17 )lM para la KM. Es evidente 

que la afinidad de la PPT por PEP es muy alta, siendo aproximadamente 6 veces más afin por PEP 

que por 2·PGA. En la literatura se ha reportado el valor de la KM del PPT para el intercambio 

PEPIPi en cloroplastos de brotes de coliflor y con respecto al reportado aquí es 4 órdenes de 

magnitud más grande (Fisher el al., 1997). 

Sin embargo, hay varios aspectos que podrían explicar estas diferencia: por un lado, pueden existir 

difercncias importantes entre las dos especies, por otro, las detenninaciones rcportadas por Fisher et 
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al. (1997) se realizaron con proteína recombinante expresada en levadura y reconstituída en 

liposomas, lo que podría resultar en un procesamiento o un ensamblado a la membrana diferente del 

transportador. Además, los experimentos reportados por este autor se realizaron con fosfato 

saturante en el interior de los liposomas, mientras que la concentración de fosfato en el interior del 

estroma plastidial puede resultar bastante baja, dada la elevada avidez del metabolismo plastidial 

por el fosfato y el hecho de que el fosfato puede incorporarse a numerosas moléculas en el estroma. 

Por ello, si el mecanismo cinético del intercambio es de doble desplazamiento, como se ha 

reportado, una baja concentración interna de fosfato resultaría en una baja K~¡, así como en una baja 

VMA),:· 

9.4.3. Efecto defosfomicilla sobre el PPT 

Como se menc ionó, la FSM es un análogo de PEP que inhibe a la PK y activa a la PEP carboxilasa. 

Sin embargo, dada la importancia del PEP en el metabolismo de las plantas, es poco probable que 

sólo en estos dos puntos la FSM ejerza su efecto en la célula, ya que al ser un análogo del PEP, es 

posible que afecte la act ividad de otras~ enzimas que interactúen con el PEPo Uno de los posibles 

puntos donde la FSM podría tener algún efecto es sobre el PPT. En este trabajo se analizó esta 

posibi lidad. 

Para eva luar el efecto de la FSM sobre el PPT se realizó una curva de inhibición preincubando los 

plástidos con [J2p]_Pi por 10 mino a 15 oc. El transporte se inició colocando los plástidos en un 

medio con una concentración fija de PEP (0 .1 ¡.tM) Y concentraciones crecientes de FSM, ta l como 

se muestra en la Figura 11. Efectivamente, se observó una inhibición hiperbólica del intercambio 

¡>EP/Pi por FSM, encontrándose una Iso de 0.18 ± 0.018 ¡.tM. 
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Figura 11 . Curva de inhibición de PPT por FSM. Los plastidos se 
preincubaron con [32p]_Pi 0.5 mM por 10 mio a 15 oC. La concentración 
externa de PEP fue de 0.1 JlM . 

Comparado con la Iso de la FSM sobre la PK (2.65 ± 1.33 m.M, Lara-Núñez, 1999), el valor aquí 

reportado es 4 órdenes de magnitud menor, lo que correlaciona con la K .\! (PEP) para este 

transportador. Con este resultado, es posible proponer que la inhibición del PPT por la FSM puede 

modIficar el balance en el uso de carbono entre el plástido y el citoplasma, al limitar el paso del 

PEP proveniente de la glicólisis citosólica hacia el plástido, en donde es precursor de aminoácidos 

aromáticos, metabolitos secundarios derivados de! indo! y, posiblemente, de ácidos grasos. 

Consecuentemente, el'exceso de PEP en el citosol quedaría disponible para ser transfonnado en 

oxaloacetato por la PEP carboxilasa, la cual se estimula por FSM, lo que podría proveer de carbono 

al ciclo de Krebs y estimular, de esta manera, la síntesis de aminoácidos . 

9.4.4. Análisis cinético de la inhibición de PPT por FSM 

A continuación, se reali zó una caractcrización más detallada de la inhibición del PPT por FSM para 

conocer el mecanismo de inhibición. Nuevamente, se incubaron plástidos con e2p]_Pi en 

condic iones simi lares a las descrita s arriba, pero ahora, con cllatro concentraciones fijas distintas de 
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PEPo Con estos datos se contruyó el gráfico de la Figura 12, propuesto por Comish-Bowden. 

Gracias al análisis gráfico de Comish-Bowden, se confirma que la inhibición es de tipo 

acompetitiva ya que la pendiente de las líneas aumenta conforme aumenta la concentración de PEP 

y éstas convergen en un mismo punto. 
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Figura 12. Análisis gráfico de la inhibición de PPT por FSM. Los 
plástidos se preincubaron con [32p]_Pi 0.5 mM. Para iniciar el transporte 
se agregó en el medio externo las siguientes concentraciones de PEP 

como substraio fijo : 0.03 (O ). 0.04 (O ). 0.06 (t. ) y 0.1 ~M (X), mientras 

que las concentraciones variables de FSM fueron de O a 2 JlM. A) 
Análisis gráfi~o propuesto por Cornish-Bowden. 

La interpretación del análisis gráfico de la Figura 12 se confirmó mediante un análisis por regresión 

no lineal , de donde se concluyó que la FSM se une al complejo que fonnan el transportador y el 

PEP, ó al complejo formado por el transportador y el Pi , con una KI de 0.63 ± 0.08 J.lM, lo que 

indica gran afinidad entre la FSM y el transportador, concordante con la afinidad que esta proteína 

muestra por sus sustratos. 
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9.4.5. O/ros efectos de la FSM 

Se ha reportado que el sitio de unión del sustrato es semejante en los dos intcrcambiadores (TPT y 

PPT), por lo cual es factible que si \a FSM inhibe al PPT, también pudiese inhibir al TPT. Aun 

cuando se sabe que el TPT se expresa pobremente en tejidos no fotosintéticos, como es el embrión 

de maíz, no se puede suponer que esté por completo ausente en los plástídos de embrión de maíz. 

Por ello, se realizó un experimento incubando plástidos con [32p]_Pi y se agregó, como sustrato, 3-

POA ó PEP 50 ~M , en ausencia y en presencia de FSM 100 ~lM. La actividad de transporte de 

3PGA fue de la actividad de transporte de PEP, y el transporte de 3PGA se inhibió en un 50 % 

por FSM, mientras que la actividad de transporte de PEP se inhibió en un 87 % con el mismo 

compuesto. Como conclusión de este experimento se puede decir que es posible que el efecto de 

FSM sobre el TPT contribuye al efecto global de FSM en el metabolismo del embrión, sin embargo 

su contribución debe pequeña, dada la baja actividad de este transportador, aunado a que la 

inhibición por FSM es sólo parcial. 

9.4.6. Inhibición del PPT por m'sellalo y vanadalo. 

Con el fin de tener más herramientas para caracterizar a este transportador se hizo un análisis del 

efecto de las sales de arsena to y de v:lnadato sobre el PPT, ya que ambas son análogas del fosfato, 

substrato que se intercambia por PEP ó 2PGA. 

Nuevamente se realizaron curvas de inhibición . En este caso, se preincubaron los plástidos con PEP 

1 mM, por 10 mino ya 15 oC, con [l2P]-Na2HPO-, 100).lM en el medIo externo y concentraciones 

crecientes de arsenato de sodio hasta 0.7 mM o de vanadalo de potasio hasta 5 mM. En ambos casos 

se observó una inhibic ión (Figura 13), siendo la [50 para arsenato de 14.4 ± 4.7 ).lM, Y para vanadato 

de 530 ± 200 ~M . 
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Figura 13. Curvas de inhibición del transporte de [32p]_P04
3

- en plástidos 
incubados con PEP 1 mM por 15 mi" a 15° C. A} inhibición por arsenato; 
B) inhibición por vanadato. 

4 

De las curvas anteriores se aprecia que el arsenato es mejor inhibidor del intercambio [3lp]_PifPEP 

que el vanadato, ya que la / 50 para arsenalo es 35 veces más pequeña que la / 50 para vanadato, 10 

cual indica que el arscnato se une con ~ayor afinidad al PPT. Sin embargo la FSM resultó ser un 

inhibidor mucho más potente que los dos aniones anteriores, ya que para inhibir a este transportador 

se requiere una concentración aproximadamente 100 veces menor que la concentración requerida 

para inhibir con cualquiera de los dos análogos de fosfato. Cabe destacar que no se conoce la 

afinidad del transportador por el fosfato, ni se determinó el mecanismo de la inhibición. 

Hasta donde sabemos, esta es la primera vez que se reporta algún tipo de inhibidor para el PPT, y 

también.es la primera vez que se comprueba que los análogos de fosfato pueden inhibir la actividad 

del PPT. 

9.5. Síntesis de ¡¡pidos y proteínas en el interior del plástido. 

Con el fin de relacionar las características cinéticas de los transportadores con su posible papel 

fisiológico, se analizó la capacidad biosintética de los plástidos. Como precursores de la síntesis se 

incluyeron, en cl medio externo, C4C]-acetato o C4C].malato, solos o junto con metabolitos o 

inhibidores que pudieran afectar el intercambio con el estroma, esto último con el fin de analizar el 

posible efecto de los transportadores al permitir o no el paso de los metabolitos claves. 

Como primer paso se demostró la integridad metabólica de los plástidos, analizando la capacidad 

para biosintetizar ácidos grasos. En estos mismos experimentos se estimó el tiempo más 
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conveniente para obtener una incorporación que facilitara la medición de la biosíntesis de l/Ovo. 

Para realizar este experimento se incubaron los plástidos de cmbrión de maiz en cl medio C, eon 

C4C]-acctato, a 25 (lC, por 5, 15 Y 30 minutos, parándose la reacción COIl una mezcla de c1oroformo­

metan01 1: I (v/v). Posteriormente se separó la fase acuosa de la orgánica, ya quc los Iípidos se 

encuentran en la fase orgánica, mientras que la fracción proteica plastidial se encuentra disuelta en 

la fase acuosa y en el paquete formado entre la fase acuosa y la orgánica. En este experimento se 

trabajó sólo con la fase orgánica, es decir, con los lípidos radioactivos sintetizados de l/OVO, ya que 

se ha reportado que el acetato marcado se incorpora eficientemente en lípidos y su entrada a este 

organelo es por difusión pasiva (Smith el al., 1992). 

Una vez evaporado el cloroformo de la fase orgánica, se disolvieron los Iipidos en 50 JlL de hexano 

y se aplicó la mitad de este volumen a una capa fina de síliea sobre aluminio (TLC). Los lipidos se 

separaron con un sistema de solventes que resolvia los lípidos neutros (veáse Métodos, sección 

8.2.6.). Esta placa se expuso a una pantalla de fosforescencia , de la que se recuperó una imagen de 

la emisión radiactiva mediante el equipo BioRad FX. En la Figura 14 se muestra de la imagen de 

marca radiactiva obtenida para el experimento anterior, comparada contra la misma placa revelada 

con yodo • 

73 



Triacilglicéridos _ 

Ácidos -grasos _ 

Diacilglicéridos _ 
I 
I 

Fosfolí¡)ido _ 1 

! 
1 2 

• • 
3 4 1 2 3 4 

Figura 14. Cromatografía de placa fina. Lípidos en placa de sílica eluídos 
con hexano-éter etílico-ácido acético (75:25:1 v/v) . Tres lotes de plástidos 
se incubaron con [14C]-acetato por 5 (carril 2), 15 (carril 3) y 30 minutos 
(carril 4) a 25 oC. Las muestras fueron tratadas como se describe en 
materiales y métodos (sección 8). El carril 1 contiene un estándar de 
aceite de oliva. 

-
A los 15 minutos se observa una incorporación máxima. No tenemos una explicación para 

la pérdida de marca a los 30 minutos, pero es un aspecto que se desvía de la línea de la 

presente invest igacjón y no se realizó ningun experimento ad icional en este sentido. 

En la Figura 14 (pan(fl B) hay una importante cantidad de marca en ácidos grasos y también 

hay marca en otras clases de lipidos, que seguramente corresponden a otros glicerolipidos 
• 

como diac ilgliceroles, glucolípidos y fosfolípidos. El tipo de distribución corresponde a 10 

reportado para la actividad plastid ial en otros estudios (Rawsthome 2002, Ohlrogge y 

Jaworski 1997). Por otro lado, dada la complejidad del metabol ismo involucrado, la 

habilidad de los plástidos para sintetizar ác idos grasos e incroporarlos en Iípidos complejos 

rcvela la conservación de la integridad de los plástidos. 
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9.5./. JncOIporación de [14C}-acetato y (4C}-malato en lípidos y proteínas 

p lastidiales. 

A continuación se analizó más detalladamente la incorporac ión de malato y acetato marcados en los 

plástidos, determinando la cinética de incorporación de la marca tanto en la fracción lipidica como 

en la proteica, Para esto, se incubaron los plástidos con cada uno de los metabolitos y Iras parar la 

reacción con una mezcla de cloroformo-metanol 1: 1 (v/v) y separar la fracción acuosa, de la 

orgánica se cuantificó la radioactividad incorporada en la fracción Iipídica y en la proteíca (Figura 

15). En este caso se consideraron tiempos de incubación con el metaboli to marcado más cortos, 

acorde al tiempo de intercambio de dicarboxilatos. 
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Figura 15. Cinética de incorporación de marca en la fracción Iipidica (.) 
o en la fracción proteica (.) de plástidos Incubados con C4C]-malato o 
C4C]-acetato. 

Como se aprec ia en l? "Figura 15, el tiempo ópt imo para incubar los plástidos con cualquiera de los 

dos metabolitos marcados fue de 2 a 3, minutos debido a que se deseaba observar la incorporación 

de la marca en los Jípidos y las proteínas y la influencia en ésta de los transportadores en estudio. En 

la Figura 15 se observa que hay una incorporación rápida en el primer minuto y luego decae, como 

es el caso de ambos compuestos de reserva cuando se incuban los plástidos con acetato, no obstante 

que a los 15 minutos se observa la máxima incorporación de C4C]-acetato en lípidos (Figura 14). 

Por las razones expuestas arriba, se decidió incubar los plástidos con cualquiera de los dos 

mctabolitos marcados por dos minutos, cuando se deseaba observar la participación de los 
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transportadores directa o indirectamente en la síntesis de 1I01l0 tanto de Iípidos como de proteínas, y, 

además, se realizaron incubaciones con dichos metabolitos por 15 minutos cuando el interés se 

centraba en analizar solamente el efecto de dicho mctabolito sobre la biosíntesis de lípidos y 

proetínas en el plástido. 

9.5.2. Incorporación de acetato en relación al transporte de dicarboxilatos . 

Con el fin de determinar cómo la presencia de malato afectaba la biosíntesis de ácidos grasos a 

partir de acetato, se incubaron los plástidos por 15 minutos, a 25 oC, con C4C]-acetato, en ausencia 

o presenc ia de L-malato, L-malato más n-but ilmalonato u oxaloacetato (100 ~lM de cada uno) . En la 

Figura 16 se muestra la incorporación de C4C]-acetato en los lípidos (panel A) y en la fracción 

proteica (panel B) para dicho experimento. 

La presencia de L-malato reduce la incorporación de acetato en los líp idos, lo cual puede explicarse 

si el carbono del L-malato está incorporandose en los Iípidos y desplaza parte del acetato. Pero 

sorpresivamente, se observa un aumento de la marca en las proteínas. La pregunta aqui es ¿de qué 

manera la marca de acetato puede IIl:gar a la fracción proteica del plástidio? Aclarar esta 

interrogante es central para poder especular sobre el efecto de los compuestos añadidos en el 

metabolismo plastidial. Es importante mencionar que, dado el tiempo de incubación largo, se 

observa sólo la influencia del metabolito como tal y podría haber poco o ningún efecto del 

acarreador que transporta el malato al estroma plastidial, donde tiene lugar la biosíntesis, pues al 

final del experimento el o los acarreadores que median el transporte de malato se encontrarían 

complet~mente en equilibrio. 

Dado que no se ha demostrado que los plástidos sean muy activos en la síntesis de aminoácidos 

alifáticos (a los que se puede incorporar el carbono proveniente del acetato), la hipótesis más obvia 

es que la marca se d~be a los intermediarios en la síntesis de ácidos grasos, es decir, los ['4C]_acil_ 

proteína acarreadora d~. acilos ([14C]_acil_ACP). Para aportar evidencia de los anterior, la fracción 

proteica se separó, una parte se trató con 10 mM NaCN, en 0.1 N NaOH y la otra parte se conservó 

como control. Ambas'fracciones se aplicaron a un gel de SDS-PAGE y se recuperaron los carriles 

con las bandas de proteína. La marca radiactiva en estos carriles se determinó y se encontró que el 

tratamiento con cianuro alcalino eliminaba más del 90% de la radiactividad. Este experimento 

demuestra que la marca en proteínas se encontraba unida mediante enlaces sueeptibles de romperse 

por un tratamiento suave, que usualmente se emplea para romper puentes de disulfuro y que 

igualmente puede degradar tioésteres. Es decir, 90% o más de la marca eorreponde a C4C]-adl-
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ACPs. Por ello de aqu í en adelante, se considerará que la ma rca en proteína indica la cantidad de 

marca en acil·ACPs. 

Así aquellos efectos quc impidan la utilizac ión de acetato para la sín tesis de lípidos tendnin el 

mismo efecto sobre la marca en la fracc ión lipídica y en la fracción de acil·ACPs. Por el contrario, 

si la incorporación de acetato no se bloque por completo, pero la biosíntesis de lípidos reduce su 

flujo por efectos regulatorios propios del sistema, es de esperarse un incremento en los 

intermediarios que son sustrato de aquellas enzimas sujetas a regu lación. En este sentido, se ha 

demostrado que la acumul ación de decanoil-ACP's ocurre cuando la síntesis de ácidos grasos se 

encuentra detenida en cloroplastos y en bacterias, debido, muy probablmente, a la inhibición por 

retroalimentación de una de las enzimas condensantes de las plantas (Ohlrogge y Jaworski, 1997). 
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Figura 16. Plástidos incubados con acetato marcado y malato, malato 
más n-butilmalonato u oxaloacetato 100 mM por 15 minutos a 15 oC. A) 
Fracción lipídica; B) Fracción proteíca. 

Volviendo a los resultados de la Figura 16, dos aspectos pueden destacarse bajo la perspectiva 

anterior. El L-malato-y. el oxaloacetato tienen efectos opuestos, tanto a nivel de la acumulación de la 

marca en los lípidos como a nivel de la acumulación de la marca en las proteínas. El n· 

butilmalonato revierte el efecto de L-malato sólo a nivel de la mayor acumulación de marca en ac íl-

ACP,. 

La interpretación más simple estaría en ténninos del papel del L-malato y el transportador de 

dicarboxi latos en la provisión de equi valentes de oxidorreducc ión dentro del plástidio, papel que es 

apoyado por otros reportes en el caso de los cloroplastos (Heldt, 1976). Es casi seguro que este 

papel sea de gran importancia regulatoria en la síntesis de ácidos grasos, porque la síntesis de 

Jípidos es gran consumidora de poder reductor; de hecho, la regul ación redox de enzimas como la 

acetil-CoA carboxi lasas está bien documentada en el caso de los cloroplastos, aunque ha sido poco 
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estudiada en los plástidos no fotosintélicos (Rawsthome 2002). Debido a lo anterior, la 

interpretación detallada de estos datos sería demasiado especulativa y no intentaremos profundizar 

en ella . 

Una novedad del presente trabajo es el reporte de la existencia de un intercambio de diearboxilatos 

por piro fosfato. Dada la importancia del pirofosfato en el metabolismo vegetal (vease cita del libro 

Bioquímica y Biología Molecular de Plantas, publ icado por el Departamento de Bioquímica, FQ­

UNAM, 2001, Buchannans, 2000 y Farré el al., 200 1), nos pareció relevante investigar si la 

presencia de pirofosfato podría modificar el efecto del L-malato sobre la incorporación de acetato 

en los lípidos. Para dicho propósito se incubaron plástidos con acetato marcado en condiciones 

semejantes a las descritas en la Figura 16, pero ahora añadiendo malato sin marca (lOO IlM) Y 

concentrac iones crecientes de PPi. Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 17. 
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Figura 17. Plástidos incubados con [14C]-acetato, malato (100 fJM) Y 
concentraciones crecientes de pirofosfato (0-500 fJM) por 2 minutos a 15 
oC. % de incorporación de marca en : A) la fracción lipidica; B) la fracción 
proteica. 

Consistente con los datos reportados en este trabajo, la adición de pirofosfato tiene un efecto sobre 

la síntesis de Iípidos, ~úando el malato está presente. La acumulación de acil-ACP's sería una fuerte 

indicación de que la síntesis de lípidos se está deteniendo y no sólo se está dejando de emplear 

acetato (en este último caso, ambos niveles de marca deberían disminuir). De nuevo, aunque los 

detalles de la respuesta no son de fácil interpretación, dado el estado actual del conocimiento del 

metabolismo plastidial , es evidente que los niveles de malato y pirofosfato citoplasmáticos pueden 

influir de manera muy importate en el funcionamiento del plástido. 
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Finalmente, la Figura 16 muestra que el efecto del JI-butilmalonato en este sistema no cs muy claro. 

Entre otras cosas, aquí se está midiendo la participación del L-malato de una manera indirecta, ya 

que la incorporación de acctato a los lipidos requierc de poder reductor, pero no específicamente dcl 

proveniente del L-malato. Por ello, se decidió investigar si el carbono proveniente de L-malato 

podía scr aprovechado por los plástidos para su incorporación en lípidos. 

9.5.3 Incorporación de malato marcado en relación con el transporte de 

dicarboxilatos. 

Contrariamente a Jo reportado por Smith, la Figura 18 muestra que no hay una incorporación más 

eficiente de [ I~C] L-malato a lípidos (0.4 % de la toma) que la marca proveniente de acetato (1% de 

la toma, Figura 16 A). Sm embargo, la adicion de cantidades crecientes de n-butilmalonato sí 

reduce de manera significativa la incorporación del L-malato en los lípidos, lo que es consistente 

con su papel como inhibidor del transporte. Es interesante que pequeñas cantidades del inhibidor 

(10 ~lM) no reducen por completo la síntesis de lípidos, pero sí estimulan la incorporación de la 

marca en las proteínas. Este doble efect~ dependiente de la dosis, que resultó bastante reproducible, 

es acorde con un doble papel para el L-malato. Por un lado, es claro que puede aportar una fracción 

dc carbono para la síntesis de lípidos (al menos en el sistema iJl vi/ro) y, como se ha documentado 

en otros estudios (Heldl, 1976), puede aportar poder reductor adicional y volver a salir como 

oxaloacetato. Así, una pequeña cantidad de inhibidor reduciria la velocidad de la lanzadera de poder 

reductor y limitaría la velocidad de biosíntesis de los lípidos, traduciéndose en un aumento en el 

nivel de los Acil-ACPs intennediarios. Niveles más altos del inhibidor impedirían notablemente la 

entrada del &0 % de C~C] L-malato, evitando que fuera empleado como fuente de carbono. 
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Figura 18. Plástidos incubados con [14C].malato y concentraciones 
crec ientes de n-butilamalonato (0-500 J.lM) por 2 minutos a 15 oC. A) 
Fracción lipídica extraída de cada tratamiento; B) Fracción proteica. 

400 

La curva de decaimiento de la incorporación de ['4C]-L-malalo puede describirse por una Iso de 27.1 

± 4.7 ~tM . Esta Iso es un orden de ma&T1itud mayor que la KI para eln-but ilmalonato, pero debe 

considerarse que estos plástidos no se incubaron previamente con algún dicarboxllato y que no se 

está midiendo directamente la actividad del transportador. 

El malato, a diferencia del acetato, puede transfonnarse en aspartato en el interior de los plástidos, 

via la enzima aspartato transaminasa . Sin embargo es poco probable que su incorporación posterior 

en las proteínas muy importante en el tiempo de incubación, ya que para ambos casos la puerta de 

entrada es el intercambiador de dicarboxilatos, no se esperaría un efecto estimulatorio en dicha 

fraccióñ. 

9.5.4 Efecto d€l pirofosfato en la incorporación de malato marcado el! 

plástidos aislados, 

, 
Para complementar el experimento de la Figura 18, se analizó si el PPi tenía algún efecto en la 

incorporación de la marca proven iente del [HCJ L-malato en los plástidos de embrión de maíz. Las 

condiciones del experimento fueron semejantes al descrito en la Figura 18, pero el L-malato estaba 

ahora marcado y no se aíi.adió acetato radiactivo. 

El resultado de la Figura 19 fue sorprendente, ya que la presencia de PPi estimula la incorporación 

de malato en la fracción lipídica y, paralelamente, reduce Jos niveJes de marca en la fracción 

proteica. 
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Figura 19. Plástidos incubados con [14C]_malato y concentraciones 
crecientes de pirofosfato (de O a 500 IJM) por 2 minutos a 15 oC. A) 
fracción lipídica; B) fracción proteica. 

El efecto de PPi sobre la acumulación~de la marca en los lipidas se puede describir como una 

hipérbola con una 50.5 de 193.1 ± 56.1 flM , la cua l es intermedia en va lor numérico entre las 

diferentes K~/s para los intercambios malatolPPi, PPiIPPi . PPilmalato y malonato/malato . Por aIro 

lado, el efecto sobre la acumulación de la marca en las proteínas presentó una mayor incertidumbre 

estadística, debido a la poca marca incorporada y a una mayor variabilidad, pero correspondería a 

una inhibición con una Iso de 285.8 ± 154.5 J1M . 

Una posible explicación al efecto del PPi podría encontrarse en el hecho de que el transporte de 
. 

pirofosfato es más rápido que el de malato, pero ocurre con menor afinidad (vease Tabla 4), la 

entrada de pirofosfato podría reducir la entrada de L-malato, pero seguramente no del todo. Sin 

embargo, la entrada de PPi podria estimular la degradación de almidón y la vía de las pentosas 

(dada su participación como sustrato de la ADP-glucosa pirofosforilasa), proporcionando una 

excelente fuente interna de poder reductor, por lo que ahora el L-malato que entrara podría ser 

empleado de manera más eficiente como fuente de carbono. Alternativamente , la presencia de más 

de un transportador de dicarboxilatos, uno capaz de transportar L·malato con más eficiencia que 

pirofosfato y otro capaz de transportar ambos con buena eficiencia, permitiría la entrada de ambos 

metabolitos. En cualquier caso, la entrada de pirofosfato tiene un efecto positivo sobre la biosíntesis 

de los ácidos grasos, lo cual es un dato importante que plantea interrogantes relativas a la regulación 

de esta vía biosintética. 
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Es claro que nuestros resultados hacen evidente la necesidad de mejorar nuestro conocimiento del 

metabolismo del plast idio y su regulación, sugiriendo Iluevos derroteros para la investigación 

futura. 

La KM para la incorporación de malato marcado en ácidos grasos con concentraciones crecientes de 

PPi fue de 23.5 ± 3.4 ~LM , la cual es intermedia en valor entre las diferentes K.~l 's para los 

intercambios malatolPPi , PPiIPPi, PPi/malato y malonato/malato. El hecho de que las K.\l'S sean del 

mismo orden de magnitud plantea la posi bi lidad de que sea efectivamente el transportador de 

di carboxilatos quien está imponiendo la ve locidad de la síntesis de ácidos grasos al limitar la 

entrada de sustrato en fonna de malato u otro dicarboxilato. Por otro lado, el pirofos fato se 

encuentra en muy bajas concentraciones en el estroma plastidial debido a la presencia de 

pirofosfatasas con alta afinidad, mientras que la concentración del PPi en el citosol es de 2 a 3 mM 

(Weinar el al. 1987). 

9.5.5. [ncOIporación de acetato marcado en relación a PPT. 

Como ya se mencionó, no se encuentra Clispon ible el PEP marcado comercialmente, por lo cual se 

dec idió analizar indirectamente el papel de PPT en el metaboli smo plastidial, agregando para e!lo 

C4CJ-acetato en el medio de incubación y diversos compuestos que pudieran incidir en el 

metabolismo del PEP en el interior del plastido. 

Para iniciar este análisis se incubaron plástidos con C4CJ-acetato, PEP, fosfato y piruvaro (100 pM ) 

(Figuca 20) . 
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Figura 20. Porcentaje de incorporaclon de [14C]-acetato en plastidos 
aislados de embrión de maíz por 15 minutos a 15 oC. Como control del 
experimento se incubaron plástidos solamente con acetato marcado, de 
donde se extrajeron las fracciones lipídica y proteíca. El porce ntaje de 
radioactiv idad incorporado en dichas fracciones se consideró como el 
100 % de incorporación. Las barras blancas corresponden a la fracción 
lipídica, y las barras grises a la fracc ión proteica. los tratamientos 
indicados en la parte inferior de la gráfica corresponden al metabolito 
Que se agregó en el medio de incubación (concentración de 100 J..IM); las 
abreviaturas Pi y Pi, corresponden a fosfato y piruvato, respectivamente. 

En la Figura 20 se observa que cuando se agrega PEP al medio de incubación disminuye la 

incoporac ión de acet~to en ambas fracciones (lipidica y proteica), pero es más pronunciada la 

disminución de marca en la fracción lipídica que en la proteica, lo que sugiere que el PEP podría 

estar compitiendo con el acetato como precursor en la síntesis de ácidos grasos . Lo mismo se 
• 

observa al agregar al medio fosfato junto con PEP, el cual es el otro sustrato del PPT, aunque cabe 

aclarar que existen varios intercambiadores capaces de introducir Pi en intercambio con otros 

sustratos fosfatados. En este caso, el tiempo de incubación de los plástidos fue largo (15 minutos) 

comparado con la velocidad del transportador, por lo cual al ténnino del experimento, la 

concentración de fosfato y de PEP debe de estar equilibrada entre el medio de incubación y el 

interior del plástido. En contraste, ni el piruvalo O la mezcla de piruvato y fosfato parecen tener 

efecto alguno sobre la incorporación de acetato marcado, o por 10 menos con este tipo de 
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experimento no se detecta algún efecto, ya que no hay modificación importante en la incorporación 

de acetato en ambas fracciones con respecto al control. 

La vía por la cual el PEP pueda estar entrando en la síntesis de ácidos grasos sería a través de las 

enzimas piruvato cinasa (PK) y la piruvato deshidrogenasa plastidial (PDH). El PEP es substrato 

directo de la PK, la cual lo transforma en piruvato y simultáneamente produce una moléula de ATP, 

colocando al PEP en un posición ventajosa sobre el piruvato, sin embargo, el medio del incubac ión 

contiene ATP, y se ha descrito un translocador de ATP/ADP en la membrana interna plastidial que 

provee al plást ido de ATP para satisfacer las necesidades metabólicas de este organelo. Las 

preguntas que necesariamente sugen es ¿por qué el ATP sintetizado de flOVO en el interior del 

plástido es más eficiente y provoca mayor incorporación de PEP en la síntcsis tanto de Jípidos como 

de proteínas, que el ATP suministrado del exterior? y ¿por qué el piruvato no compite con el acetato 

en la síntesis de lípidos, mientras que el PEP sí lo hace? Al respecto, Boyle y colaboradores (1990) 

estudiaron la incorporación de acetato marcado en ácidos grasos en leucoplastos de semillas de 

ricino en desarrollo y descubrieron que el PEP estimula cuatro veces la incorporación de marca en 

estas biomoléculas, comparado con controles sin PEPo En ambos casos se adicionó en el medio 

ATP. Estos autores propusieron que el ATP generado internamente en el plástido es más efectivo 

para mantener la síntesis de ácidos grasos que el ATP suministrado externamente al plástido. Para 

tratar de responder estas peguntas y entender mejor el papel del PPT en el metabolismo del plástido, 

se realizaron los experimentos que a continuación se describen. 

Por otro lado, se ha reportado la existencia de un transportador de piruvato en cloroplastos de 

mesó filo de plantas e, el cual es activado por la luz y por un gradiente de protones (Flügge el al., 

1985), pero se desconoce si este transportador se encuentra en plástidos no fotosintéticos, ya que de 
. 

no ser así, la entrada de piruvato al plástido sería a través de difusión pasiva, lo cual explicaría la 

falta de competencia de este metabolito con el acetato y el hecho de que el PEP, cuya entrada si está 

mediada por intercambiadores, sí afecte la síntesis tanto de ácidos grasos como de proteínas. 

A continuac ión se incubaron plástidos de nuevo con acetato marcado y PEP (lOO ~lM), pero ahora 

con concentraciones crecientes de fosfomicina, dado que ya se vió que este compuesto inhibe al 

PPT. En este caso, la incubación fue por 2 minutos a 15 oC, puesto que en experimentos a 15 

minutos el inhibidor no seria tan efectivo y su efecto seria dificil de analizar. La gráfica resultante 

de la incorporación de marca en las dos fracc iones se muestran en la Figura 21. 
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Figura 21. Plástidos incubados con C4C]-acetato, PEP 100 ~M Y 
concentraciones crec ientes de fosfomicina por 2 minutos a 15°C. Panel 
A) fracción lipídica; panel B) fracc ión proteica. 

En contraste con el experimento descrito anteriormente, a tiempos más cortos el PEP estimula la 

incorporación de acetato en ácidos grasos. En este caso, la diferencia puede explicarse dado que se 

incubaron los plástidos por un periodo de tiempo mucho más corto, durante el cual el PEP que entró 

a los plástidos podria estar aportando A TP pero la acumulación de piruvato no sería aún tan alta y el 

acetato se seguiría incorporando activamente, e incluso más rápido, gracias, posiblemente, a la 

provisión de energía, o bien, a otro efecto regulatorio aún no conocido. Consistente con lo anterior, 

si se impide la entrada de PEP adicionando fosfomicina, la incorporación de acetato marcado en 

ácidos grasos decae. La curva resultante se ajustó a un patrón de inhibición, siendo la Iso para éste 

de 99 ± 20.2 ).1M. 

Por otra parte, también se observa estimulación de la incorporación de acetato marcado en la 

fracc ión proteica y, a semejanza de lo observado en la Figura 18, hay una estimulac ión inicial en la 

incorporación de marca en la fracción proteica al agregar el inhibidor, pero conforme aumenta la 

concentración de éste' decae la marca (Figura 21, panel B). Nuevamente se puede explicar este 

fenómento en términos de la enzima acetil coenzima A carboxilasa, pero en este caso, al 

suspenderse la aportatión energética de ATP resultante de la transformación de PEP en piruvato, en 

respuesta a la inhibción impuesta por FSM, hay una acumulación transitoria de cadenas nacientes 

marcadas al inicio de la inhibición, mismas que se liberan conforme se aumenta la concentración 

del inhibidor, y posteriormente va disminuyendo gradualmente la entrada de PEP y con e llo la 

energía para generar más cadenas de ácidos grasos unidas a la proteína acarreadora de acilos. 
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JO. Discusión 

En este trabajo se caracterizaron cinéticamente dos transportadores de la membrana interna 

plastidial y se realizaron experimentos con plástidos íntegros, analizándose la biosíntesis de l/OVO de 

lípidos y proteínas, con el propósito de asignar el posible papel fisiológico que ambos 

transportadores pudiesen tener en dichas rutas. 

Se encontraron varios rasgos distintivos que sugieren diferencias importantes en las necesidades de 

transporte en plástidos no fotosintéticos y c1oroplaslos: 

El primero en caracterizarse, el intercambiador de dicarboxilatos, presentó características cinéticas 

similares a las reportadas anteriormente para intercambiadores de este tipo en c!oroplastos de 

diferentes especies; entre los más estudiados se encuentran los cloroplastos de hoja de espinaca 

(Menzlaff y Flügge, 1992; Woo el al., 1987; Lehner y Heldt, 1978) y chícharo (Proudlove el al. 

1984). Se encontraron varios rasgos distinti vos que sugieren diferencias importantes en ambos tipos 

de plástidos: i) las KM's reportadas aquí son 10 veces menores que las reportadas para cloroplastos; 

ii) el ión amonio no afecta al intercambiador reportado aquí, a diferencia del clonado por \Voo 

(1987), que se inhibe con este compuesto; iii) en plástidos no fotosintéticos el sistema es capaz de 

intercambiar malonato por otros dicarboxilatos, mientras que el intercambiador de cloroplastos de 

hoja de espinaca estudiado por Lehner y Heldt (1978), no tiene esa capacidad; iv) el intercambiador 

plastidial puede intercambiar dicarboxilatos por un tricarboxilato, el citrato, siendo que el 

intercambiador de cloroplastos no presenta esta capacidad. En este sentido es semejante al 

intercambiador de dicarboxi latos y tricarboxilatos de mitocondria de Arabidopsis y Nicoliana 

labacum (Picault el al., 2002) y v) el transportador que se describe en este trabajo tiene la capacidad 

de intercambiar piro fosfato por un dicarboxilato, hecho nunca antes reportado en la literatura, ya 

que aunque Lunn y Douce (1992) encontraron una actividad de transporte de pirofosfato en . 
cloroplastos de hoja de!espinaca, en ese trabajo no se identificó la naturaleza de dicho transporte. 

La función de este transportador puede ser la de mantener el balance de poder reductor entre el 
• plástido y el citosol a través de la circulación de distintos dicarboxilatos oxidados y reducidos en 

tejidos no fotosintéticos. En cloroplastos se ha propuesto que la función principal de este tipo de 

transportadores es la de participar en la asimilación de nitrógeno proveyendo para ello al eloroplasto 

de 2-oxoglutarato y exportando glutamato (Flügge, el al., 1988). Sin embargo, nuestros estudios no 

abordaron este aspecto y no podemos decir si dicha función es o no relevante para los plástidos 

aislados de los embriones inmaduros. 
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Dadas las características aquí reportadas, no es posiblc esclarecer si la actividad de transporte tanto 

de los distintos diearboxilatos como del tricarboxilato y el piro fosfato sea mediada por una o más 

proteínas. El hccho de que el lI~butilmalonato pueda inhibir todas cstas actividades dc intercambio, 

y que el mecanismo de inhibición sea competitivo, sugiere la posibilidad de que se trate de un solo 

tipo de proteína mediadora o de dos o más proteínas con características cinéticas similares. Al 

respecto, se requiere más trabajo a nivel molecular para identificar la proteína o proteínas 

responsables de los intercambios estudiados. 

Adicionalmente, el intercambiador de dicarboxi latos puede contribuir con carbono neto al introducir 

malato u otros dicarboxilatos o por citrato en intercambio por pirofosfato y de esta manera 

alimentar la síntesis de ácidos grasos y probablemente otras rutas en el interior del plástido. Por otro 

lado, recientemente se reportó que el contenido de pirofosfato en el plástido se modifica al alterarse 

el contenido de almidón en papas transgénicas que expresan una invertasa, lo que sugiere un papel 

relevante del PPi en la síntesis de almidón (Farré el al., 2000). Aún falta mucha investigación para 

poder entender cahalmente el papel que el PPi juega como metabolito y como regulador en el 

metabolismo plastidial y en el citosólico, pero los resultados mostrados aquí sugieren que en los 

plástidos su papel va más allá de ser un ~ubproducto de las reacciones de biosíntesis. 

Por otro lado, mientras que la mayoría de los intercambiadorcs plastidiales mantienen un balance de 

los fosfatos que entran con respecto a los fosfatos que salen, como es el caso del PPT, capaz de 

intercambiar un compuesto fosfatado por un fosfato , el intercambiador de A TP por ADP genera un 

desbalance al pennitir la entrada de ATP. molécula trifosfatada, y la salida simultánea de ADP, 

molécula di fosfatada. El transportador aquí reportado podría contribuir a mantener el balance de 

fosfato evitando la deficiencia en uno u otro lado de la membrana de este compuesto al ser capaz de 

transportar pirofosfato dependiendo de las necesidades de la célula. 

Con respecto a la incorporación de malato como sustrato directo en la síntesis de ácidos grasos, 
-

Smith (t992) propuso 'que el malato es el sustrato más eficientemente incorporado en dicha síntesis 

comparado con al acetato y el piruvato, en semillas de ricino; sin embargo, embriones de Brassica 

I/apus tienen la capacidad de asimilar, además de malato, Glc6P, triosas fosfato, piruvato y malato 

(Kang el al., 1996 y Qi el al., 1994). Por otra parte, Wong y Davies (1973) incubaron tejidos de las 

especies PiSlll1l salivlIlII, Plantago lal/ceo/ata y P. major con 14C0 2 y lI~butilmalonato, y 

encontraron que el bloqueo por este inhibidor provocó acumulación de malato en el citosol, lo que 

conduce a la inhibición de la PEP carboxilasa. Esta acumulación de malato podría deberse a la 

inhibición por n-butilmalonato de los transportadores de dicarboxilatos tanto del plástido como de 

la mitocondria. 
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Debido a que el acetil-CoA es un metabolito central requerido para la biosíntesis de isoprenoides, 

ácidos grasos, aminoácidos y muchas otras estructuras, es probable que más de una ruta provea 

acetil-CoA para la síntesis de ácidos grasos y la fuente puede depender del tejido y la etapa de 

desarrollo (Ohlrogge y Jaworski, 1997). Las vías por las cuales se puede generar acetil CoA en el 

plástido como precursor son las siguientes: a) a partir de acetato y CoA vía la enzima acetilCoA 

sintasa (AeS); b) a partir de piruvato vía la enzima piruvato deshidrogenasa (PDH), c) a partir de la 

enzima citrato liasa, cuyo sustrato es el citrato y que en algunas espec ies, como la B. napus y 

espinaca, se encuentra en el interior del plástido; d) a partir de malato vía la enzima málica 

dependiente de NADP, y la PDH; y e) por PEP a través de las enzimas PK y PDH (Rawsthome, 

2002). El malato a su vez puede dar origen en el plástido a los aminoácidos aspartato y glutamato, 

mientras que el acetato puede dar origen a los aminoácidos aspartato y treonina; el oxaloacetato se 

deriva en aspartato y treonina, mientras que el a-cetoglutarato da origen al glutamato y a la prolina. 

Con respecto al PPT, se realizó la caracterización cinética de éste transportador, poniendo especial 

énfasis en el efecto de la FSM sobre la actividad de este translocador. Se inició el estudio de éste 

determinando la KM para el PEP y se 'encontró que en semillas de maíz en desarrollo hay una 

afinidad muy alta del PPT por PEP, la cual es de 5 órdenes de magnitud más grande que la 

reportada para el PPT de plástidos provenientes de brotes de coliflor (Fisher el al., 1997) cuando se 

preincuban los plástidos con [12p]_Pi , y 2 órdenes de magnitud mayor cuando se incuban los 

plástidos con C4CJ-PEP. La afinidad del PPT por 2PGA presenta un patrón similar. La diferencia 

tan marcada en el valor de la K.\1 puede deberse a diferencias en las necesidades metabólicas entre 

diferent.es especies o tejidos. O bien, a las importantes diferencias en las condiciones de 

experimentales en nuestro reporte con respecto al de Fisher y colaboradores (1997). 

Los datos presentados aquí muestran que los plástidos aislados aprovechan el PEP no sólo como 

fuente de carbono, sino tamb ién estimulando la biosíntesis de lípidos. La diversidad de efectos . 
encontrados indica nuevamente que las interrelaciones metabólicas al interior del plástido son 

complejas y es claro que no tenemos una comprensión clara de los mecanismos regulatorios que 

operan en este organelo. 

En cualquier caso, es claro que los efectos de la fosfomicina apoyan la interpretación de que este 

antibiótico no sólo actúa a nivel de la actividad de la PEP carboxilasa y la piruvato cinasa 

citoplásmica, sino que también afecta el intercambio entre ambos compartimentos. Adicionalmente, 

la fosfomicina podría tener otros efectos, pero ciertamente los aquí mencionados serían de 

suficiente importancia como para provocar las respuestas metabólicas observadas cuando se aplica 
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FSM a los embriones enteros, es decir, un aumento en la síntesis de proteínas y una reducción en la 

síntesis de lipidos. 

A la fecha existen dos reportes que describen la caracteri zación cinética, clonación y funcionalidad 

del PPT (Fischer et al., 1997 y Streatfield el al., 1999) cn dIferentes tejidos, entre ellos cloroplastos 

de espinaca y Arabidopsis, y leucoplastos de brotes de coliflor. En estos reportes se propone que la 

función del PPT es la de proveer PEP al plástido, el cual es precursor de aminoácidos aromáticos y 

otros metabolitos secundarios derivados de estos aminoácidos a través de la ruta del shikimato, así 

como también al imentar la síntesis de isoprenoides; sin embargo, estos autores no encontraron 

diferencia en los niveles de lípidos en hojas o semillas de Arabidopsis en eue} (mutante que no 

expresa la proteína PPT) con respecto a la planta si lvestre, pero Kubi s y Rawsthome (2000) 

demuestran que la actividad de PPT en semillas de ricino es comparable a la actividad de HPT y del 

transportador de piruvato, y que la velocidad de incorporación de carbono a partir de PEP en ácidos 

grasos en plástidos aislados de estas semillas es también comparable a la velocidad de 

incorporación de Glc6P y piruvato. Ohlrogge y Jaworski (\ 997) propusieron que Jos esqueletos 

carbonados, el ATP y el poder reductQr requerido para la síntesis de ácidos grasos podian ser 

generados en el interior del plástido por el catabolismo del PEP a través de las enzima PK y PDH. 

Finalmente, las actividades y propiedades de los transportadores pueden ser importantes en el 

metabolismo vegetal y, particularmente en el metabolismo plastidial, 1) al determinar la ruta 

metabólica por la cual el carbono es importado al plástido y utili zado para la síntesis de ácidos 

grasos, aminoácidos y otras rutas metabólicas, y 2) al proveer un punto para la regulación por 

retroalimentación en dichas síntesis. 

11 . Conclusiones 

• La fu nción del TD puede ser la de mantener el balance de poder reductor 

mediante el intercambio neto de dicarbox ilatos (L-malat%xaloacetato), aportar 

carbono para mantener la biosíntesis plast idial a través de los intercambios 

PPi/L-malato o L-malato/citrato, Ó mantener el balance de fosfato (intercambio 

L-malatoIPPi). 

• El PPT transporta PEP al interior del plástido, el cual pude aportar energía en 

fonna de ATP vía la enzima piruvato cinasa. 
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Characterization of a dicarboxylate exchange system able to exchange 
pyrophosphate for L-malate in non-photosynthetic plastids from 

developing maize embryos 

Aurora Lara-Núñez, Rogelio Rodríguez-Sotres* 

Deparlmenl 01 Biochemislry. Fac"lly o/Chemislry. Uni,·t'rsid"d Nocional Autónoma de Múleo. Mbico Cily. Maleo 

R«eived 10 Decembcr 2003; .«eived in rcvised rorm 20 January 2004; accepled 21 January 2004 

Abstract 

NOn-photosynthetic plastids from plant tissues are unable 10 tix carbon dioxidc ¡nto carbohydrates, and SO, they depend On carriers of the 
inner plastid mcmbrane. Spinach chloroplasts are known to have a dicarboxylate translocator (DL) systcm able to exchange L-malate for 
other dicarboxyl3tes. This paper presenls evidence for the exiSlence of a similar, but nOI equal syslem in non-photosynthetic plastids, isolaled 
from deve!oping maizc embryos. PlaSlids were isolaled by Percoll gradient centrifugalion. Oicarboxylate uptake or re!ease was detennined by 
centrifugation through a single silicone layer. \Ve found a dicarboxylate translocating activity able 10 exchange L-malale, for ei lher suceinale, 
glutamate, oxa!oacelale, 2-oxoglutarate or aspanate, and also malonale and the tr1carboxylate, cilrate. Surprisingly, Ihis ael¡vily also exehanged 
malal\.' for pyrophosphale and in addition_ pyrophosphate inhibited the dicarbo.~ylalc exchange. We found a competitive inhibition panern of 
the L-malate/malonalc exchange by n-butylmalonate, and this compound also inhibited the L-malate/pyrophosphale exchange. Our resulls are 
consistent with the panicipation of, at least, one common component in the L-malate/malonate and L-malate/pyrophosphate carrier sys!ems. 
\Ve discuss Ihe possible role ofthe dicarboxylate exchange in the plastidial and cytoplasm melabolism in devcloping maize embryos. 
02004 EIsevier Ireland LId. AIl righls reserved. 

Key ... wds: Plasrid; Dicarooxylale Iranslocalor; Pyrophosphale; Zea mays 

J. 'nfroduction -

Several translocators which reside on the ¡nner membrane 

of the plastid envelope, coordinate Ihe exchange of metabo­
lites between the cytosol and th~ plaslid stroma [J J. 

Plastids froro developing embryos do nOI photosynthesize, 

but the metabolism of fally acids, sorne amino acids and 
other importanl metabolites is ac tive in theír stroma [1 ]. 

Therefore, they depend on me!abol ite exchange with (he 
cylosol to support all of these aclivilies. Up to now, al 

Abbred,,¡ions: TPT, rríose phosphalefphosphare Iransloc3 rOr; HPT, 
hexosc phosphalefphosph31e rranslocalar; PI'T, phosphoenolpyruv3rd 
phosphale translocator; XPT, p~n!Ose-phosphaldphosphale Iranslocator; 
DT, dicarbo~y1ale I,anslocator; HEPES, (4-(2-hydroxyetllyl)-1-piperazi­
necrhJncsulfoni, acidJ; NADP-ME, NADP-depcndenr mJlic cn~ym~; 

EDTA, elhy1cnediaminolerl1la,elic acid; DTT, dilhiolhreirol; Pi, phosphale; 
PPi, pyrophosphare 

• Corresponding aurhor. Present address: Ciudad Universitaria, Insur­
gcn!es 5~r Copiko. Coyoacán Mé~ico CÍly. Mexico 
Td.: +52-55-5622·5285; fax: +52-55-5622-5329. 

E-moil oddrcss: sotrcs@servidor.unam.m~ (R. Rodríguez-Salres). 

least six specific metabolite-exchange m ediators have been 
identified in the envelope of non-pholosynthetic plaslids 
(rom severa! planl species: the triose phosphate/phosphate 
Iranslocator (TPT) [2}, the adenine nucleotides transloca­

tor [3]. the hexose phosphate/phosphate translocalOr (HPT) 
(4), Ihe phosphoenolpyruvate/phosphate translocator (PPT) 
[5,6J, Ihe penlose-phosphate/phosphate translocator [7], and 
Ihe mala tefPi Irans localor [8]. 

In the case of spinach leaf chloroplasts, a malate/oxalo­
acetale shuttle may be required for the regulation of the re­

dox balance, and a g lutamate!malate and a 2-oxoglutarate/ 
malate shuttles could help lo sustain Slromal arnino acid syn­
thesis [9,10]. 80th translocalors participate in a 2-oxogluta­

rale/glutamate exchange, with no nel malate transport 
required during pholorespiration [9,10]. Although the dala 
presented by Taniguchi el al. 111] indicates tha! dicarboxy­

Jate translocators (DT) are expressed in photosynthetic and 
non-pholosynthelic tissues in ATilbidopsis planls, the prop­
crties of the syslem fulfillin g such funct ions have no! beco 
documented in leucoplasts, or in other non-photosynthetic 

plastids. 

0168·94521S _ scc fron! maller O 2004 Elscvicr lrcland LId. AII righrs rcscrvcd. 
do;: ! 0.1 O l6/j.planlsci.2004.0 1.0 15 
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]n this paper, we present Ihe characterization of a dicar­
boxy]ale Irans]ocalor syslem from developing maize em­
bryos wilh similar, bUI nOI ¡denlica] properties lO tbe one 
described for chloroplast envelopes. In contrasl 10 previous 
reports [9,10], we found a competitive patfcrn of inhibi­
lion of Ihe DT by n-bulylmalonate and, in addilion, we re­
port a novel exchange of I..-malate for pyrophosphate, along 
wilh evidence for Ihe participation of, al leasl, a common 
transporter in Ihe exchange of bOlh I..-malate/malonale and 
t-malale/pyrophosphale. 

2. J\laleria ls and meth ods 

1./. Planl material 

Freshly harveSled (1 - 2 days) ears of maize (Zea mays) 
were obtai ned from a local grower. The embryos were dis­
seCled from kernels and kepl in 0.5 M mannilol al 4 oC for 
less Ihan 2 h, until ulilizalion. 

1.2. Plastid isolalion 

Maize embryos were carefully squashed wilh a pes­
Ile in a mortar wilh Buffe r ( 1:2, w/v) containing 060 mM 
HEPES- KOH (pH 7.5), 0.4 M sorbitol, 2 mM EoTA, l mM 
MgCI2, 1 mM on, 1% (w1v) Ficoll and 1% (w/v) bovine 
serum albumin. The homogenale was pipetted into Ihe upper 
layer of a discontinuous Percoll gradient and centrifuged 
as reported by Negm et al. [12]. íhe enriched plastid band 
in between the 22- 35% Percoll phases was recovered and 
Ihe plaslid fraction \Vas collected by centrifugation in a mi­
crofuge (at 12 ,000 rpm for 5 min). The pellet was washed 
twice wilh 2 mI buffer B conlaining 50mM HEPES- KOH , 
pH 7.5 (except where otherwise indicated), 0.4 M sorbitol, 
2 mM EDTA, 1 mM MgCI2, 1 mM DTT, and finally re­
suspended in 1- 2ml ofthis buffer. These procedures were 
carried oul at 4 oC. 

Plastid purity was evaluated by measuring Ihe aClivity 
of Ihe following enzymes: calalase {13], as a peroxysome 
marker, fumarase [14], as a mitoehondrial marker, and phos­
phoenolpyruvate carboxylase (PEP carboxylase) [15], as a 
cylosolic marker. Plaslid inlactness was tested by measuring 
the aetivity ofNAoP-dependenl malic enzyme (NAoP-ME) 
before and aner Ihe addition o'f 0. 1% Trilon X- lOO 10 Ihe 
assay cuvette [ 16J. All dClerminations were carried out at 
25 °C. 

1.3. Plastid preloading 

\Vhere indicaled, Ihe plastids were preJoaded by preincu­
bation wilh the appropriale metabolite for 10min at 15 °C. 
The Ireated plastids were co1lected by centrifugation al fu1l 
speed in a microfuge, washcd wilh 5 vol. of Buffer B and 
pelleled again. The pellet was resllspended in I mI buffer 13 
and uscd immediately for uplake st udies. 

lA. Trallsporl meaSllremenl 

The dicarboxylate uptake was determined by the lech­
nique of cemrifugat ion Ihrough a single sil icone oi l layer 
[1 J, 18J . 

Briefiy, 50 IJ.I aliquols ofthe plaslid homogenate (SO- 150 
IJ.g of protein) were mixed wilh buffer 13 conlaining Ihe 
[14C]_ or [32 P]-labeled subslrales (O.2- I IJ.Ci) plus Ihe in­
dicaled metabolitcs or inhibilors lO givc a final volume of 
100 ¡_ti. This was done in 0.25 mI microfuge tubes on top of 
a layer of75 1.1.1 si licon oil AR200 which was fl oating ovcr a 
bonom layer of 20 IJ. I of quenching Solulion (perchloric acid 
10%, v/v in saturated Na2S04). Transport was slarted by 
Ihe addilion of !he plastids and stopped after I min at 15 oC 
by cenlrifugation at 12 ,OOOrpm for I mino The radioaclivity 
in Ihe bottom layer was delermined by liquid scintillation. 
The acid and salts in Ihe quenching medium had a small 
effecl on the counting efficiency, which was correctcd by 
Ihe software in the Scinlillation counler, after calibralion. as 
recommenrled by the manufacturer (Packard instrumenls). 

\Vilh Ihe condilions used lo ¡solate the plastids, Ihe ra­
dioactivity in Ihe [14C]-sorbitol permeable space was eSli­
mated 10 be 10.6 ± 1.9% oftlle total 3H20 permeable space, 
and Iransport valllcs were com.":cted for this non-spccific 
uptake. 

When saturation by several metabolites was studied, we 
found a slow, non-salurating component that was linear up 
to I mM L-malate, which we ascribed lO a passive diffusion 
componen!. The rale of this component tumed OUI lo be 
fairly reproducible and was estimated from lile slope of the 
straight line found, at high concemral ions of L-malale (Ihe 
slope in the presence of 100 IJ.M n-butylmalonate was similar 
and almosl linear in the entire range of concentrat ion lested). 
Then the maximum carrier-mediated flu x (JM AX), and its 
Michaelis constanl KM were estimated by non-linear fit to 
Eq. (1), 

(1 ) 

where J is the transport rate, M tlle varied melabolile con­
centration, and Dp was fixed lo ¡he passive diffusion coef­
flc ient previous!y found . oue to Ihe numerical propagation 
of errors between J~IAX, KM and Dp in Eq. (l) the simulta­
neous eSlimalion of all paramctcrs by non-linear rcgrcssion 
was avoided. 

Inhibition curves were fitted by non· linear regression 10 

Ihe hyperbolic simple inhibition model given by Eq. (2): 

JO/50 
J~-­

/ 50 + I 
(2) 

where J o is tlle transpor! rale (J) in Ihe absence of inhibilor 
alld /50 is Ihe concenlration of inhibitor (l) which gives 50% 
inhibition . 

To calcllla!e the K¡ of a compclitive inhibilion dala were 
adjusled lo a model givcn by Eq . (3) [19]: 
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]¡..IAxM 
J ~ -;;-;~~--;-;; 

KI'.I(1 + I / KI ) + M 
(J) 

Non-li near regression was performed using fhe SigmaSlal 
package (lendel Corporalion, San Rafael, CA, USA). 

1.5. Protein determina/ion 

Protein concenlration was detennined with Ihe Bicin­
choninic acid method as reponed by Smith el aL (20]. 

3. Results 

3.1. The kinetics ol /he L-ma/ate or ma/onate /ransport 
has an active and a passive component 

Plastids isofaled from Ihe maize embryos were 70% intact 
and al! preparalions used in Ihe expcrimenls were almost free 
of cytosolic, milochondrial and peroxisomaf contamination. 
(Tab1c 1). 

Isofated plastids did rapidfy uptake [14C]-L-malate or 
[14C]_malonate when incubated with ¡hese dicarboxyfates 
(Fig. f), uptake was li near up to 7 min for [14C]-L-malate 
(Fig. 2), and up (Q 3 min for [14C]-malonatc (nol shewn). 
The transport rale showed a rapid initia! s!ope which de­
creascd 10 a slowcr non-saturating componen! (Fig. 1 l. 
Since a simi lar behavior has been reported in other similar 
systems [2IJ, we consider this 10 be Ihe sum of a hyper­
bolic component and a passive diffusion component given 
by Eq. (1) (see Seclion 2). 

Thus, Ihe diffusive cocfficienl (Dp) was calculated from 
the slope at high dicarboxylate concentration (Table 2; for 
malonate see also Ihe insel in Fig. 1), and, the max imum 
rale (J:-"IAX) and the halfsatur¡¡ting concentralÍon (K~.J) were 
estimated by noñ-linear regression by fiuing Ihe rates (J) 
10 Eq. (1) al several metabolite concenlrations (M). For 
non-preloaded plastids, Dp was Ihree limes fasler with mal­
onate than with L-malale (Tab1c 2) and showed variations 
of less than 35% belween plasli~ preparalions (nol shown). 
Fig. 1 also shows Ihe resull ofpreloading ¡he plaslids wi!h an 
internal metabolile. In this case, a marked increase in JMAX 

made Ihe Dp contribution almost negligible in Ihe range 

Table I 
Plastidial illta~tn~ss, r~covery and contamination by cellular fraetions 

Enzymc [ntaetncss' (%) Activity reeo"eryb ("lo) 

NADP-ME 73 ± 3 29.3 ± 2 
PEP Carboxylase 1.0 ± 0 .3 
Catalase OAO ± 0.02 
Fumarase 0.70 ± 0.43 
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Fig. l. [1~C]-t.maJate (A . 6) or [14C].malonate (e . O) toncentralion­
deptndent Iranspon by purified plaSlids from maize devdoping embyos 
The rate "'as measured ",ith non-preloaded ptaslids (l!..0 ¡. Or .... ·;th plastids 
Ihal ""'ere preloaded ",ith 10mM I.·malale (A ) or 10mM malonale (e ¡. 
Transpon "'as alto"'ed 10 proc:eed for I min at IS °C. Lines "'ere dra ..... n 
from [q. (1) using Ihe paramcter valucs reponed;n lJhlc 2. The insel 
shows Ihe obseT\"ed uptake r~le of Ihe plastids beforc preincubation 3nd 
al concentrations of malonale up 10 I mM. 

of concentral ions employed. However, al higher metabolite 
concenlralions (up to 10 mM), the diffusive component was 
also evident (nol shown). Accordingly, for measuremenls 
of 14C uplake perfonned wilh saturating concenfr<uions of 
malonate or L-malate (0.25 mM), after correcling for the 
[,4C]-sorbilol penneable space, Ihe passive diffusion com­
ponen! (calculated from Ihe corresponding Dp value) was 
subtracted from the [14C]_uptake rales. 

For delerminalions involving Ihe 14C release rates 
from plastids preloaded wifh a fixed concenlralion of 
(14C]-L-malale or [14C]-malonate, conlrols in Ihe absence of 
external metaboliles were subtracted to correct for the 14C 
leakage due to Ihe passive component and other non-specific 
effecls. Therefore, when analyzing saturation curves, mea­
surements of Ihe 14C rerease from preloaded plastids at 
vatying external concenlralion of the metabolite of ¡nterest 
was preferred. In addition, this lasl procedure minimizes 
the probJems associaled with uncertainly in Ihe lrue intemal 
concentration achieved during preloading, which are due lO 
differences in Ihe approach 10 equil ibrium, variations in Ihe 

Contaminal;on" (%) TOlal aetivily (nmol m;n- I S;;~.¡n ) 

250 ± 59 
3.41 53 ± 20 
1.36 47 ± 30 
2.34 11 ± 8 

PlaSlids ..... ere isolated and purificd form developing maize embryos, as dcscribed in Seclioll 2 . 
• rnl~Clness was cakulated as the activity of NADP-malic enzymc (NAD1'- ME) re1easc by addition of 0.1% Tr;toll'X IDO, relali\"c to Ihe lotal aet ivity. 
b The aClivilics of PEP carboxylase, catalase and fumaras<: "'<'Te used as markers of cylosol, pc:roxisome and miloc:hondria, rcspeclively, here, as 

percentage of the 10lal activity of caeh enzyme rcrovcred in plaslid prepan"lIion relati,'c to the aClivity found in the crudc extrae!. 
" The ratio of t ach cnzyme acti\"Íly to that of NADP- ME in the plasl id preparal;on, relali\"c to the same mtio in the crude eXlrae!. 
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Fig. 2. Time-dependent [14C]_L_malatc uptake by non·prdoadcd plastid 
purificd fmm maize de\·eloping embyos. 

staning inlemal ptastid content, and changes in the plaslid 
turgor caused by the ¡solation, the preloading, or the dilulion 
after preloading. The metabolism of L-malate in plastids in­
cubated al 15 °C for I min was found lO be negligible since 
the separation of the quenching medium by thin layer chro­
matography revealed only one radioactive Spol co-m i,graling 
with the commercial U_[1 4q_L_malale (not shown). 

3.2. PlaSlids from maize developing embryos are ablc !O 

e:r:change l-malale or ma/onale wilh other dicarboxy{ates 
and a tricarboxylale 

Results in Table 3 show a stimulalion of the [14C]_L_malate 
or [14C]-malonate uptake when plastids were preloaded 
wilh L-malate or malonate. \Ve also observed stimulation 
of Ihe [t4C]-l-malate or [!4C]-malonate uplake when plas­
tids were prelóaded wilh the dicarboxylate maleate, and 
with Ihe tricarboxylate cilrate (Table 3). In contrasl, we 
found no stimulation of the transpon rate by the addition 
of D-malate, sodium or pOlassium ions, phosphate, sulfate 
or when preloading and transpon measurements weTe per-

Table 2 
Trnnsport charncteristics of L-malate o, ¡nalonatc uptakc 

External met.1bolite Prcloaded' melabolite KM ( .... M) 

[14C¡.L_Malate' None 37.4 ± 7.9 
[14CJ·Malonate' None 13.9 ± 8.3 
[1·CJ_I._¡" lalateb I.-Malate 3.1 ±0.5 
[1'C]_Malonateb L-Malate 6.7 ± 1.9 
Malonatcd [14C]-/' .. blonate 4.5 ± 3.2 

Tablc 3 

Propertics of the dicarboxylate trnnsport in isolated plastids fronl maize 
embryos as a funclion of thc p,c1oading eondilions 

Prdoaded [I ~ C¡-Malonate [I~CJ-L-Malate 
metabolile uplake uplake 
or condilion (nmol min- I ~.!..,;") ( l· _1 _1 ) nmo mm gl!!Ol<;" 

None 0 .96 ± 0. 17' 26.1 ± 2.6' 
L-¡"Ialate 39.7 ± 3.6' 52.0 ± 1.6' 
ma!onale 57.5 ± 3.2 47.2 ± 18.8 
~il,ale 57.7 ± 13.] 39.0 ± 2.3 
maleate 23.4 ± 4.6 61.0 ± 17.8 
p-Malale ,d 16.3 ± 6.4 
NaO 8.7 ± 2.4 5.2 ± 0.8 
Kel 8.5 ± 6.9 ,d 
Sulfale 5.7 ± 0.8 ,d 
Phosphale ,d 7.7 ± 4.4 
pH 7 1.6 ± 3.3 5.2 ± 27 
pH • 1.6 ± 3.2 ,d 

Plaslids were prdoaded al pH 7.S and 15 °e wilh various subslmles, o' 
ions (al 5 mM), or al Ihc indi~aled pH condilion. The lrnnsport was s13rted 
at pH 7.5 and IP e by Ihe ex terna! addition ofO.25mM [l4C¡.malonate 
or [l4C¡.t._malale and terminaled afie, 1 mino Resulls a~ the mean of 
Ih~e independent expcrirnenlS, caeh p~fo""ed in dupl icale. Dala were 
cOlTected for the [14C]-sorbitol pernleable space and for Ihe passi~e 
diffusion rateo nd: not delcrmined. 

• These \-atues a~ the eorrcsponding JW\x values taken from Tabk 2 
and had been inc1uded here in order 10 aid comparisons. 

forrned in media at differenl pH (Table 3). This lasl result 
indicares that there is not an exchange of protonlmalate or 
protonlmalonate in this kind of plastids. 

3.3. Dicarboxylate e.r:challge specificity 

The radioaeti vily uptake by plastids preloaded with 
L-malate or malonate was stimulated two- to Ihree-fold 
when Ihe [14C}-dicarboxylates were added 10 the exter­
nal transpon medium (Table 2), and, the [14C}-l-malate 
or [14C}-malonale uptake was also stimulated two- or 
three-fold when plastids were preloaded with various dicar­
boxylates (Table 3). Thi s indicares Ihe presence in maize 
plastids of a dicarboxylate transponer sySlem (DT) panly 
resembl ing the one reponed in spinach chloroplasts [9,17]. 

JMAX (nmotmin- I g;:",,") D,' JMAxIK~I < 

26.1 ±2.6 0.017 ± 0.013 0.70 ± 0. 13 
0.96 ± 0. 17 0.06 ± 0.02 0.069 ± 0.03 7 

52.0 ± 1.6 ,d 17.0 ± 2.6 
39.7 ± 3.6 ,d 5.93 ± 1.46 
17.6 ± 4.9 ,d' 4.0 ± 2.S 

• JMA X and KM we~ oblained from fitting Ihe data 10 Eq. (1) with a fi .~ ed [)p '·alue ofO.017mlrnin- 1 s;;!'<i" fo, L·malate, and 0.06mlmin - 1 g;!..," 
for malonate. The values of Dp '-'"ere obtained from the slope of dala al high concentral io n (up 10 1 mM) of l-malate (nol shown). o' rn310natc (see 
Fig. 1 insel). respeclive1y. 

b JMAX and KM ..-ere oblained from fining: Ihe data 10 Eq. (1) wilh a fixcd Dp sellO tero: senin::; il fi~ed to Ihe value obtained Wilhoul prd03ding: 
Ihe plas lids gave almost lhe same final fit. 

< Rcsuhing unia are mi min- I S;,!,';n. 

d Rales ..-cre , orrecled by subtraction of lhe control rales in Ihe abscnce of external malonate, which cancels 0111 Ihe pllSs;ve diffusion componen!. 
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Tabk 4 
Kinelic paramclers of lhe dicarboxylalc lranslocalor in plastids isolalcd 
from dC"~lop;ng ma;zc cmb!)'os, w;lh sc~cra l subs1!1)\c pairs 

EXlcmal J~IAX KM (11M) JMAXIK~I~ 
rnelabolilc' (nmOlmin- 1 S;~.in) 

$uecinalc 233.7 ± 18.4 4.4 :± 2.2 53 :± 25 
Ouloac~lalc 11 09:± 5.9 2.1 :± 0.8 53 :± 19 
GlulamJlc 80.3:± 5.7 5.2 :± 1.8 15 :± 5 
Oxoglularalc 9),75 :± 8.74 11.58 ± 3.2 ' .1 
Aspa/tale 73.4 ± ]4.1 25.8 :± 8.4 2.8 :± 0.8 
Pyrophosph31e 226.1 ± IH 180 ± 38 l.3 :± 0.2 

Plaslids prc]~ded w;th (t'C] .L-malalc (0.25 mM. 211CI, for 10 m;n al 
] S GC) wcrc pdklcd and rcsuspended in buffer B (scc &clion 2). Thc 

lranspon was slaned immcdialely aflel rcslIspcns;on by lhe addition of 
plaslids lO ¡he lUbeS eonta;n;ng buffer B aoo the ind;ellcd melabolile. The 
transpon rale was determined as indicaled in Seetion 2. Thc I'C oUlflow 
in the absence or exlemal melaboliles was used as a blank lo correel for 
Ihe non-sp«i fic leak, 

• lncreasin!; concenlralioM or exlemal melabolile wcrc from O ID 
30 11M with Ihe exceplion of pyrophosphJle which was from O ID 300 11M, 
and OXO¡¡IUlam.a le .nd asp.utate, from O ID lOOfl.~1. 

~ Re$lIllinll V3ll1es ha'~ IInil$ or mi min- I s;!.. .... 

Unlike Ihe spinach chloroplasl DT [1 7), the maize plas­
lidial DT system \Vas able to exchange malonale with 
other dicarboxylates. Thc DT present in the plastids ..{rorn 
rnaize embryos was also able lO exchange malonale with 
Cilra!e, n tri carboxylate, which is an indicalion of a broader 
specificity and reminiscent of the dicarboxylale mitochon­
drial transport systems found in plants [22] and Veast 
[23[. 

There is evidence of, at leasl, IWO different dicarboxy­
late lransporters with ovcrlapping specificities in Spinach 
chloroplast (9, 17J. To gain sorne insight into the specificity 
of Ihe Iranslocalor syslem reported here, its saturation kinet­
ics was tested. \Ve analyzed {he oulflow of[ 14q-L-malate or 
[14q_malonate againsl sorne dicarboxylales, or pyrophos­
phate, at pH 7.5 . For Ihese experimenls, Ihe plastids were 
preloaded at 15 oC with 0.25 mM {14q_L_malate, then the 
rale of [14q release was detcrmined against the concentra­
lion ofthe metabolite in Ihe extel!1al medium, and the control 
rates in Ihe absence of external metaboliles were subtracted. 

Table 4 shows 1~1AX and KM of Ihe dicarboxylate 
Iranslocator when plastids were preloaded wilh 0.25 mM 
[14q_l._malate and Ihe 114q-qútflow was followed in 
media wilh increasing concentrations of several external 
metabolites. 

The besl IWO substrates for DT were succinate and ox­
aloaceta!e, both intermediates of Krebs cycle ami ami no 
acid precursors. The maize plastidic DT was also able 10 

exchange aspartate and glutamate for malate, Ihe later wilh 
5-fold higher efficiency (Table 4, 1MAXIKM) Ihan the aspar­
latelmalate exchange. 

Cilrate was also found to stimulate Ihe [14C]_malonate 
release in preJoaded plastids with alMA);. o f 57.7 ± 
1 3. lnmolmin-I~~lein and a KM of 4 1.7 ± 22.8 f.lM 
(lMAx'KM 1.4 ± 0.7), bUI isocitrate was n poor subslrate 

(not shown). In contrast, and as mentioncd before, ¡norganie 
acids such as phosphale and sulfate did not stirnulale the 
[14C]_malate release (Table 3) or uptake (data not shown). 

Surprisingly, this Iransloca!or exchangcd malate for py­
rophosphate, which is nOI a dicarboxylale. At pH 7.5, clase 
to the cytoplasm pH of maize embryos ce lis, 90% of py­
rophosphate is ionized as HP20SJ-, 7% of Ihis mineral 
has Ihe same ionic charge of -2 as most dicarboxylales, 
and roughly 3% would be as P20 54- (other forms would 
be negligible). Al Ihis pH , and in ¡he absenee of I\1g2+, 
Ca2+ or olher calions, 99.8% of tOlal L-malate bears 
a -2 charge. 

3.4. Dicarboxylate exchange inhibilion 

n-Butylmalonate is a potent inhi bilor of dicarboxy­
late translocator in pea and spinach mitochondria [24], 
white the DT from spinach chloroplasls was nOI sensitive 
10 this inhibitor [ 17). \Ve delermined the dose-response 
to II-bu tylmalonate of the [14C]-I.-malate oUlflow from 
preloaded plastids from maize embryos at four concentra­
tions of external malonate. n-Butylmalonate inhibition of 
¡he L-mnla.te/malonate exchange was competitive against 
malonate with a KI of 6.7 ± 2.4 (from non-linear regres­
sion fit of the data in Fig. 3 lo the complete competitive 
inhibition equation (Eq. (3». 

This inhibitor was also eITective in reducing the 
citTilte-dcpendenl rclease of [14CJ-malonale from the iso­
lated maize plastids wilh a IsO of 5. 11 ± 0.77 ~M at 50 ~M 
external cilrate (data no! shown). 
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Fil:. 3. MalonalelL-malale exchange illhibilion b~ lI·bulylmalonale. Plas­
lids were preloaded in buffcr B wilh 0.2!i mM [I~C]'L-malale. alld ils Ollt­
tlo'" rale \VaS measured in buffu n al malon31e concenltalioltS of 2 ,...1<.1 
(. ), 4 11M (e ), 6 fl.M (A ) 01 12 11M ("'). and va!)'ing eoncenlralions of 
n-bulylm3lonate in Ihe 11M range. Ra!es in Ihe abscnee of malonale and 
at ( 8ch lI·bulylmalonalc concentra!ion, werc used 10 correel for Ihe pas­
$ivc diffusion ¡ale. The lines drawn COITC'spond ID Ihe global fil of dala ID 
Ihe fllll eompclilivt: inhibilion Eq. (3) adju$led b~ non.linear regrcuion 
(sce Scelion 2). 
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Tabie 5 
Uptake of [11Pj_pyrophosph3!C by isolaled plaslids from d~veloping maize 
cmbryos 

Intemal prdoodcd 
subslratc' 

None 
Pyrophosphale 
Oxaloacetale 
Succinate 
l-Malate 
Glutamale 
Asparlatc 

¡l!P].Pyrophosphale upta~c 
(nmolmin- I !!;~,") 

21.6 ± 7,2 
134.5 ± 4 7.2 
75.9 ± 20A 
69.3 ± 23.2 
63.5 ± g,2 
39,0 ± 6.6 
31.7 ± 16.5 

Plastids were prelooded for 5 min a 15 oC in buffer B (sce Section 2) 
plus ¡he indicated mewbolile (1 mM), and Ihe transpon was initialed 
wilh the addilion or¡ll Pj-pyrophosphate (180 j.lM and 0.6 )l.Cilnmol. final 
eoncenlration) in buffer B. The transpon rale was delennined as indiealed 
in Seclion 2. The ¡llP]-pyrophosphale uplake rate was com:eled for Ihe 
[¡~CJ-sorbi lol penneable spaee . 

• Plastids were prcloaded with I mM of Ihe indicaled mctabolite, 
exeept ror basal trealment, where plaslids were nol prdoaded. 

3.5. Pyrophosphate exchange by DT 

Tne pyropnospnale/L-malale carriers reported in Table 4 
could be mediated by the same DT or by a sySlem of two 
or more exchanges, sharing one intermediate substrate. To 
c1arify Ihis issue, we look advantage of the sensit ivi ty of 
Ihe DT lO n-butylmalonale. The pyrophospnale-dependenl 
[14C]-t-malate release in plastids preloaded wilh 0.25 mM 
[14C]-L-malale, and in Ine presence of 300 jJ.M pyrophos­
pnale as external metabolíte, was delennined at several 
concentrations of n-butylmalonate. Fig. 4A shows how 
Ine pyrophosphale/t -malate exchange was inhibited by 
n-butylmalonate with a 150 of 6.5 ± 2. 1 ~M. Furtnennore, 
increasing concenlralions of pyrophosphate inhibited the 
[14C]-malonale (10 or 30~M) uptake in plastids preloaded 
with malate 0.25 mM (Fig. 4B), eXlrapolaling 10 tOlal inhi­
bit ion. AClually, lines in Fig. 413 were drawn by filling Ihe 
dala lO a competilive equalion (Eq. (3». 

Taking togelher, our data are consislen! with one carrier 
or a coupled-carrier sySlem able 10 excnange L-malate/malo­
nate or pyrophosphateJL-malate. 

AddilÍonal support for the al10ve proposal was oblained 
by measuring the sti mulation oflhe [32Pl-pyrophosphate up­
lake by plastids preloaded with ei lher unl abeled pyropnos­
phale, Of unlabcled L-malate (Table 5). 1:1ble 5 also shows 
the relativc stimulalion of [32 Pl-pyrophosphate uptake ob­
lained by Ihe preloading of Ihe plastids with various dicar­
boxylates. The highest rate was obtained for the pyrophos­
pnale/pyrophosphale exchange, bul Sllccinate. t-malale and 
oxalacetate gave over !hree-fold stimulation over the control 
rate in non-preJoaded plaslids, whi le Ihe amino acids aspar­
late and glutamate resulted only in poor slimulation. The 
trend in the reJative mtes found here is similar to the lMAX 
mies reported in r abie 4, with Ihe exception oft llal for suc­
cinale_ Lowcr values in lMAX rcporlcd in Table 5 could be 
lo the smaller preloading concentration employcd in Ihesc 
cxpcrímcnt, with respect lo those in Table 4. 
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Fig. 4. (A) lnhibilion of pyrophospha¡.,ft-malate exchange by ~-bUlyl· 

malonatc. Plastids were prcloaded with 0.2S mM (t'C]'L.malatc and 
the rate of I'C rekase was detcnnined in buffer B with 0.3 m1l.1 py­
rophosphale and increasing n·butylmalonale eonantrations (The line 
eorresponds 10 a non-linear regression flt 10 Eq. (2) with an / YJ of 
6.5 ± 2.1 (J.M). (B) [nhibition oF Ihe malonate/L·malate e~ehJnge by py. 
rophosphale. Plastid.s ,,"ere prcloaded with 0.25 mM l-malate and Ihe 
rate of 14C uptake was determined in buffer B, with 10(J.M (. ¡ 
or 30)l.M (e ) ¡t4C]-malonate and in the presenee of the indiealed 
amounts of pyrophosphale. The hnes were drawn by non-linear regres­
sion fitting of data 10 Eq_ (3)_ From ¡he fit. fYJ "alues of 25.9 ± 9.6. 
and 19.9 ± 7,3(.1.M were calculaled ror 10 and 30 (J.M malonalc. 
resp"clively. 

The Iransport rate of [32 p].pyrophosphale showed a 
saturation curve Ihal depended on Ihe melabolile used 
lo preload the plastids (Fig. SAl. The kinetic param­
eters wilh t-malale preloaded p[aslids were 207.8 ± 
14.76 nmol mi n-1 g;r~tein for JMAX and 98 ± 30. 12 jJ.M for 
Kt.t. and wilh pyrophosphatc prcloaded plaslids Ine values 
were 632±70 nmol min- I g~r~lein and 319± 76 jJ.M. Despile 
Ihe imponant difTerences for lMAX and Kt.l vatues found 
for both cxchangcs, the transport efTicicncy (lMAXIKM) 



A, Lara-No;;;e:, R. Rodrig"~1-Solres / fllml Science 1M (!()(14) JJ35- JJ4J 134 1 

e 600 

" 1 g 
500 

'", --"o ¡ - --<ro 
~/ 'E 

!l 300 
5 

f~ 11 200 l! 
~ 100 o: a. 
~ O 

O 200 <ro 600 ." 1000 
(A) Pyrophosphate (IJM) 

.. - 3PGA 

-Pi 

.,~ "" .... PPi 

• 
(B) 2 3 , 5 6 7 8 

Fig, S. (A) ¡l1PJ-Pyrophosphat~ uptake by puriñed plastids isolated from 
maize embryos pre!oaded with 10m).,! malat. (O) or IOmM unlabelled 
pyrophosphate (e ) . The lines were drawn by non-linear regression fits 
to a rectangular hyperbolae (Eq. (1) .... ith a Dp of O) with kinelÍc param­
eters of: K.\I 98.1 ± 30.1 11M and AtAX 207.9 ± 14.8nmol min- t S;~.i"' 
for ¡he PPilmalate exchange, and K)A 319.1 ± 7611M and J)AAX 

632.9 ± 70,6nmol min- I g~.in for Ihe PPilPPi exchange. The dala rep­
resenl the mean ± S,D. of 1 .... 0 independent experimen!s peñormed on 
Iwo separate preparalions eaeh (the four readings ""ere considered in­
dependen! eSlimales). (B) Slability of pyrophosphate in th. transpon 
assay. PPi releas. WIIS 3ssayed using plastids preloaded .... ilh ISO 11M 
[l lPl_pyrophosphate for 10min al Ij °c. The transpon was allowed 10 
proceed for ] min a IS ~C in the presenee of 180 11M unlabelled py­
rophosphate and stopped by centrifugalion al 12,OOOlJlm. Th. different 
phases of (he assay were colleclcd and spolled onto a TLC plate. The 
plate was eluted with 3 mixture of methanol:concentraled ammonia: 10% 
aqueous TCA:water (50:]5:5:30), drieáa¡¡d ¡he radioacti\"ity was visual­
ized wilh a storcd phosphorescence screen (BioRad), lanes I and 8 are 
commercial e1Pl-pPi. lane 2 lower qucnching phase, ]ane 3 silicone oil 
(Io\\"er hall). lane 4 silicone oil (upper hall). lan~ 7 upper transport as­
say medium, lane S the ]o,,"er phase rrom'an e~perimcnt peñormed ",,;th • plastids broken by dilution before the assay. Lane 6. the lo\\"(r quenching 
phase from a tube without plastids. Arrows indicale the position of Slan­
dards detected by spraying with 1% ammonium molybdate and 0.034% 
malachite green in 3N HCl: Pi, dihydrogen arnmonium phosphate; PGA, 
J-phophoglyceric acid; PPí, sodium pyrophosphale. 

was strikingly similar (2. 11 ± 0.32and 1.98 ± 0. 14 mno! 
min - I g-r~tcin fJ..M- I, respeclively). 

Two fines of evidence support a role of true pyrophos­
phate as the exchanging substrate in the above experiments. 
Though plastid pyrophosphatase activity in known 10 be 
high, ils level was below Ihat required 10 converl a sub­
slantial amount of Ihe pyrophosphale taken by Ihe plas-
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Fig. 6. Inhibition of the PPilPPi exchange by L-maJale. Plaslids were 
preloaded wilh PPi 10 mM and the e.~change was performcd with 180l1M 
¡llp)-PPi (0.6I'-Ci/nmol) and increasing concenlrntions of L-malale. The 
linc rcprescnts Ihe fit tO Eq. (2) wilh an Iso \"alue or 3,4 ± 0,9I'-M. The 
dala represenl Ihe mean ± S.D. of two independent c~per;ments p"ñormed 
on twO separate prcparations each (the four readings were considered 
¡ndependent estimates) . 

tids 10 free phosphate or other organic phosphales, during a 
10 min at 15 oC preloading or during the 1 min transpon as­
say (Fig. 58, lane 2), under the conditions here employed. 
Nei!her, pyrophosphatase aClivity from broken plaslids, or 
from other sources of contamination, did degrade Ihe py­
rophosphate released to the plastid assay medium under OUT 

condilions (Fig. 58, lane 7). Finally, as previously men­
tioned, Ihe [14C]-L-malate uptake was nol stimulated when 
the plaslids were preloaded with phosphate (Table 3), nor 
the [14C]-L-ma!ale release of preloaded plastids was stimu­
laled by the addition ofphosphate 10 the lranspOrl assay (nol 
shown). 

Fig. 6 shows the PPilP Pi exchange inhibilion by increas­
ing exlernal L-malale concentrations in plastids preloaded 
with non-radiolabelled PPi 10mM. The fac! ¡hat L-malate 
compeled wilh PPi and vice versa indicales mUlually exclu­
sive binding and is consistent with a common binding site 
for both substrates. According!y, Ihis inhibition presented an 
Iso value of 3.4 ± 0.9 fJ..M. which is close o the KM for Ihe 
L-malate/L-malate exchange (Table 2). 

Finally, we decided to test if the exchanges PPilPPi and 
PPi/L-malate were al so inhibited by n-butylmalonate. \Ve 
found ¡he PPi/PPi exchange was inhibited by n-butylmalona!e 
wlth an Iso of 10.4 ± 4.4 fJ.. M (Fig. 7), wh ile ¡he inhibition 
by n-bulylmalonate of PPi/ l-malale exchange showed an 
Iso of 3.5 ± 0 .3 f.l M (Fig. 7). 

4. Discussion 

\Ve havc found Ihat there is a dicarboxylale transloca­
lor syslcm (DT) in isolaled plastids from developing maize 
cmbryos conformed by onc carrier or by a coup1cd-carrier 
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Fig. 7. Fr:lclional inhibition ef PPilPPi and PPilt·maJalc e)(changc by 
,,·bulylmalenale. Plaslids were preJoaded wilh !OmM PPi (e ) or 10m1\! 
t·malale (. ) and Ihe ¡Jlp)_pyrophosphale uplakc was measures at 180 ¡.o.M 
¡llp)_PPi (0.6¡¡.CilnmQI) and increasing ceneenlr:llions of ,,·bulylmalonate 
The lines are the resuh ef non-l incar rrgression fjlS ID F.q. (3) with 
/50 \-alucs of 5.6 ± 0.7¡¡.M, for Ihe PPiIPPi. and of 3.5 ± 0.3 flM for 
the PPift-mala!e. JI represenlS Ihe {Hp).PPi uplake rale in caeh poin!, 
while Ju is Ihe ¡llp)_PPi uptake mil' wilholll II-bulylmalonale. The dala 
rcpresen! the mCan ± S.O. of Iwo independenl e~perimen\s perfonned 
en twe separa!e prcparalions cach (the four readings "·ere considcred 
independenl est;malcS). .. 

system able to exchange L-malate or malonate for sucei­
nate, oxa loaeetate, aspanate, glutamate, or even citrate and, 
surprisingly, pyrophosphate with different affinities. Sueei· 
nate and oxalOacetale \Vere Ihe best substrates for uptake in 
plastids preloaded with [14C]_L·malate. Estimated affinities 
were IO-fold higher than those found in DT from spinach 
leaves [9), and the maize plastidial DT sho\Ved a broader 
specificity. It accepted malonate and citrate, and \Vas sen­
sitive to inhibition by n-butylmalonate, in contraSI wilh the 
spinaeh chloroplast dicarboxylate lransporter, whieh is in­
sensitive 10 II-butylmalonate and does not transport malonate 
or cítrate [17]. Ifthe differences reported here reflect dif­
ferent melabolie needs belween plaslids and ehloroplasts, or 
between species, remains an open queslion. 

The translocalor in developing maize embryos was unable 
lO exchange L-m::llate for phosphate, as found by Eastmond 
et al. [8J in leueoplasts from developing castor endospenn. 
Based on the data reported by ~¡'nith el al. [16] who found 
L-malale IS the beller substrate for fatly aeid synthesis than 
pyruvate or acelate, Eastmond et al. proposed L-malate as 
Ihe major souree of carbon for lipid synthesis in developing 
Castor bean seeds. The proposal could be extended 10 malze 
embryos if Ihe exchange of L-malate by pyrophosphale is 
considercd, yet ifthis was the case, one would expcet to find 
differences in the regulatiol1 of Ihe processes involved be­
t\Veen the two specíes. To complieate the piclure, L-malate, 
2-oxoglutarate and oxaloacetate could be amino acid synthe­
sis precursors involved in ammonia nssimi lation [25]. Thus, 
the relevanec of L-malnte as carbon donor for the plastid is 
still unclear. 

One important IInding reportcd herc is the L-malate/pyro­
phosphalc exchange by Ihcse plastids. Our data are con­
sistent with Ihe exislenee of one or two carriers wilh very 
similar kinetie characteristics responsiblc for the L-malatel 
malonate and PPi/L-malale exehanges. 

First, increasing concenlralions of external unlabelled py­
rophosphate inhibited Ihe [14C]-L-malonatc uptake (Fig. 4(3) 
and increasing concentrations of unlabelled L-malate inhib­
ited Ihe [32 p]_PPi uptake (Fig. 6). Second, the exchanges 
[14C]-L.malateIPPi (Fig. 4A), [14 C)-L·malatelmalonate 
(Fig. 3), [32 p]_PPiIPPi, and [32 p]-PPi/L_malate (Fig. 7) 
were all inhibited by n-butylmalonate. The /50 for 
II-butylmalonate found here \Vas of the same order of magni­
lude, in agreement with the binding of n-butylmalonate to a 
common site. In facl, ift he /50 estimates for n-butylmalonate 
are correeted \Vith the respective KM values and assum­
ing compelitive inhibition [24]. the estimaled K¡ values 
would fall within 3- 15 p..M, aguin, in agreemenl with ¡he 
Kl found directly for Ihe n-bulylmalonate inhibilion of the 
L-malate/malonate exchange (Fig. 3). In addilion, the values 
of /50 for the L-malale inhibition of the PPiIPPi exchunge 
(Fig. 7) was close to the respective KM for L-malale, which 
is consistent with the aboye proposa!. Unfortunately, ¡he 
results presented here can not ans\Ver if one carrier or a 
system of two or more carriers are involved Ihe DT and the 
PPi/diearboxylale exchange in non-green plaslids. In faet , 
the low IsO values found for pyrophosphate inhibition of 
malonate/L-malate exchange could be explained in terms of 
a two coupled-carriers system. This remains an open ques­
lion, deserving further research, and, most likely, a different 
experimenta l approach. In any case, valuable infonnation 
regarding Ihe properties of Ihe DT system in intaet plastids 
is presenled here. 

Lunn and Douce [26J found a pyrophosphate transporter 
in spinach chloroplasts, however, they did nOI identify any 
metabolite being exehanged \Vith pyrophosphale. This lasl 
transporter and the DT we report here are similar in affin­
ily for PPi and flux rate [26], though it is feasible thal the 
DT was also responsible for the pyrophosphate transport in 
spinach chloroplasls, funher resea rch would be required to 
lest this possibilily. 

Pyrophosphate is an important metabolite in plaslids reg­
ulating slarch synthesis in chloroplasls [27] but there is an 
active pyrophosphatase in the plastid slroma [28]. In addi­
lion, Pi is the cou nter ion ofPPT, TPT, HPT and XPT. Thus. 
Ihrough Ihe dicarboxylatelPPi exehange, DT not only eould 
participate in Ihe balance of carboxylic aeids and reducing 
power between the stroma and the eytosol, bul also may 
affecI Ihe phosphorus contenl via PPi import or exporl. In 
fact, PPi Iransport can help lO compcnsate for the imbalance 
in phosphale eaused by Ihe adenine nuc1eotide transloclltor 
(26]. To Ihis respect, reports ofnet uptake ofphosphate into 
plastids are inconc1usive. While Versaw and Harrison [29] 
report a phosphate transporter in Arabidospsis chloroplasts, 
Fuks and Homblé [30], found Ihat spinach chloroplasts were 
impermeable lo phosphate and sulfate anions. The reason 
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for thi 5 could be dile 10 differences in Ihe experimental ap­
proaeh employed by Ihese aUlhors, bul c1early addilional 
experimenlal work on Ihe mauer i5 slill required. 

In conc1usion, in Ihis paper we repor! Ihe exislence ofa DT 
aClivily in devc10ping maize embryos with similar, though 
not idenlical, characlcristics 10 Ihe 2-oxoglularalc transloca­
lor and dicarboxylale Irallslocator in spinach chloroplasts, 
The function cou ld be 10 mediate and regulate Ihc carboxylic 
acid and reduc ing powcr balance, bUI may also conlribule 10 
Ihe mainlenance oflhe phosphoruslcarbon balance between 
plastid slroma and cytoso1. 
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