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PEPcasa__ Acldo fosfoenolpirivico carboxilasa.
Pi Ortofosfato inorganico.

3.-PGA ___ Acido 3- fosfoglicérico.
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ppm Partes por millén
rpm Revoluciones por minuto.

RUBISCO _ Ribulosa bifosfato carboxilasa - oxigenasa.
RuBP Ribulosa - 1,5 - bifosfato.
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A. RESUMEN.

El objetivo principal de este trabajo consistié en establecer un cultivo de callos de
maiz ( Zea mays L . ) de las variedades VS-22 y Tuxpefio que enverdeciera
homogéneamente ( entendiendose por enverdecimiento, la sintesis de clorofila;
proceso que ocurre dentro del cloroplasto ) y adquiriera caracter fotomixotréfico.
Investigaciones realizadas han demostrado que el tipo y concentracién ‘de
azucares juega un papel importante en la formacién del cloroplasto, contenide de
clorofila y en general de! proceso fotosintético. Por estas razones en este trabajo
se usaron distintas fuentes de carbono a diferentes porcentajes, pero a iguales
concentraciones equimolares ( igual molaridad, aunque sus porcentajes sean
diferentes ) y con un suministro adicional de una atmdsfera rica en COz2 al 3%. El
modelo que se siguit fue el de " capa delgada " sistema que consistié en una
distribucién de tejido calloso geométricamente homogéneo sobre la superficie

del medio de cultivo .

El andlisis bioguimico y de microscopia electrénica que se realiz6 consistié en
la evaluacién del contenido de clorofilas totales, proporcién entre las
clorofilas a / b, desarrolio uitraestructural del cloroplasto durante el proceso
de enverdecimiento, presencia y actividad enzimédtica de la proteina
Rubisco ( Ribulosa bifosfato carboxilasa-oxigenasa ), a los 14 dias de

fotoperlodo 18 horas luz / 8 horas obscuridad.

Los resultados mostraron que la fuente de carbono que mejor contribuyé mas

significativamente al enverdecimiento celular de los cultivos fue el almidén,

logrando un mejor desarrollo del proceso de la biogénesis del cloroplasto. Siendo
1



la composicién final del medio BAP 0.1ppm, cinetina 0.1ppm y almidén 1%,

ademds del suministro de CO:z al 3%.

El sistema de cultivo ™ en capa *, constituyé un modelo adecuado para promover
ol enverdecimiento homogéneo y estudiar la biogénesis de cloroplastos en callos
de malz; con dicho modelo se logré un buen desarrolio de cloroplastos desde sus
fases iniclales hasta su estado maduro. Asi mismo, se detecté la presencia y
actividad enzimética de Rublisco aunque ésta ultima fue muy baja. Se anallzaron

las posibles causas de este fenémeno.



B. ANTECEDENTES,

B.1. Importancia y funcién de la fotosintesis .

La fotoslntesis es el proceso por el cual la biésfera capta la energia radiante
necesaria para la vida. La energla solar que recibe la tierra es del orden de 3
x1024 julios { J ) por afio. La biésfera capta, mediante la fotosintesis, solo la
milésima parte de esa energla o sea unos 3 x102' J por afio. La fotosintesis
permite a los organismos fotosintéticos captar la energia solar y transformarla en
energla quimica la cual es utilizada para fijar biéxido de carbono (CO2) de la
atmésfera para sintetizar sustancias  hidrocarbonadas, particularmente

azdcares ( Hatch etal . ,1981).

Este proceso est4 acompafiado por la produccion de oxigeno. Priestley descubrié
hace mas de 200 aflos { 1772 ) la propiedad de la fotosintesis de generar
oxigeno al observar que las plantas verdes eran capaces de restaurar el alre "
consumido " por una vela ardiendo. Sus experimentos llamaron la atencién del
holandés Jan Ingenhousz quien, afios mas tards, realizd experimentos que lo
levaron a descubrir la funcién indispensable que la luz desempefia en la
fotosintesls. Poco después ofro investigador, Jean Senebier, descubrié en
Ginebra que el CO2 generado por los animales estimula la generacion de
oxigeno por las plaintas y la luz. Nicolds de Saussure determint en 1804 que las
plantas iluminadas ganaban peso al absorber agua durante el intercambio de

COzpor oxigeno { Stumpfetal., 1980).



Finaimente, otro producto de las reacciones fotosintéticas fue revelado por Julius
Sachs en 1864, cuando observé la formacion de granos de almidén en
cloroplastos iluminados, asi se pudo postular que los cloroplastos eran
responsables de la fotosintesis. Esta funcion de los cloroplastos fue
elegantemente demostrada por Engelmann en 1894, al observar en su
microscopio la atraccién de bacterias mdviles hacia los cloroplastos de un alga

Spirogyra por el oxigeno que generaban con la ituminacion ( Barber, 1976 ).

En 1830 Robert Hill observé la fotdlisis del agua por cloroplastos en ausencia de
CO0s2. La aplicacién de los radioisotopos en la década del los 40 v, en especial, la
disponibilidad de '4C permitié seguir la ruta del COzen Ia fotosintesis desde su
fijacién hasta la blosintesis de carbohidratos, resumida por Melvin Calvin y otros
Investigadores que han estudiado la fotosintesis ( Gibbs et al . , 1979 ). Los
logros en fotosintesis han aumentado en grado tal que es imposible mencionar

todos ellos.

L.os organismos no fotosintéticos dependen para subsistir de los fotosintéticos,
que mediante sustanclas organicas les sirven de alimento y, por o tanto, de
fuente de energla. Las células obtienen la energla necesaria para sus procesos
vitales al oxidar esas sustancias organicas durante la respiracién celular. Este
proceso es inverso de Ia fotosintesis ( Hatch et al ., 1881 ). La energla libre da la
respiracion celular es utilizada en 1a sintesis de adenosina-trifosfato (ATP). El
CO:2 puede volver a ser fijado por la fotosintesis, estimandose que el total fijado
anualmente es de 200.000 millones de toneladas de carbono. Solamente la
décima parte es fijada por las plantas terrestres; el resto lo fijan las algas y otros

microorganismos fotosintéticos ( Hatch etal ., 1981 ).



En el contexto alimenticio {a fotosintesis juega un papel importante ya que este
proceso incide directamente en la productividad de las plantas. La relacién de
energla solar con respecto al rendimiento medio de [a fotosintesis en biomasa es
aproximadamente de 1%, esto varfa dependiendo del tipo de planta { Kirk et al . ,
1978 ). La eficiencia de una planta medida en términos de la fotosintesis total, es
la produccién de biomasa, menos cualquier tipo de respiracién que haya tenido
lugar durante el crecimiento, Se sabe que entre el 90 y 95 por ciento de la
materia obtenida de un cultivo deriva del CO2 atmosférico, asimilado durante la
fotosintesis, y solo entre 5 y 10 por clento corresponde a minerales tomados del
suelo y al nitrdgeno captado por microorganismos capaces de sintetizarlo y

proveérselo ala planta ( Kirk etal.,1978 ),

El hombre depende de la fotosintesis no sélo para obtener su alimento, sino que
un porcentaje considerable de la energla que uliliza estd constituido por
combustibles fdsiles como: gas, petrdleo y carbén, éuyo origen ha sido
fotosintético ( Kirk et al.,1978 ). Por lo anterior se comprende fa Importancia de
la fotosIntesis, como un mecanismo que influye directamente en el proceso de la

vida.
B.1.1. Fases del proceso fotosintético.

El proceso fotosintético estd dividido en dos grandes etapas o fases
conocidas como reacciones luminosas ( fotoquimicas ) yreacciones obscuras
( quimicas ) de la fotosintesis. En las reacciones dependientes de la luz, que
definen a la fase luminosa, ia energla electromagnética es capturadé por un
sistema especlalizado de pigmentos y ufilizada para sintetizar ATP y
NADPH (Rao etal ., 1981).



En las reacciones de la fase obscura el ATP y el NADPH formados en la fase
luminosa se utilizaron como fuente quimica de energla y poder reductor
respectivamente para convertir el COz2 en carbohidratos. Estas reacciones
comienzan en el estroma del cloroplasto y contintan en el citoplasma de la
célula, denomindndose reacciones obscuras porque, si bien utilizan los productos

de la fase lJuminosa, no requieren directamente luz ( Trebs, etal ., 1977 ).
B.2, Aparato fotosintético,

La capacidad de las planfas de utilizar energla solar para efectuar su
metabolismo es posible gracias a la existencia del aparato fotosintético, el cual
est4 unido a la membrana tilacoidal y consta de un sistema complejo: proteina -
clorofilaa/ b, captador de luz { LHCP) y un sistema transductorde energla
formado por la cadena transportadora de electrones acoplado al complejo
HtATPasa sintetasa (CF1-CFo). La transferencia da energla quimica, se
realiza por medio de la enzima ribulosa bifosfato carboxilasa ( RUBISCO),
enzima capaz de acoplar el sistema energético a la fijacién neta del CO:
atmésferico y transformarlo en componentes organicos vitales para la
planta ( Passingham,1980 ). El aparato fotosintético contiene pues, los
componentes que absorben la luz y que catalizan la energla de las
moléculas de los pigmentos excitados a una serie de reacciones quimicas
y enzimaticas ( Passingham,19880 ). Engleman demostré que las clorofilas
son los pigmentos responsables de la absorcion luminica en la fotosintesls,
dentro de los cloroplastos ( Rao etal ., 1981 ).



B.2.1.Estructura del cloroplasto.

En las células eucariontes el proceso fotosintético se encuentra localizado en un
organelo subcelular membranoso que es caracteristico de las células vegetales:
los cloroplastos ( figura 1 ). Tanto !a forma que adopta este organulo, como el
tamario y el nimero de ellos por célula, varia de una especie vegetal a otra ( Rao
gtal., 1981).

Los cloroplastos estédn separados del citoplasma por una envoltura continua
constituida por una doble membrana: la membrana externa, que es muy
permeable, y la membrana interna, cuya permeabilidad es selectiva y dentro de
la cual se encuentran clertas proteinas transportadoras. Entre los
transportadores el mas importante es el translocador de fosfato, que constituye
casl un 20% de las proteinas de la membrana interna y que participa en el
transporte activo de las triosas fosfato. Se han descrito asimismo sistemas para
el transporte activo de glucosa, piruvato, aminodcldos dicarboxilicos y un
intercambio de ADP-ATP. Esta membrana participa, ademds, en el pfoceso de
importaciébn de protelnas cloroplasticas  codificadas por el 4cido
desoxirribonucleico ( DNA nuclear } y posee una ATPasa dependiente de Mg?*

cuya funcién fisiolégica no se conoce alin (Miyahietal . , 1977).

La membrana interna rodea a un gran espacio central lamado estroma que
contiene numerosos sistemas enziméticos, donde tiene lugar la fijacién de
bléxido de carbono (CO2). En dicho espacio funciona un sistema genético
completo diferente del nuclear que se encarga de la sintesis de ur.ms cien

polipéptidos cloroplésticos ( Miyahietal ., 1977 ).
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Figura 1. Micrografia electronica de un cloroplasto con grana de una hoja de

Nicotiana tabacum ( tabaco ). Tomado de Esat, 1965,



.
En el interior de los cloroplastos se observa un tercer tipo de estructuras
membranosas dispuestas en forma de sacos aplanados o discos llamados
tilacoides. Los tilacoides se apllan y constituyen estructuras mayores
denominadas granas. El espacio interior o lumen de cada tilacoide se conecta a
veces con el lumen de ofros tilacoides, forméndose de este modd un tercer
compartimiento interno o espacio intratilacoidal, que estd separado del estroma

por la llamada membrana tilacoidal.

En los tilacoides tienen lugar las reacciones de la fase luminosa de la
fotosintesis ( Hatch et al ., 1981 ). En estas membranas la relacion proteina-
lipido es elevada; abundan los lipidos neutros, en especial galactolipidos y se
encuentran los pigmentos que captan la energfa solar, asi como los compiejos
protelcos asociados a la clorofila en los centros de reaccion, los
componentes de la cadena transportadora de electrones que particlpan en
la obtencién de NADPH y los del complejo ATPasa capaz de catalizar la
formacion de ATP a partir de ADP ( adenosina - difosfato ) y Pj{ Artzent et al.
,1975).

Las plantas C4 muestran un claro dimorfismo entre los cloroplastos de la vaina
"vascular y los del mesofilo ( figura 2 ). Por lo general los cloroplastos del
maeséfilc no contienen grénulos de almidén sino grana bien desarrollada vy
presentan una caracteristica estructura vesiculosa por. debajo de la
membrana exterior, que se denomina reticulo periférico. Los cloroplastos de
la vaina vascular se hallan tipicamente repletos de almidén y pueden
presentar un desarrollo de grana variable ( Laetsch, 1871 ). Se ha en;:on!rado
que los cloroplastos carentes de grana se originan por degeneracién de los
grana en el curso del desarrollo del cloroplasto, como ocurre en la cafia de

azlcar (Laetschy Price, 1968 ).



Figura 2. Micrografia electronica de cloroplastos de fa hoja del maiz (Zea mays ) que
muestra porciones de una célula del meséfilo{ izquierda ) y una célula de ia vaina del
haz vascular { derecha ). El cloroplasto del meséfilo posee muchos grana mientras que
los cloroplastes de la valna carecen de ellos. Tomada de Hall, 1982,

10



B.2.2. Estructura de la clorofila

En el proceso fotosintético participan tres tipos de pigmentos distintos: clorofilas,
carotenoides y ficobilinas. La funcién de estos pigmentos consiste en
proporcionar a los organismos fotosintéticos un sistema eficiente para la
absorcién de energla electromagnética. En las plantas superiores la clorofila es
de dos tipos: clorofila a y clorofila b ( figura 3 ). La clorofila es un complejo
magnesio-porfirinico compuesto por un anillo ciclo pentanona (V) { Barber,1876 ).
Los cuatro dtomos de nitrogéno de los anillos pirrélicos estdn coordinados con
un 4tomo de magnesio formando un complejo planar constituido per el alcohol
fitol, que se encuentra esterificado a un residuo de propionato, sustituyente de
uno de los anillos pirrdlicos (IV). Este alcohol de cadena larga, compuesto de
cuatro unidades de isopreno, confiere a la molécula de clorofila la caracteristica
de ser altamente hidrofébica. La clorofilab difiere de la cloroflaa ( figura3 ) en
que contiene como sustituyente un grupo formilo{-CHO} en vez de metilo (-CHa)
en el anillo pirrdlico Il { Barber,1876 ).

La gran eficiencia de las clorofilas como receptores de luz se correlaciona con fa
presencia alternante de enlaces simples y dobles en su estructura. Las clorofilas
presentan maximos de absorcion én la regién visible del espectro, pero difieren
en sus espectros de absorcién. Por ejemplo, ta luz de 460nm no es
apreciablemente absorbida por 1a clorofilaa mientras que si puede ser captada
por la clorofila b, completandosé de este modo la absorcién de la luz incidente.
En la regién del espectro comprendida entre 500 y 600nm la absorcién de luz por

las clorofilas es muy débil ( Barber, 1876 ).

1



CADENA FITOLITICA
CHy

!
HaC~—CH
{ CLOROFILAS
Ty
!
CH,

. %"’ CLOROFILAL /
u.c—:!:u u,cmiu T @

i N N
b, ~< N ,,\c_m.m,
CHy N /

e Mg C—H
CHy \ o ., C/
{ C\N' Sy—"
CHs N / \ \
lﬁ DALY w, c—a,
| HiC >c e \c V4 \c/
" TN
HyC——CHy €
. Ny
E-—O— HyCm0Q
HiC-—0: ~ 1C0 c\o

Figura 3. Estructura de las clorofilas a yb. La agrupacién de los grupos -C=0 unidos al
aniilo de porfirina dejan esa region hidrofilica; la cadena de fitol es fuertemente
hidrofébica. Nétese el sistema de entaces sencilios y dobles alternados que rodean al
anilio de porfirina, Los electrones extras implicados en los entaces no estdn restringidos
a las posiciones en que se muestran, sino que se encusntran migrando alredador del
sistema. Esta propledad es la que hace que el compussto absorba muy eficlentemente
la energia luminosa. Tomada de Barber, 1976.



La clorofila a purificada disuelta en acetona presenta un maximo de absorcion a
663 nm; sin embargo, en células enteras, exhibe diferentes méximos de
absorcién (860, 670, 680, 685, 690, y 700-720 nm ). Estos mé&ximos no indican
la existencia de distintas moléculas de clorofilaa, sino reflejan diferentes estados
de agregacion de las moléculas de clorofilaa o la unién de esta molécula a
proteinas especlficas ( Trebs et al . , 1977 ). A pesar de que las clorofilas son
cuantitativamente las moléculas fotorreceptoras que predominan en las plantas,
oxisten también pigmentos accesorios que presentan maximos de absorcién a
longitud de onda distintas de las clorofilas y que actlan como moléculas
receptoras de luz suplementarias en regiones del espectro en que las clorofias
no tlene absorcién, aumentando asi la eficiencia con que las células

fotosintéticas captan la luz ( Trebs et al . , 1877 ).
B.2.2.1, Pigmentos fotosintéticos: fotosistemas.

A los pigmentos fotosintéticos les corresponde la funcién de captar la energla
electromagnética y transferirla eficientemente hacla el centro o los centros donde
ocurre |a reaccién fotoquimica primaria, Para cumplir esta funcién las moléculas
fotorreceptoras forman agregados multimoleculares compuestos por cientos de
moléculas que se mantienan firmemente asoclados a la membrana tilacoidal por
la accién de clertas proteinas especiales ( Stumpf et al . , 1980 ). En estos
agregados multimoleculares o unidades fotosintéticas denominados fotosistemas
las proteinas especiales alteran a las moléculas fotorreceptoras de forma tal
que la energia luminosa puede ser captada con Igual eficiencia por cualquiera
de ellas, para ser luego conducida hacia una molécula especial de clorofila

llamada "clorofila centro de reaccién", Cada fotosistema actta, pues, como un



embudo que recoge la energla luminosa y la conduce hacia un centro de

reaccion (Stumpfetal., 1980).

En las plantas superiores se distinguen dos tipos de fotosistemas: el Fly el Fil.
El primero estd compuesto por unas 250 a 300 moléculas de clorofila a , una
reducida proporcién de clorofila b y carotenoides. Asociados al FI se encuentra
una molécula de un pigmento fotooxidable especializado, denominadoPres, que
constituye el centro de reaccién de este fotosistema ( Rao et al . , 19813, El FlI
contiene clorofila a, una proporcién relativamente elevada de clorofila b y
xantofilas. El centro de reaccion de este fotosistema es un pigmento fotooxidable
llamado Pewo. La energla luminica que puede ser absorbida por una molécula
aislada de clorofila en disolucidn se libera répidamente como luz ( fluorescencia )

y calor al retornar la molécula a su nivel energético inicial ( Trebs etal ., 1877 ).

En cambio, en un fotosistema la molécula de clorofila centro de reaccion se
asocia en alto grado a un dador y a un aceptor de electrones, el electrén excitado
en el centro de reacci6n es transferido al aceptor de electrones dejando un hueco
cargado positivamente con alta afinidad por los electrones. Este hueco es
rapidamente ocupado por un electrén proveniente del dador de electrones { Rao
etal., 1881 ). De este modo, la organizacién en fotosistemas permite que la luz
haga posible la transferencla neta de un electrén a partir de un donador déblil de
electrones hacla una molécula que se convierte, como resultado ds esa
transferencia, en un donador fuerte de electrones. Es decir, la energla de
excitacién que se liberaria rapidamente como fluorescencia y calor en una
molécula aislada de clorofila es utilizada por los fotosistemas para efevar la
energia de un electrén y formar un donador fuerte de electrones ( Trebs et
al., 1977).



La funcién del Fli, presente en algas y plantas verdes, es la de generar poder
oxidante como prerrequisito para producir oxigeno a partir de agua. Las bacterias
fotosintéticas, no emplean el agua como reductor y en las cuales no se produce
oxlgeno como consecuencia del proceso fotosintético carecen del Fil y

contienen exclusivamente el Fl ( Trebs etal ., 1977 ).
B.2.2,2. Cadena transportadora de electrones.

El transporte fotosintético de electrones en organismos cuyo proceso
fotosintético involucra el desprendimiento de oxigeno, es aquel que incluye dos
reacciones fotoquimicas que actian cooperativamente en serle. El Fil genera en
la luz un reductor débil y un oxidante fuerte capaz de reaccicnar con agua para
generar oxigeno. Simultaneamente, el Fi produce en [a luz un oxidante débil y un
reductor fuerte que puede reducir al NADP*. Los electrones tomados del agua
por el Fll son conducidos hacia el Fl mediante reacciones de oxidorreduccién
que tienen lugar entre los dadores y aceptadores de electrones localizados
asimétricaments en la membrana tilacoidal que constituye la cadena fotosintética

de transporte de electrones ( Trebs etal ., 1977 ).

El transporte de electrones entre el reductor débil generado por elFll y el
oxidante débill producldo por el Fl es un proceso independiente de la tuz. El
fransporte de electrones desde el agua, que hace las veces de reductor, hasta el
NADP*, que actua como oxidante, es unidireccional, por lo que se le denomina
transporte de electrones “ lineal " ( Trebs et al . , 1677 ). El flujo de electrones se
inicla con la absorcién de un cuanto ds luz, por uno de los fotosistemas. De este
modo, la absorcién de un cuanto por el Fll resulta en la eliminacién de un
electrén del agua y en la reduccién del aceptador primarioXsz. Los electrones

del compuesto X0 reducido son transportados, entonces, mediante una serie de
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reacciones de oxidorreduccién al pigmento Pro. La absorcion de un segundo
cuanto de fuz por el Fl resulta en la oxidacién delPrw y en la reduccién del Paso,
denominado aceptor primario de electrones del Fl. finaimente, el Puo reducido
reduce al NADP* ( Trebs et al . , 1977 ). La energla liberada a lo largo de la
cadena transporiadora de electranes es utilizada para bombear protones hacia el
interior de los tilacoides, creando un gradiente electroguimico que, luego, impulsa
la sintesis de ATP a partir de ADP( adenosin difosfato ) y fosfato por la accién
enzimatica de un complejo ATPésico ( Trebs et al ., 1977 ).

B.2.3. Estructura de RUBISCO.

La ribulosa bifosfato carboxilasa - oxigenasa (RUBISCO ) comprende més del
50 % de la protelna del estroma de los cloroplastos, es una proteina de elevado
peso molecular ( 560.000 Daltons ) que adopta la forma de un agregado
molecular de dos tipos distintos de subunidades: grandes ( 51. 000 a 58.000 ) y
pequefas ( 12,000 a 18.000 ). Las subunidades grandes son cataliticas y las

pequefias posiblemente son reguladoras ( Ellis, 1978 ).

Las primeras son codificadas por DNA de los cloroplastos y su composicion y
secuencia de aminoacidos son muy similares en algunas subunidades aisladas
de enzimas provenientes de diversas especies; en cambio, las segundas son
codificadas por el DNA nuclear y difieren en alto grado en su composicién de
aminoicidos con subunidades provenientes de enzimas de distintos
origenes ( Ellis, 1979 ). La enzima de plantas superiores est4 formada por 16
subunidades : ocho grandes y ocho pequefias. La molécula esta estructirada en
dos capas ( Figura 4 ), cada una de las cuales contiene cuatro subunidades

. grandes y cuatro pequefias ( Eliis, 1978 ).
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La ribulosa bifosfato carboxilasa es una enzima sometida a efectos regulatorios
de naturaleza alostérica, siendo activada, en diferentes condiciones
experimentales por los siguientes efecteres: NADPH, 6-fosfogluconato, fructosa-
1,6-difosfato, MgCl2 y COa. En general la actividad requiere preincubacion de la

enzima con los efectores ( Ellis, 1979 ).

Subunidad grande.

Subunidad chica.

Figura 4, Estructura de la Rubisco. Tomada de Lawlor,1990.

La cinéticade la activacién de la enzima por COzy Mg* depende del tiempo
y del orden de adicién de estos compuestos; esto se debe no solo a los
efectos activadores del CO2 y de Mgz’ sino también al efecto inactivador que
elerce la ribulosa-1,5-bifosfato ( RuBP ), ademéas de su funcién como sustrato
{Kumaretal., 1988 ). Andlisis cinéticos indican que la enzima es activada por la
unién del COz en un proceso lentq y reversible, seguido de una répida reaccién
con Mg?, El grado de activacion es funcién fanto de la concentracién del CO2
como del Mgy el grado maximo de activacién a concentraciones fijas de CO2 y
Mg?* influye en gran medida el pH. Cuando la enzima se incuba primero con
ribulosa-1,5-bifosfato y luego la reaccion se Inicia con la adicion de Mgz.' y CO2,
se observa una apreciable demora en la formacién del producto ( Kumar et al .
, 1088).



B.3. Fijacién del COz2via C3.

La tnlca ruta metabdlica que poseen las plantas C3 para [a fijacién de COz2que
conduce a la incorporacién del carbono en hexosas, es el ciclo reductivo de las
pentosas fosfato, as/ denominado porque durante el proceso, el CO2 se reduce
hasta el nivel de carbohidratos y porque varios de los intermediarios que en él
participan son pentosas fosforiladas. Esta secuencia clclica de as reacciones se

‘denomina también " Ciclo de Calvin y Benson " ( Edwards y Walker,1983).

Este ciclo comprende muchas etapas similares a reacciones de la via glucolitica
y del ciclo oxidativo de las pentosas y al estudiarlo puede considerarse que esta
compuesto por tres fases: carboxilacién, reduccion y regeneracién. En la primera
se incorpora CO2 a un aceptador preexistente y se forma un dcido carboxilico
que, luego, se reduce en la segunda fase; finalmente, parte del producto recién
formado se utiliza inmediatamente para regenerar el aceptor del CO2, Todo esto
exige Inevitablemente una complicada secuencia de reacciones, sobre todo si
se considera que hay 12 reacciones en &l cicloy que deben ocurrir seis
veces para que se sintetice una molécula de hexosa ( Edwards y
Walker,1983). '

El primer producto que resulta de 1a asimilacion del COzen este ciclo es el
fosfoglicerato, compuesto constituldo por tres atomos de carbono. Muchas
especies vegetales, principalmente las que crecen en climas templados como:
trigo, tomate, espinaca, etc; dependen tnicamente del ciclo de Calvin y por ello

se denominan plantas C3 ( Edwards y Walker,1983).



B.4, FiJacién del COz via C4,

Todas las plantas poseen el ciclo deCalvin y Benson como via metabdlica para
la asimilar el CO2. Otras plantas de zonas tropicales y semitropicales como el
malz, y a cafla de azticar ( entre ofras ) poseen una ruta auxiliar para asimilar el
€Oz, conocida como Hatch y Slack ( via €4 ), en el que el producto primario de
la carboxilacién es un compuesto de cuatro carbonos, estas plantas son
conocidas como C4 ( Edwars y Walker, 1983).

En las plantas C4 el CO: se fija ( Figura 5 ) en tres pasos principales los cuales
ocurren en dos tipos de células, y en mas de un compartimiento celular. El CO2
se flla primero en el citoplasma del meséfilo mediante la accion de la
fosfoenolpiruvato ( PEP ) carboxilasa, que cataliza la carboxilacién de!
fosfoenolpiruvato a oxalacetato ( OAA ). Luego, este compussto de cuatro
carbonos es transformado y fransportado a las células de la vaina vascular;
unavez alll, y debido a la acclén enzimética de unadelas tres especies C4
( figura 6 ) se descarboxila. Posteriormente, el malato o aspartato formado es
filado por el ciclo de Calvin en e! cloroplasto de las células de la vaina
vascular ( Edwards y Huber, 1981).

B.5. Tipos de planitas con fotosintesis Cd4

En diversas aspecies de plantas con fotosintesis C4 se han observado
diferentes enzimas que catalizan la degradacibn del malato o aspartato
provenientes de las células mesofilicas. Por esté motivo, existen tres grupds
basados en los distintos mecanismos de descarboxilactén ( Figura 6 ) que actian

sobre fos acidos de 4 carbonos ( Hatch, et al ., 1877 ).
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Flgura 5. Esquema de la fijacién de CO2 en las plantas C4. El CO2 que difunde por las
hojas através de los estomas entra al citoplasma de las células del mes6filo y alll
reacciona con el fosfoenclpiruvato (PEP) y forma oxaloacetato en presencia del enzima
PEPcarboxilasa. Ef oxaloacetato es reducido posteriormente por el NADPH2, que se ha
formado por lag reacciones luminosas normales, a malato. El malato es transportado
luege a las células de la vaina parenquimética, donde es descarboxilado a piruvato y
COz; e} COz2 liberado de este modo se usa en la produccién de azucar y almidén a
fravés del ciclo C3 de Calvin. E! malato puede actuar también como un constituyente def
clclo de Krebs o puede ser aminado a aspartato. { Edwards y Huber,1981 ).
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a ) Enzima mélica NADP* def)andlente { tipo ME-NADP*):

En los cloroplastos de las células de la vaina vascular de las plantas C4 del tipo
ME-NADP* el malato se descarboxita a piruvato. Ei CO2 ingresa en el ciclo de
Calvin y Benson , que también utiliza el NADP y el piruvato retorna a las células
mesofilicas ( figura 6 ), Dentro de esté tipo de plantas se encuentran, entre ofras
especies: Zea mays ( maiz ), Sorghum bicolor ( sorgo ), Saccharum
officinarum ( arce ) y Digitaria sanguinalls ( pasto ), las cuales destacan por su
importancia agrfcola ( Hatch, et al ., 1977 ).

b) Enzima fosfoenoipiruvato carboxilasa ( tipo PEP-CK ):

En las plantas C4 tipo PEP-CK, el aspartato proveniente de las células
mesofilicas, es primero convertido en oxaloacetato en el citoplasma de las
células de la vaina vascular y luego descarboxilado en los cloroplastos de estas
células por la accion de la fosfoenolpiruvato carboxilasa, EI CO:z se fija en el
ciclo de Calvin, mientras que el PEP se convierte primero en piruvato y luego en

alanina que retorna a las células mesofilicas ( Hatch, etal ., 1977 ).
¢) Enzima malica NAD*dependiente, ( tipo ME-NAD*):

En las plantas C4 tipo ME-NAD* el aspartato proveniente de la células
mesofilicas experimenta una transaminacién a oxalacetato en las mitacondrias
de las células de la vaina vascular y el oxalacetato se reduce a malato que, a su

vez, se descarboxila por la enzima malica NAD*,

.

En las tres variantes de la fotosintesis C4 aumenta la concentracién de CO2
en las células de la vaina del haz vascular. En las plantas con fotosintesis C4

sus enzimas fotosintéticas presentan una neta compartamentalizacién espacial
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(Figura 8). Por ejemplo, las células mesofilicas contiene toda la fosfoenolpiruvato
carboxilasa, la malato deshidrogenasa NADP* dependiente y la piruvato fosfato
diguinasa, mientras que las células de la vaina vascular poseen précticamente la
totalidad de la ribulosa-1,5-difosfato carboxilasa y las enzimas mdlica
dependiente de NAD*y NADP* ( Hatch etal ., 1977 ).
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Flgura 6. Reacciones fotosintéticas de fijacion de CO2 en plantas C4, en las que
colaboran células mescofilicas y de la vaina vascular. Los diagramas de 1a derecha
indican las diferentes decarboxilaciones que experimenta un écido de cuatro carbonos
an las cspecies ME-NADP*, PCK y ME-NAD*. Infervienen las sigulentes enzimas: 1,
PEPcarboxilasa; 2, malato deshidrogenasa dependiente de NADP*; 3, enzima mélica
dependiente de NADP*; 4, piruvato fosfato diquinasa, 5, aspartato amino transferasa; 6,
PEP carboxiquinasa; 7, alanina amino transferasa; 8, malato deshidrogenasa
dependiente de NAD* y 9, enzima malica dependiente de NAD*. Tomado de Hall,1982,
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B.6. Anatomia Kranz,

Una planta C4 se caracteriza por poseer una anatomia tipo Kranz ( figura7 ).
La expresién tipo Kranz se emplea para describir la anatomla de las hojas cuyos
vasos estdn rodeados por dos capas concéntricas de tejldos fotosintéticos
diferentes. La capa interna que los rodea se flama vaina vascular y la capa
externa, mesdfilo, Las plantas C3 no poseen anatomia Kranz, en ellas no existe
la capa de la vaina vascular y el meséfilo se distribuye uniformemente por toda la
hoja { Nelson y Langdale, 1989 ).

El mesdfilo de la hoja por lo general consta principalimente de clorénquima
( parénauima que lleva clorofila ). Tipicamente esta diferenciado con claridad en
una capa superior, el parénguima en empalizada, y una capa inferior, el
parénquima esponjoso, ademés, de estar atravesado por el sistema vascular
{ Laetsch, 1974 ). El parénguima en empalizada consta de una o dos filas de
células alargadas mas o menos cilindricas o prisméaticas, justamente por debajo
de la epidermis superior y perpendicularmente a ella; el parénquima esponjoso,
segun se ha observado, consta de dos células tipicamente irregulares con una
alta proporcién de espacios que generalmente contienen menos cloroplastos en

proporcitn a su tamatio que fas de Ja capa en empalizada ( Brown, 1975).

Las células de la vaina del haz son grandes y alargadas de paredes gruesas
( colenquimatosas y esclerenquimatosas ). En algunas planta ( especiainjente en
" |a especie Zea mays ) los cloroplastos de la vaina fascicular muestran un
desarrollo pobre y carente de grana con acumulacién de grantlos de almidén

como se muestra en la figura 2.
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Flgura 7. Micrografia al microscopio electrénico de barrido del tejido fotosintético de una
hoja de C4 ( coquillos, Cyperus rotundus x600 ). Nétese las conspicuas células de la
vaina del haz, los pequefios espacios aéreos y la organizacion general que caracteriza a
la anatomia tipo Kranz en las hojas C4, Tomada de Bldwell,1982.
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Los tilacoldes con grana parecen requerirse para la operacion eficaz de los dos
fotosistemas y los cloroplastos sin grana son a menudo deficientes en los Fil.
Esto significa que en los cloroplastos carentes de grana la formacién de energia
de producclén de oxigeno es muy reducida, la produccién de ATP mediante

fosforilacion por lo regular no se afecta {( Aoyagi y Bassam, 1986 ).

La presencia de cloroplastos sin grana en la vaina fascicular se correlaciona
con [a presencia de un tipo de enzima NADP-mdlica del ciclo C4, en la cual la
descarboxilacién del malato conduce a la formacion NADPH por cada COz2.Por
lo tanto se necesitan; cloroplastos de la vaina fascicular para produccir sélo la
mitad de la cantidad de energia de reduccion que normalmente se necesita, la

ofra mitad es suminitrada por el ciclo de Calvin ( Aoyagi y Bassham, 1986 ).

Las células de la vaina vascular pueden surgir de divisiones en el meséfilo. En
el caso de las plantas tipo ME-NADP, éstas tienen una sola vaina rodeando al
haz y se cree que derivan del procambium, en tanto que las plantas tipo FM-
NAD y PEP- CK presentan doble vaina, siendo la vaina interna no fotosintética y
la externa fotosintética, la primera derivada del procambium ( Nelson y
Langdale, 1988 ). El tipo de enzima NADP malica del ciclo C4 en combinacién
con el dimorfismo cloroplasmatico y la anatomia tipo Kranz, representan el nivel
més alto de desarrollo evolutivo en la fotosintesis ( Aoyagi y Bassham, 1988 ).
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B.7. Blogénesis del cloroplasto.

El desarrallo del cloroplasto ha sido estudiado desde hace muchos afios
lograndose ciertos progresos al respecto. La mayorfa de los datos publicados
sobre aspectos del desarrollo de cloroplastos en plantas han sido descriptivos y
se han logrado siguiendo cambios bioquimicos y estructurales durante el
desarrollo de cloroplastos proveniente del enverdecimiento de hojas etioladas
( Mullet, 1988 ).

Los cloroplastos son derivados de protoplastidios pequefios e indiferanciados ,
los cuales en la mayorfa de los casos son heredados del cigoto matemo de la
planta ( Kirk et al ., 1878 ). El desarrollo subsecuente de los cloroplastos estd
acoplado a la formacion de meristemos foliares y a la produccién de células del
meséfilo. Durante el desarrollo el volumen de plastidios por célula se incrementa
draméaticamente y la composicién de! plastidio cambia paralelamente con la

adquisicién de requerimientos fotosintéticos ( Mullet, 1988 ).

La composicién de los plastidios también varia en respuesta a condiciones
ambientales o por necesidades especiales de la planta. Estos cambios han
sugerido numerosas preguntas acerca de mecanismos moleculares que activan
y coordinan la expresién de genes durante la biogénesis del cloroplasto (Mullet,
1988). Los progenitores de los cloroplastos son crganelos pequefios de 0.5 a
1.0um de didmetro, generalmente esféricos y lamados protoplastidios (Thomson
et al. ,1980). Estos son mantenidos en estado indiferenciado en las células

meristematicas durante el desarrollo de la planta ( Kirk et al . ,1878 ).
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Aparte de su origen materno durante la formacién del cigoto los protoplastidios
pueden tamblién formarse en el perfodo de latencia { Gaff, 1976 ) o en Ia
maduracién de estucturas especializadas ( Whatley, 1979 ). Carecen de
membrana y tienen poca cantidad de DNA, RNA, ribosomas vy protelnas
solubles { Mullet, 1988 ),

Los plastidios pueden ser divididos en dos grupos: los plastidios no
fotosintéticos que Incluyen protoplastidios como los etioplastos que son
precurcores de cloroplastos cuando las plantas crecidas en la obscuridad
son fluminadas; y los plastidios especializados en fa sintesis o
acumulacién  de carotenos ( cromoplastos ), almidon ( amiloplastos ),

terpenoides y lipidos ( Thomson et al., 1980 ).

Los plastidios fotosintéticos también exhiben variacion en composlcién' y funcidn,
por ejemplo; los cloroplastos de las células det mestfilo de plantas C4 son
deficientes en protelnas involucradas en ia fijacién de COz, mientras que en
los cloroplastos de las células de la vaina son deficientes en proteinas del FlI
( Bassietal., 1985 ). El desarrollo de células del mesdfilo est4 acompafiado
por un incremento en el nimero de plastidios por célula. En lineas
hoxaploldes de trigo, las células maduras  del meséfilo contienen hasta 150
plastidios ( Robertson y Leech,1974 y Pike et al . , 1887 ). Estudios de
protoplastidios en estd misma especie han llevado a la conclusion que el nimero
de cloroplastos por célula se incrementa proporcionaimente con el tamafio de la
célula, es decir, los cloroplastos se dividen y se expanden ocupando una
proporcién constante de la superficie de las células de! mesofilo ( Robertson y
Laetsch, 1874 ).
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La composicién y tamafio de los plastidios cambia durante el desarrollo de
cloroplastos. El incremento en volumen de plastidios se debe en parte a la
acumulacién de protelnas, lipidos y cofactores requeridos para la fotosintesis.
Estos componentes derivan de varias vias biosintéticas durante la biogénesis

del cloroplasto { Mullet, 1988 ).
B.8. Fotosintesis en cultivo de tejidos vagetales.

El cultivo de tejidos ha provisto de sistemas que pueden ser facilmente
manipulados para realizar estudios citoldgicos, fisiolégicos, bioquimicos y
genéticos. Con el establecimiento de modelos experimentales de cultivos
fotomixotréficos y fotoautotréficos se han podido analizar diferentes eventos
relacionados con el proceso fotosintético { Wildholm, 1882 ). La mayoria de los
trabajos de investigacion se han hecho sobre el establecimiento de cultivos en
suspensién en plantas C3 y muy pocas en plantas C4, enfocandose en la
actividad de fijacién de “COz y el marcaje de los productos de esté fijacién y en
la actividad de las enzimas PEPcasa y Rublsco. Otros estudios, han sido sobre
aspectos de biogénesis del cloroplasto, su estructura y funcién ( Neumann y
Bender, 1987 ).

B.8.1. Cultivos fotomixotréficos y fotoautotréficos,

Los cultivos fotomixotréficos dependen para su crecimiento y supervivencia del
suministro extemo de azicares como fuente de carbono, poseen la capacidad
de sintetizar clorofila, desarrollar cloroplastos y fijar CO2 { Nagai et al . , 1889 ).

L.os cultivos fotoautotréficos a diferencia de los primeros, pueden sobrevivir sin
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el suministro de alguin aziicar, aunque requieren generalmente de una atmésfera
ricaen COz(Nagaietal ., 1889 y LaRosaetal ., 1984 ).

En cultivos fotomixotréficos y fotoautotréﬁcos se ha reportado una alta actividad
de fosfoenol piruvato carboxilasa ( PEPcasa ), durante la fase exponencial de la
curva de crecimiento, y un aumento en la velocidad de asimilacién de COz, de
200 a 800umoles de CO:z fijado g™ peso seco h-! y una baja a 200pmoles, en
cultivos fotomixotréficos en suspensién de Nicotiana tabacum debido al
aumento enla sintesis de la PEPcasa y posterior disminucién de ésta, después
de su sintesis { Nato y Mathieu, 1978 ).

Nishida et al . , ( 1980 ) encontraron que en cultivos foloautofréficos y
fotomixotréficos de callos de N, tabacum que contenian 48ug de clorofila.g-1
peso fresco se fijé COz2 en la luz y en la ohscuridad en una proporcién de 132 y
4.7umol / mg de clorafila. h-!, respectivamente. El andlisis del producto de Ia
filacién en cultivos fotoautotréficos mostré que el 3% eran compuestos de cuatro

carbonos, y43% en el caso de cultives fotomixotréficos.

Cuando los niveles de fijacién de COz de las enzimas fueron medidos en estos
cultives, la actividad de RuBPcasa fué de 39umol de COz por miligramo de
clorofila.h-1 y de PEPcasa fué de 177pmol de COz mg/clorofila. ke en cultivos
fotoautotréficos. Los cultivos fotomixotréficos mostraron niveles similarcs de
actividad de 38 y 130 pmol de CO2 por miligramo de clorofila. h-! { Sato et al . ,
1981 ), El malato se marca en un 1.5% en los primeros 10 minuto { Ongun y
Stocking, 1965 ). '
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En e! caso de cultivos de callos fotomixotréficos y fotoautatréficos de Cytisus
scoparius la proporcién de fijacién del4CO2 fué cercana a 63umol / mg
de clorofila.h! en la luz y de 2.6-7.0 en la obscuridad { Sato et al. 1080 ). La
fifacién de COz2 en compusestos de cuatro carbonos como el malato fué de
41-44% del total después de 5 minutos en la luz y cercana al 100% en la
obscuridad. La actividad de la RuBPcasa fué 37umol de CO2/ mg de clorofila
h.1( Sato etal. ,1980 ).

Nishida y colaboradores { 1980 ), reportaron para la misma especie una relacién
inversa; el porcentaje de “CO: en compuestos de 4 carbonos fué de 24% en la
luz por 5 minutos para cultivos fotoaulfotréficos y 40% para cultivos
fotomixotréficos de la fijacién total. El malato se marco en un 28% de la fijacién
total en ias células de cultivos fotomixotroficos y 16% para las células de los

cultivos fotoautotroficos en luz durante 5 minutos de fijacién de COa.

Muchos cultives fotoautotréficos y algunos fotomixotréficos tienen altos niveles
de PEPcasa en relacién con la RuBPcasa, y muestran caracteristicas de
respiracién y bajo contenido de clorofila durante la fase de crecimiento, en tanto
que en la fase estacionaria ocurre un proceso inverso de estas tendencias,
Incrementando la RuBPcasa asf como la clorofila ( Hisemann, 1981 ;
Husemann et al., 1984; Rogers et al ., 1987; Chagvardieff et al. , 1990 ). La alta
actividad de PEPcasa es caracteristica de la via de fijacion C4, donde los
compuestos de cuatro carbonos son formados en las células del meséfilo y son
rapidamente transporiados a las células de la vaina, donde el CO: es liberado

para ser fijado por RuBPcasa.
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El metabolismo de los compuestos C4 formados por fijacién de la PEPcasa en
células de cultivos fotoautotréficos es lento ( Nishida el at. , 1980 ; Hisemann
et al ., 1984, 1990 ; Roeske et al . , 1989 ), se cree que los compuestos de
cuatro carbonos entran al ciclo del acido tricarboxilico. Otros estudios con{'C}
malato dieron evidencias adicionales de la utilizacién de esta ruta C4 en dichos

cultivos { Hisemannetal ., 1990 ).

Nato y Mathieu, ( 1878 ) demostraron también que en tabaco la concentracién y
actividad de Rubisco disminuyen cuando la concentracién y actividad de
PEPcasa aumentan, ocurriendo tal evento durante el crecimiento o fase
exponencial, mientras que en la fase estacionaria ocurre el proceso inverso
aumentando la actividad de Rubisco por sintesis de novo al mismo tiempo que

disminuye tanto la actividad como la concentracién de PEPcasa.

Algo parecido ocurre en cultivos de quelite (Hisemann et al . , 1977 ), espinaca
(Blairetal., 1888 )y soya ( Rogers et al ., 1987 ). donde se ha observado que
cuando se incrementa la actividad de RuBPcasa la PEPcasa decrece. Estos
cambios se adecuan con el concepto anaplerético de fijacion de CO2 por
PEPcasa durante e! rapido crecimiento para incorporar el carbono a las vias
biosinteticas. Comparando estos sucesos con lo que ocurre en plantas C3 se ha
observado que durante el desarrallo de las hojas, estas muestran cambios
graduales de baja actividad de RuBPcasa y alta de PEPcasa durante el proceso
de crecimiento, mientras que cuando las hojas han alcanzado la madurez se
Incrementa la RuBPcasa y disminuye la PEPcasa, con iguales cambios en los
productos de fijacién de CO2( Kisakiet al ., 1973 ).
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Por otra parte Yamada y colaboradores . , ( 1982 ) mostraron que en cultivos de
células verdes donde la actividad de PEPcasa sugiere un metabolismo C4, los
productos de la fijacién de esta enzima no parecen ser usados como fuente de
carbono para el ciclo de Calvin, la caracterizacién de la PEPcasa de cultivos de

tabaco, es del tipo de plantas C3 y no del tipo C4.

Neumann y Bender, ( 1987 ) suponen que la carboxilacion de la PEP es una
reaccién anaplerética que proporciona esqueletos carbonados para la biosintesis
rapida de carbohidratos. En la activacién del praceso de divisién celular ( fase
exponencial ). Las céiulas verdes de los cultivos de tabaco también incorporan

#C en compuestos de 3 carbonos. ( Nishida et al ., 1980 ).

El ciclo de Calvin se lleva a cabo tanto en células de cultivas fotomixofréficos
como en células de cultivos fotoautotréficos. Las variaciones detectadas por Nato
y Mathleu { 1978 ) para Rubisco oscilaron entre 80 y 140 pmoles COz2 fijado.g-
peso seco.h. ! durante la fase de crecimiento, con un aumento en la sintesis de
la enzima al finalizar dicha fase. En [a fase exponencial la relacién de la
enzimas PEPcasa y Rubisco fué de 6.77umolesCOz2mg-! protelna soluble,
mientras que en la fase estacionaria fué de 1.8 reportandose en
pmolesCOz2.mg- clorofila h'!, en tanto que Sato et al ( 1980 ) reportaron menor
actividad de Rubisco que de PEPcasa, siendo de 3.6 umolesCOz.mg-'clorofila ht
para cultivos fotomixotréficos y 4.5pumoles CO2.mg-1 clorofila h* para cuiltivos

fotoautotréficos, en cultivos de tabaco durante la fase estacionaria.
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Por otra parte la fuente de carbono y la cantidad de esta son factores que afectan
los niveles de clorofila, numerosos estudios han descrito el efecto supresor de
altas concentraciones de azicar sobre [a sintesis de clorofila en cultivos
celulares, aunque el mecanismo de este efecto no esta bien dilucidado ( Daiton
y Street, 1977 ). Estudios realizados con cultivos fotoautotrdficos y
fotomixotréficos han mostrade que la fotosintesis es inhibidé rapidamente por
altas concentraciones de sacarcsa observandose una disminucién en la

concentracién de clorofila como un efecto secundario { Widholm, 1982 ).

Edelman y Hanson (1971) mostraron que el uso de sacarosa al 3% Inhibia la
acumulacién de clorofila en cultives de zanahoria, Newman y Raafat ( 1973 )
también observaron el mismo efecto de |a sacarosa en esta misma especie de
cultivos. La Rosa et al ( 1984 ) trabajando con diferentes concentraciones de
sacarosa en el intervaio de 0.75-2.5 % en cultivos fotomixotréficos de papa
encontraron que la clorofila disminuyé, asi como también la fijacién de CO:2 la
cual baj6 de 35% a 0.25% en tan solo 1 hora.

Rebeille { 1988 ) indicod que la fotosintesis era alta durante la fase de crecimiento
cuando los niveles de sacarosa y fructosa eran bajos en cultivos de clavel,
mientras que cuando al medio de cultivo se le adicion6 20mMde sacarosa la
fotosintesis declind un 76% en 24 horas. El mismo efecto de disminucién en fa
fotosintesis se observd cuando se aftadit glucosa al cultivo fotomixotréfico de
clavel crecido en una atmésfera de CO2,0bservandose ademas un incremento en
la respiracién. ( Avelange et al . , 1990 ). Resultados similares obtuvieron

Newman et al ., ( 1989 ) con cultivos de cacahuate.
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En estudios hechos por Daiton y Street (1977) con cultivos fotomixotréficos de
espinaca, ellos encontraron que al usar diferentes fuentes de carbono come:
sacarosa, glucesa, fructosa y maltosa a diferentes porcentajes, se inhibfa la
acumulacién de clorofila en los cuitivos, mientras que con bajos niveles de
rafinosa e inuling, se aprecid un crecimiento lento, pero se estimuld la sintesis de

clorafita .

Estos estudios llevaron al uso de otra fuente de carbono como &i almidén,
aparentemente esté era asimilado por fos cultivos lentamente, limitando ef
crecimiento pero permitiendo la acumulacién de clorofila ( Blair et al ., 1988; Xu
etal.,1888).

Ranch y Giles { 1980 )} tograron la formacitn de callos verdes de Dacura innoxia
cultivados en medio MS basal adicionado con 3% de almidén soluble de papa,
0.5uM de la auxina sintética picloram, y 7.0uM de citacinina (cinetina). Los
callos obtenidos con este fratamiento fueron empleados por Xu y
colaboradores { 1988 ) para el establecimiento de un cultivo fotomixotréfico en

suspensién con el mismo medio sin agar pero ahora con almidén 1%.

Por otra parte, existen pocos trabajos acerca de la biogénesis de! cloroplaste en
cultivos de callos verdes en plantas C3 y atin menos en plantas C4. No hay
repartes de cultivos fotoautotrdficos de cereales, esto tal vez, debido en pare a
ia falta de uniformidad en el enverdecimiento en las células de estos cultivos. Se
ha observado enverdecimiento en cultivos de Zea mays pero solo en clertas

reglones de callos 6 en zonas con formaciones organogénicas (Widholm, 1892).
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Los primeros trabajos con cultivos de calios de plantas C4 indicaron la presencia
de las dos vias metabolicas (C3 y C4 ) s'egl'm lo observado en los patrones de
marcaje con “C, durante la fijacién del CO2. Sin embargo en ninguna de las
especies de los cultivos se observd la existencia de anatomia Kranz ni
cloroplastos dimérficos por lo que esta caracteristica anatémica se consideré no

indispensable para exhibir la via C4 (Usadaetal., 1971).

Kumar et al ( 1989 ) detectaron actividad de PEPcasa y Rubisco en callos de
malz originados del meristemo apical y sefialaron que estas actividades fueron
semejantes a las encontradas en regiones basales de hojas jévenes de las
mismas plantas, por lo cual es una evidencia de que al menos por lo que a la
actividad de enzimas fijadoras de CO:z se refiere, el callo no exhibiria claramente

metabolismo C4.

Aoyagi y Bassham ( 1988 ), reportaron en cuitivos de callos verdes de malz la
presencia PEPcasa, piruvato dicinasa, y Rubisco, marcandose durante la fijacién
de COz, acidos de cuatro carbonos, azlcares fosfatados y también &cido 3-
fosfoglicérico ( PEG ), no detectandose actividad de enzima malica dependiente
de NADP ( E.M-NADP ), debido a esto los autores sugieren que la conversién de
estos compuestos de cuatro carbonos a CO:2 y piruvato en los cloroplastos de
estos cultivos es poco probable, por otro lado tampoco se detectd ‘la presencia de

anatomia Kranz.
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Nelson y Langdale ( 1989 ) han sefialado que el origen de las céfulas que
conforman la vaina del haz vascular reside en el procdmbium, lo que lleva a
suponer que para que pueda originarse la anatomia Kranz y el dimorfismo entre
los cloroplastos se necesitarfa la existencia de meristemos provasculares los

cuales se diferenciarian en células de la vaina del haz vascular y tejido vascular.

Los resultados obtenidos por Sollfs et al ( 1989 ) sobre la biogénesis del
cloroplasto en cultivos de callos de maiz mostraron el desarrollo de los dos tipos
de cloroplastos unos con grana bien definida probablemente del tipo meséfilo y
otros sfn grana, parecidos a los de la vaina del haz vascular, aunque segun
reportaron no se observé la presencia de anatomia Kranz. En cuanto a la
relacién de clorofila a / b fué de 3.2 a los 15 dfas de iluminacién, rango que es
muy semejante al que muestran las hojas de plantas C4 en las células del

mesdfilo, para cloroplastos de la vaina la relaciona/besde 4 a 5.

Lavergne et al ( 1992 ) fograron establecer un cultivo fotomixotréfico de callos He
malz, los cloroplastos observados en estos cultivos fueron del tipo meséfilo los
- cuales se caracterizan por presentar abundante grana, con y sin granulos de
almidén. Las actividades reportadas para Rubisco y PEPcasa fueron semejantes
a las encontradas en hojas etioladas, los porcentajes de clorofila en los callos
enverdecidos fueron también semejante a los encontrados en hojas verdes, En
tanto que la actividad de NAD-malato deshidrogenasa fué 2 y 3 veces mas alta
que la observada en hojas etioladas y hojas verdes respectivamente. Una de las
objeclones a esté tipo de cultivos es que la obtencidn de los callos es a partir de
nédulos, porciones que se encuentran entre el mesocétilo y el epicétilo del tallo

de la planta, lo que sugiere un clerto grado de diferenciacién He los tejidos
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utilizados, tal modelo se asemeja a los realizados con hojas etioladas, las cuales
al lluminarse reanudan su metabolismo normal con el desarrollo de todo su

aparato fotosintético.
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B. INTRODUCCION,.

El proceso de enverdecimiento celular estd directamente relacionado con ia
formacién de cloroplastos y sintesis de clorofila. La mayorla de los datos
obtenidos sobre aspectos de desarrollo de cloroplastos en plantas, se han
logrado siguiendo los cambios bioguimicos y estructurales de estos organelos

durante el enverdecimiento de hojas etioladas ( Mullet, 1988 ).

Sin embargo, éste modelo no ha sido lo bastante adecuado para estudiar la
biogénesis del cloroplasto, ya que se parte de organelos que presentan clerto
grado de diferenciacién como son los etioplastos. Por ello, el ritmo de los
eventos que ocurren durante el enverdecimiento de hojas etioladas es muy
diferente al desarrolfo normal de cloroplastos en la germinacién de semillas
{Walden etal . ,1981).

El cultivo in vitro de células vegetales de plantas superiores constituye ofro
modelo para el estudio del desarrollo del cloroplasto y subsecuente
enverdecimiento celular ( Rogers et al. , 1987 ). Asl, el praceso de
enverdecimiento de callos in vitro es un modelo que ha resuitado adecuado para
el estudio de la biogénesis del cloroplasto, ya que es un sistema que permite
investigar la modificacién de factores quimicos ( fuente de carbono, hormonas ) y
ﬁslcos ( vz, y temperatura ) partiendo de células indiferencladas para inducir su
diferenclacién bioguimica a través de la manipulacién de estos factores, al i
sumando condiciones 6ptimas que favorezcan el desamollo natural de los

cloroplastos ( Bender, 1687 ).
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Este modelo también permite realizar camblos genéticos en las céiulas -y
seleccionar caracleres deseables en las plantulas regeneradas a ftravés del

proceso de organogénesis.

Los cultivos fotoautréficos no requieren de una fuente de carbono adicional al
COz2 ambiental para su crecimiento { Turgeon, 1989 ). En cambio, las células de
cultivos fotomixotréficos si dependen de un suministro externo de aziicares como
fuente de carbono orgénico, a pesar de poseer la capacidad de sintetizar
clorofita, desarrollar cloroplastos y asimilar COz al igual que wun cultivo
fotoautotréfico, sin embargo esto se debe a que los fotomixotréficos no fijan
tanto CO2 y sintetizan menor cantidad de clorofila que los fotoautotréficos ( Nagai

etal, 1889).

La mayoria de los cultivos in vitro fotoautotréficos y fotomixotréficos que se han
establecido han sido con plantas tipo C3, en cambio hay poca informacién de
é&ste proceso en plantas C4 . Esto probablemente debido a que el metabolismo
del carbono es mas complejo en plantas C4 en relacién al que presentan los

cloroplastos en plantas C3 ( Edwards et al . , 1983 ).

La especializacién bioquimica y estructural de las plantas C4 ain no esta
totalmente entendida. Se desconoce como estas plantas integran de una manera
més eficiente el proceso fotosintético, logrando asi incrementar su productividad,

siendo mas productivas que las plantas C3 ( Edwards etal ., 1883 ).

Por lo antes mencionado, el presente trabajé se hizo con el fin de contribuir al

conocimiento del metabolismo de carbono en plantas C4. Para esto se planted

establecer un cultivo de maiz in vitro, donde se puedieran realizar estudios de

diferenclacién y desarrollo de cloroplastos. Ademas de estudiar algunos de los
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eventos bicquimicos relacionados con el proceso fotosintético aunados a los

cambios morfoldgicos generados en las células,

Con el fin de establecer un cultivo fotomixotréfico e inducir enverdecimiento
celular variando la fuente de carbono organico y suministrando CO2 se planteé

la sigulente hip6tesis para estudiar la biogénesis del cloroplasto :

B.1. HIPOTESIS.

S| se manipulan adecuadamente factores como: la Juz ( fotoperiodo ),
temperatura y hormonas en el medio nutritivo base, la fuente de carbono serla el
elemento declisivo para inducir enverdecimiento estable en cultivos de callos
blancos de malz, provocando la formacién de cloroplastos y logrando asi

establecer un cuttivo fotomixotréfico in vitro .

La hipétesis se fundamenta en trabajos previos, donde se ha visto que los
factores antes menclonados ( luz, temperatura, fuente de carbono, etc, ) juegan
un papel decisivo en el proceso de enverdecimiento en cultives de células in
vitro, Aungue no se conace claramante como el tipo de fuente de carbono influye

en éste proceso. De ahi el planteamiento de la hipétesis.

Para probar esta hipbtesis se plantearon los sigulentes objetivos :

41



OBJETIVOS GENERALES,

1. Establecer un cultivo in vitro de células de malz ( Zea maysL. var. VS-22)

que enverdezca homogéneamente y adquiriera un carécter fotomixotréfico.

2. Optimizar dicho cultivo in vifro y correlacionar parémetros biogquimicos

indicadores del proceso fotosintético con el desarrollo de los cloroplastos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener un cultivo de malz ( Zea mays L. var. VS- 22 ) de callo blanco en
condiciones de crecimiento Optimas a partir del cual se Induzca el
enverdecimiento del callo.

2. Determinar el efecto de la fuente de carbono, y suministro de CO2 sobre el
enverdecimiento homogéneo de! callo de malz.

3.Cuantificar los sigulentes pardmetros durante el proceso de enverdecimiento
celular:

a) Clorofila total.,

b) Relacion de las clorofilas a/b.

¢) Proteina Rublsco (Ribulosa bifosfato carboxilasa-oxigenasa).

d) Actividad de la enzima Rubisco.

4. Hacer un estudio histolégico de las células de malz para conocer la estructura

y ultraestructura del cloroplasto durante el proceso de enverdecimiento.
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B.2, DISENO EXPERIMENTAL.

Con el fin de induclr enverdecimiento en cultivosin vifro de maiz { Zea mays,
L.) y establecer en estos el caracter fotomixotréfico se contd con un cultivo
de callo blanco en condiciones de crecimiento éptimo, a partir del cual se sigui6

el modelo experimental de " capa delgada " ( Vargas, 1992).

Inicialmente se utilizd el genotipo de Ia variedad VS-22 de maiz de donde
se obtuvo el callo como fuente primaria. También se juzgd conveniente
comparar su respuesta al enverdecimiento celufar con lade callos de malz de
la variedad Tuxpefio, la cual ha sido descrita ( Solis et al, , 1989 ). El callo se
indujo en medio sélido R4 ( Sanchez de Jiménez et al ., 1988 ) y se
resembrod en medio R2 ( Sénchez de Jiménez et al ., 1988 ) a partir del cual se
establecieron varlantes para manipular la fuente de carbono orgénico, asi como
el uso de ciertos fitorreguladores. La composicién de los medios R2 y R4 se

describen en el apéndice.

Para induccir enverdecimiento se tomaron en cuenta factores bésicos que
han permitido establecer cultivos fotomixotréficos y fotoautotréficos como son
relacién y tipo de fitorreguladores ( Yamada et al ., 1978 ), intensidad luminosa
( Gillot et al ., 1991) y fuente de carbono ( La Rosa et al ., 1984, Dalton et al. ,
1977).

Los callos seleccionados para inducir enverdecimiento se expusieron a
condiciones de fotoperiodo 18h fuz / 6h obscuridad, lo cual se determind
previamente haciéndose antes un analisis de la duracion del perlodo de horas
luz / horas obscuridad que mejor respuesta di6. Se hicieron evaluaciones de la

intensidad luminosa sobre la superficie del callo que favoreciera un mejor
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desarrollo de cloroplastos, optando per una intensidad de 120 mE.m2.seg-,
similar a la que ya se habla probado que induce la formacién de cloroplastos

en cultivos de soya ( Gillotetal ., 1991 ).

Posteriormente el cultivo de callo en " capa delgada " se expusé a dos
condiciones diferentes: a) a una atmésfera rica en CO:2 3%, bajo fotoperiodo
previamente establecido y b) bajo condiciones normales de aire, en horas
obscuridad. El callo en ambas condiciones se sembré sobre medio sélido de
enverdecimiento ( medio de Murashige y Skoog, 1962 } modificado con vitaminas

de Green ( Green Phillips, 1975 ).

Para evaluar la influencia de la fuente de carbono sobre el enverdecimiento del
callo se disefiaron distintos protocolos en donde se usaron las sigulentes
substancias: sacarosa, glucosa, lactosa y almidén a concentraciones
eguimolares con respecto a la sacarosa ( igual concentracién molar ) que se us6
como contral, esto con el fin de evaluar la influencia de cada factor sobre el

enverdecimiento celular en dichos cultivos de maiz.

En cuanto alas hormonas que se utilizaron en el medio MS modificado fueron:
cinetina y BAP que son fitorreguladores que inducen enverdecimiento celutar
( Solls et al . 1989 ; Horn et al. , 1983; Sanchez de Jiménez et al. , 1988 ). Los
parametros a medir fueron: cuantificacién de clorofila total y relacion de
clorofilas a / b, como indicadores del proceso de enverdecimiento, { Bruinsma,
1863 ), cuantificacién de proteina (Bradford, 1976) y detecclon y actividad
enzimatica de Rubisco { Nato y Mathieu, 1978 ). Asi mismo, se realizé un estudio
histolégico tomando muestras de tejido calloso para hacer observaciones
microscopicas de los cambios morfolégicos ocurridos en las células durante el
proceso de enverdecimiento ( Solis etal., 1989)
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D. MATERIALES Y METODOS,

D.1. Material biol6gico.

Se utilizaron semillas de malz ( Zea mays, L ). de las variedades VS-22 y
Tuxpefio, obtenidas de la productora Nacional de Semillas (PRONASE ) y del
Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT)
respectivamente. Las semillas se almacenaron en sacos de manta, en un lugar

fresco, seco y en obscuridad.
D.2. Preparacién de Medios de Cultivo.

La preparacién de los distintos medios de cultivo se hizo apartir de soluciones
concentradas. Las cuales estdn basadas en el medio de Murashige-Skoog
(1882). Las modificaciones realizadas, la composicién de este medio y las
cantidades se indican en el apéndice. Se mezclaron las soluciones en agua
( destilada y deslonizada ) con agitacién constants, suplementandose con
hidrolizado de caselna, fuente de carbono, y los reguladores de crecimiento. El
pH se ajustd a 5.8 con soluciones de KOH 6 HCI. Por ofra parte el agar se
disolvié por separado con agua calentandose hasta disolverlo completamente,
postetiormente ambas mezclas se juntaron, afordndose al volumen deseado. El
medio una vez vaclado en frascos gerber o tubos de ensaye, se esterilizd

durante 15 minutos en una autoclave a una presién de 1.2 Kg.cm2.
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D.3. Induccién de callo.

Para indugir la formacion de callos de malz se emplearon embriones de semillas
maduras, las cuales se disectaron manualmente, manteniéndose en refrigeracién
hasta su uso. Los embriones antes de sembrarse fueron lavados con una
solucion de hipoclorito de sodio al 12% en una relacién viv, con dos gotas de
tween 20, y ocho de un desinfectante comercial (microd(n) durante 12 minutos,
en matraces estériles Erlen-Mayer de 250 mi, se pusieron cien embriones por
matraz. Una vez transcurrido el tiempo seftalado, se enjuagaron cuatro veces
con 100 m! de agua destilada estéril, y fueron sembrados en 20 ml de medio
de induccién sdlido R4 ( apéndice ) ( Sénchez de Jiménez et al. , 1988 ),
colocandose cuatro embriones por frasco. Posteriormente se incubaron por un

perfodo de tres semanas a 25£1°C y en obscuridad.
D.4. Resiembra de! Callo

Los callos obtenidos durante el proceso de induccién fueron resembrados dos
veces antes de pasar al establecimiento de cultvo " en capa " para su
enverdecimiento. La primera resiembra se realizé en medio de mantenimiento
solido R2 ( Sanchez de Jiménez et al . ,1988 ) usando 2,4-D 2ppm y sacarosa
al 3%. En esta resiembra el escutelo del callo fue retirado debide a que en

previos experimentos se observé un mayor crecimiento sin este tejido.

La segunda resiembra se hizo en distintos medios de pre-enverdecimiento,
donde se emplearon diferentes tipos de fuente de carbono orgénico a distintos
porcentajes. Los reguladores de crecimiento usados en esta resiembra fueron

2,4-D, 0.5ppm y cinetina 0.01 ppm.
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Tanto la primera como la segunda resiembra se hizo en 10 m! de medio sélido en
tubos de ensaye. Los callos resembrados se incubaron por dos semanas en
obscuridad a una temperatura de 25+1°C. La tercera resiembra correspondié al
sistema de establecimiento de cultivos " en capa " en donde se probaron distintos
medios de enverdecimiento. Se usaron las citocininas: BAP 0.1 ppm y cinetina
0.1 ppm, ambas se han ulilizado frecuentemente en medios para induccir el
enverdecimiento. La combinacién de estds hormonas fué reportada en Solls et
al (1989 )y Vargas, ( 1992 ) como exitosa en el enverdecimiento de callos de
malz de la variedad Tuxpefio. La composicion exacta de todos los medios

mencionados asi como el protacolo de los mismos se indica en el apéndice.
D.5. Establecimionto da cultivos " en capa " con CO2.

Este tipo de sistema de cultivos " en capa " se realizé con el callo obtenido del
subcultivo de la segunda resiembra, el cual antes de pasar a su forma de cultivo
"en capa” fué limpiado, refirandose del indculo las porciones organogénicas

formadas y partes necrosadas del callo.

Después se tomaron porciones de 059 del callo y se dispusieron
geométricamente en capa sobre la superficie del medio de enverdecimiento
sélido. El volumen de medio para éste tipo de cultivo fué de 50 mi para dos callos
" an capa " por caja peti. Cada inbculo se presiond suavemente contra la
supefficie extendiéndose homogéneamente sobre el medio formande una capa

de callo compacta y delgada.

Posteriormente estos cultivos fueron expuestos durante 14 dlas a una atmoésfera
enriquecida con una mezcla de aire y CO2 al 3% proveniente de un tanque de

gas Custom, en una cdmara de acrilico transparente, con un fotoperiodo de 8
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horas luz /8 horas obscuridad bajo una intensidad luminosa de 120 mE.m2 seg-t

y a una temperatura de 26 + 1°C.

En el periodo de horas obscuridad los cultivos eran sacados de la cAmara con
gas y expuestos a condiciones normales de aire, sin abiir las cajas petri, para
evitar una posible contaminacién. La intensidad luminosa se midié en un

"Quantum " LI-1858 ( LI-Cor inc).
D.6. Establecimiento de cultivos en capa sin COz.

En el caso de este tipo de cultivos, se siguid el mismo protocolo descrito para el
cultivo de callos " en capa " con CO2, la dnica diferencia fué que no se
suministro esté gas al sistema, el tiempo de la incubacién fué de catorce dias,
momento en el cual se tomaron las muestras para posterior analisis bloguimico e

histélogico.
D.7.Cuantificacién de clorofiia.

Para cuantificar las clorofilas el callo se liofilizd, el polvo obtenido fué
homogenizado con una solucién de acetona fria al 80 % en un mortero a 4°C en
obscuridad. La proporcién fué de 1mi de acetona por gramo de muestra. El
extracto obtenido se centrifugé en una microcentrifuga a 10,500 rpm. durante 15
minutes. El sobrenadante se leyé a 645 y 663A en un espectrofotometro
Beckman ( Método de Bruinsma, 1863 ). Coeficiente de extincion molar( € )
para clorofila a : en 645A £ = 7.93; 663) £ = 8,15 y para clorofila b : en6451 € =
18.99; 663 £=19.53. ( Ziegler, 1965),
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D 8. Cuantificacién de Protelna.

La cuantificacién de protelna se hizo de acuerdo a la técnica descrita por
Bradford, (1976). Se us6 azul de Coomassie G-250 y BSA como proteina

estandar. La concentracion se célculo por interpolacién a la curva patrén.
D.9. Deteccién de la proteina Rubisco por Dot-Blot.

La detecclén de Rubisco se hizo siguiendo el método de Dot-blot de acuerdo al
siguiente protocolo: Se maceré el callo con nitrégeno liguido, hasta obtener un
polvo fino el cual se homogenizé en una relacién 1:1 peso / volumen con buffer
de extraccién cuya composicion fué la siguiente: tricina 0.1 M pH 8.1, MgCl
10mM, EDTA 5 mM, NaHCO, DTT 10mM, PMSF 0.5 mM,

El extracto se centrifugo a 10,500 rpm en una microcentrifuga por 15 minutos;
con el fin de concentrar la proteina en fa muestra al sobrenadante resultante se
le agreg6 PEG 50 % llevandose a un porcentaje final de 17 %, después se agitd
por un minuto en un vortex, manteniéndose en reposo, durante 30 minutos a
.4°C, luego se centrifugd nuevamente por 10 minutos. El precipitado obtenido se
resuspendi6 con 300yl de buffer de extraccion, y se cuantificé proteina ajustando
todas fas muestras a la misma cantidad. Las muestras fueron colocadas sobre
una membtana de nitrocelulosa de 0.2um ( Schleicher and Shuell, NC ) en
allcuotas de 2yl. La membrana se incub6 con una solucién de saturacion al 5 %
{ leche descremada y 0.05 % de Tween ), durante un minimo de 1 hora a
temperatura ambiente y con agitacion. Una vez saturada se seco y se lavo dos

veces durante 15 minutos en buffer ( NaCl 0.15M y 50mM de tris, pH 7.4 ).
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Posteriormente para reconocer a la Rubisco se utilizaron anticuerpos especificos
contra la holoenzima de esta proteina a una dilucién de 1:500. Como segundo
anticuerpo ( comercial ) se utilizé antilg-G de conejo unido a una peroxidasa, a
una dilucién de 1;1500. Para revelar el producto de la reaccion se us6 4- cloro-
naftol y 44l de H202 al 30 % ( Torret, 1991 ).

Aparte de las muestras problema que se colocaron sobre la membrana, se usé
un control positivo de extracto de hoja, callo blanco(CB) como punto de inicio del

proceso de enverdecimiento y BSA como control negativo.
D.10. Deteccién de la proteina Rubisco por Western-Blot

El Western-Blct { Towbin ét al . ,1979 ) fué otro método que se utilizé para

detectar Rubisco en las muestras de callos de maiz.

Se hizé una electroforesis ( Towbin et al. 1979 ) en gel de acrilamida al 12% con
SDS y se corri6 a 25mA. Una vez terminada la electroforesis las proteinas del ge!
fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa { Shieioher and Shouell ) de

0.45um, en una cuba de transferencia ( BioRad Trans-Blot ).

Después de la transferencia se comprobd 1a presencia de las protelnas sobre la
membrana con rojo de Ponceau al 1% en &cido acético. Posteriormente la
membrana fué saturada en solucién al 5%, procediéndose desde esté punto

como la técnica descrita anteriormente para el Dot-Blot.

Se utilizaron anticuerpos especificos contra la Rubisco y anti Ig-peroxidasa de
conejo como segundo anticuerpo. Se revelé con el sustrato de la peroxidasa
como a continuacidn se describe; 4-cloro-1-naftol, y 44pl de H.0:al 30 %, La

técnica se desarrollé segun Torrent ( 1991 ).
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El producto de la reaccidn, en forma de precipitado azul sobre la banda de
proteina reconocida por el anticuerpo aparecia entre 5 y 30 minutos, 1a reaccién
se paré diluyendo con agua. La membrana se secd y se guardd en la obscuridad

y en frlo para su mantenimiento.
D.11. Cuantificacién de fa actividad enzimética de Rubisco.

Para determinar la actividad enzimética de Rubisco en callos de mal2, se
maceraron las muestras con nitrdgeno liquido y se homogenizaron con et
mismo buffer de extraccidn que se utilizé para elDot-Blot en una relacion

1:1( peso:vol.).

El extracto obtenido se centrifugd a 10,500 rpm por 10 minutes en una
microcentrifuga, al sobrenadante resuftante se le agregé PEG al 50 %, ltevandolo
a un porcentaje final de 17 %. Después se agité por un minutc en un vortex y se
dej6 incubar en hielo durante 30 minutos y a 4°C, volviendo a centrifugar el

precipitado obtenido se resuspendié en buffer de extraccion.

Para realizar el ensayo enzimatico las muestras se trataron con solucién de
activaclén ( MgClz 100 mM, NaHCOs 100mM ) combinando 9 volimenes de
muestra por 1 volumen de solucion de activacion, dejandose incubar 3 minutes a
4°C. De ésta mezcla se tomaron 30pi y se afiadieron a 30p! { exiracto de callo )
de medio de reaccién colocado en viales de crislal para centelleo, iniciando as! a
reaccion. La mezcla de ensayo para la reaccidn enzimatica consistid de buffer de
ensayo de ensayo pH 8.1 (tricina 320 mM, MgClz 64 mM, DTT 16 mM ), RuBP
3mM y NaH +C02 10 mM, en un volumen final de 80u1.

La reaccién se fievé a cabo a 0, 15, 60y 90 segundos a una temperatura de
28+1°C, y se detuvo adadiendo 200! de HCI 3N en metanol. Posteriormente las
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muestras se evaporaron en bafio Maria dentro de una campana de exfraccién
para eliminar el COz radiactivo que no se incorpord en la reaccién. El residuo de
la muestra se resuspendié con 50 pl de agua desionizada, y 5 m! de liquido de
Bray ( Bray, 1960 ). La presencia de radioactividad incorporada en las muestras

se detect6 en un contador de centelleo Minaxi B Tri-Carb, 4000 Series.
D.12. Técnlcas Histoldgicas.

Para realizar el analisis histoldgico se tomaron pequeiias porciones de callo de
los distintos cultivos " en capa ", las muestras se tomaron aleatoriamente de la
superficie del cultivo, Las muestras que se analizaron por microscopia
electrénica fueron las comespondientes a los medios: glucosa 1 % sin COg,
almiddn 1 % con COz2y almidén 1 % sin COy, las cuales fueron fijadas a los 14
dias de iluminacién, bajo cordiciones de fotoperiodo 18 horas luz / 6 horas

obscuridad.
‘D.12.1 Microscopia Electrénica.

La porcién de callo se fijé en glutaraldehido 2 % en una relacién vol:vol en un
buffer de fosfatos 0.15M, pH 7.2 y a 4£1°C por dos horas. Se posfijé6 en
tetradxido de osmio 2 % también por dos horas. Posteriormente se deshidratd en
etanc! y 58 embebid en Epon. Se utilizé un ultramicrotomo OmU3 Reichter
realizandose cortes de 350A. Para contrastar las muestras se usd nitrato de
uranilo y cltrato de plomo ( S&nchez de Jiménez et al. , 1988 ). Las

observaciones se hicieron en un microscopio electrénico JOEL 1200 EX i,
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E. Resultados
E.1. induccién y crecimiento de callos de maiz.

Para inducir enverdecimiento celular en callos de mafz, fué necesarlo contar con
un cuitivo de callo blanco en condiciones de crecimiento 6ptimo, el cual se

mantuviera en forma sistematica.

En anteriores experimentos realizados por Vargas, (1992); sobre la induccién y
crecimiento de callos de malz, se reportaron los medios R4 y R2 ( Sdnchez
de Jiménez, 1888 ) como propiclos para inducir y promover un buen crecimiento,
asl como ¢l mantenimiento de dichos cultivos de maiz. Por o cual se opt6 por el
uso de estos medios, para evaluar el crecimiento del callo blance inducido, de las
variedades VS-22 y Tuxpeiio, realizandose una curva de crecimiento donde se
cuantificé el peso fresco del callo, cada 48 horas, hasta que se dej6 de apreciar

el incremento de peso en el tiempo,

Ambas variedades presentaron un crecimiento favorable usando medio R2
suplementado con mcpp 2ppm y cinetina 0.1ppm; lo que permitid establecer

cultivos de callos de malz, e inducir enverdecimiento { ver grafica 1).

E.2. Enverdecimiento del callo.

E.2.1, Medicién cualitativa del enverdecimiento de callos.

En el proceso de enverdecimiento de los callos de malz y antes de las
mediciones cuantitativas de los pardmetros bioquimicos fué necesario contar con
una escala de tonalidades que permitiera referir el color adquirido por al callo en
el transcurso del experimento; esto ayudaria a seleccionar los tratamientos y

condiciones propicias para lograr promover el enverdecimiento del callo.
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GRAFICA 1, CURVAS DE CRECIMIENTO DE CALLOS BLANCOS DE MAIZ
EN MEDIO R2 ( MCPP Y CINETINA ) DE LAS VARIEDADES VS-22y
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A cada color de la escala se le asigné un nimero de acuerdo a la intensidad del
tono verde. Ei nimero 1 correspondi a la menor intensidad de verde en la
escala, los nOmeros sucesivos Indican una mayor intensidad del color

mencionado ( ver figura 8).
E.2.2, Influencia del genotipo en el enverdecimiento del cailo.

En el presente trabajo se utilizaron dos genotipos diferentes de malz, la variedad
VS-22 y Tuxpefio, en el primero se encontrd un enverdecimiento parcial,
ademas de observarse puntos de color verde intenso sobre la superficle del
callo, incluso después de 7 dias de iluminacién con fotoperlodo { 8h tuz/6h
obscuridad ).

En el caso de los callos de Tuxpefio, se aprecié un color parecido al de fa
variedad VS-22 con un enverdscimiento un poco mas homogéneo en clertas
partes de la superficie y algunos puntos verdes que en nimeroibande4a by
mostraban una tonalidad de 5y 6 { ver figura 8 ), dichos puntos se observaron
incluso a los 5 dias de fluminacién. En experimentos anteriores se reporta una
gran parte de enverdecimiento sobre la superficie de callos de Tuxpefio ( Solls,
etat., 1988).

_E.2.3. Efacto de la fuente de carbono orgénico en ef enverdecimisnto de

callos de maiz.

En éste trabajo una de las metas principales fué conocer ef efecto de la fuente
de carbono en e! proceso de biogénesis del cloroplasto, de ahf que todas los

demés factores de crecimiento, se mantuvieron constantes.
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Eg;ala de tonalidades.

ERALEN T

' Flgurq 8. La gama de colores mostrada Indica las tonalldades adquiridas por los

cultivos de, callos de malz'( Zea mays )Adgr_‘amie.“ ol proceso de enverdecimianto. .

La numéracién se indica de manera ascendente. - + v .
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Las fuentes de carbono que se utilizaron fueron: sacarosa, lactosa, glucosa y
almidén todas a diferentes porcentajes pero a iguales concentraciones
equimolares ( iguales concentraciones en molaridad, aunque sus porcentajes
sean diferentes ). Los primeros expérimentos fueron exploratorios para identificar
las mejores condiciones de induccién del proceso de enverdecimiento de los
callos y se hicieron apreciaciones visuales en base al color y caracteristicas de

los cultivos.

La tabla 1 muestra las intensidades adguiridas durante el proceso de
enverdecimiento por los cultives de callos de la variedad VS-22 durante el
proceso de enverdecimiento, usando distintas fuentes de carbono en el medio
(verfigura8).

E.2.4. Efecto del COz sobre el enverdecimiento de cultivos de maiz.

Lainfluencia del CO2 sobre la respuesta al enverdecimiento de los callos de malz
fué mejor a la obtenida en los cultivos que no se expusleron a una atmésfera
enriquecida con COz, la concentracion a la que se expusieron los cultivos fué del
3%. Las tablas 2y 3 muestra la tonalidad adquirida en los cultivos de callos
( var. V8-22 y Tuxpeiio) que se sometieron a la influencia de CO: con distintas

fuentes de carbono, ver figura 8.

E.3. Efecto de la fuente de carbono y CO2 en la sintesis de clorofila.

La cuantificacién de clorofila total en los cultivos de callos da la variedadVs-22
fué ligeramente mayor en comparaclon con la variedad Tuxpefio, Los niveles de
concentracién de la clorofila total en los tratamientos: almidén 2%, glucosa 1% y

almidén 1% sin suministro externo de COz fué de 8.52p9.g"!, 9.90pg.9°1,
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Tabla 1. Efecto de la fuente de carbono sobre el enverdecimiento de callos de

malz ( var. V§-22 ).
Color adquirido por el cultivo de
Fuente de carbono callos de malz.

Sacarasa 2% cc8 1
Sacarosa 1% Lactosa 1% ® 2
Lactosa 2% ® 2
Sacarosa 1% Almidén 1% © 3
Almidén 2% ¢ 3
Glucosa 1% ¢ 3
Almidén 1% @ 4

Los callos se incubaron durante 14 dias en los medios de enverdecimiento en
una disposicion "en capa”. Foloperiodo 18h luz/6h obscuridad, 120uE.m2 seg-,
temperatura de 2611°C. Grupo control y callo blanco¢¢8 y e: Tratamientos
experimentales ( verfigura 8 ).
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Tabla 2. Efecto del COz y de la fuente de carbono sobre el enverdecimiento de
los cultivos de malz ( var. VS-22 ).

Fuente de carbono

Color adquirido porlos cultivos de
callos de maiz

Sacarosa 2% ¢©8

1

Almidén 2% © 3
Glucosa 1% ® 3
Almidén 1% ¢ 4

Los callos se incubaron durante 14 dlas en los medios de enverdecimiento en
una disposicién " en capa . Foloperiodo 16h luz/6h obscuridad, 120LE.m-.seg,
temperatura de 26+1°C. Grupo control y callo blancos€B y % Tratamientos
experimentales ( ver figura 8).

Tabla 3. Efecto del CO2 y de la fuente de carbono sobre el enverdecimiento de
los cultivos de maiz { var., Tuxpefio ).

Color adquirido por los cultivos de

Fuente de carbono

callos de malz

Sacarosa 2% -8

1

Almidin 2% e 3
Glucosa 1% ® 3
Almldén 1% ® 4

Los calios se incubaron durante 14 dias en los medios de enverdecimiento en
una disposicién " en capa ". Fotoperiodo 18h luz/6h obscuridad, 120pE.m+1.seg!,
temperatura de 26+1°C. Grupo control y callo blancoc€® y e: Tratamlentos
experimentales ( ver figura 8).
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10.92p9.g-1peso fresco respectivamente a los 14 dias de fotoperiodo ( ver tabla
4),

En el caso de la variedad Tuxpefio el nivel para los mismos tratamientos y bajo
las mismas condiciones fué de 5.90ug.g, 6.63pg.9, 10.82pg.g'peso fresco

respectivamente ( vertabla 5 ),

Los tratarnientos de: sacarosa 2%, sacarosa 1% + lactosa 1%, lactosa 2% y
sacarosa 1% + almidén 1%, solo se probaron con la variedad VS-22 y los
niveles de clorofila total de todos estos tratamientos a los 14 dfas de fotoperiodo
y sin COz fué de 2.04pg.g", 5.17pg.g", 5.28ug.g' y 8.38ug.g" peso fresco
respectivamente. En la tabla 4 se presentan los resultados de cada uno de estos
tratamientos, sefialando la cantidad de clorofila ay b encontrada por ug /g

peso fresco.

Los cultivos a los que se les suministro CO2 al 3% fueron:almidén 2%, glucosa
1% y almidén 1% en el caso de la varledad VS-22 donde los niveles de clorofila
total registrados fueron 9.68ug.g-f, 10.42pg.9%, 11.32u9.9°!, respectivamente de
peso fresco. La tabla 8 musstra los resultados obtenidos en cada uno de estos
tratamientos. El nivel de clorofila total en los tratamientos: almidén 2%, glucosa
1% y almidén 1% de la variedad Tuxpefio con CO2fué de 8.66ug.g", 9.64g.9'y
11.129.g-! peso fresco (vertabla 7).

La grafica 2 muestra el efecto de la fuente de carbono sobre la sintesis de
clorofila total en ambas variedades de malz (var. VS-22 y Tuxpefio ) y la grafica
3 el efecto del CO2 y la fuente de carbono sobre la sintesis de clorofita total

también en ambas variedades ya mencionadas.
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- Tabla 4. Efecto de la fuente de carbono sobre la sintesis de clorofila en cultivos
de callos de maiz ( var, VS-22).

Clorofilaa | Clorofila b alb Clorofila total

Fuente de carbono Volgpesofiescs | gl gpasotesco | g/gpesolimicn | g/ g pesofresco
Sacarosa 2% <¢8 1.0640.2 | 0.98:0.4 | 1.07£0.3 2.040.3
Sacarosa 1% Lactosa 1% ® [ 3.3720.2 1.80£0.4 | 1.8840.3 5.17£0.2
Lactosa 2% ® 3.50:04 { 1.78:0.5 | 1.9740.4 5.2840.3
Sacarosa 1% Almidén 1% ¢ | 5.4010.3 2.98+0.2 | 1.82#0.3 8.38+0.4
Almidon 2% ¢ 562102 | 2.90:0.1 | 1.9410.3 8.5240.2
Glucosa 1% 6.710.1 3.1840.3 2.110.2 0.9040.3
Almidén 1% ¢ 752102 | 3.40:0.3 | 2.2240.3 10.9240.3

Los callos se incubaron durante 14 dias en los medios de enverdecimiento en
una disposicién " en capa ". Fotoperiodo 18h luz / 6h obscuridad, 120pE.m-.seg",
temperatura de 2611°C. Grupo control y callo blancos€® ye. Tratamientos
experimentales. Las muestras se analizaron estadlsticamente por desviaclon

estandar. Cada experimento se repitio tres veces.

Tabla §. Efecto de la fuente de carbono sobre la sintesis de clorofila en cultivos
de callos de maiz { var. Tuxpefio ).

Clorofilaa | Clorofilab alb Clorofila total
Fuente do carbono | #W/emsotie | Wigpwoime | a/gpofeic | pafgpatoimico
Almidén 2% * 3.60+0.3 2.30£0.4 1.574¢0.3 5.9040.2
Glucosa 1% 4.05£0.4 248105 | 1.6410.3 6.63£0.3
Almidén 1% ® 6.68+0.3 3.960.4 1.7410.2 10.8240.5

Los callos se incubaron durante 14 dias en los medios de enverdecimiento en
una disposicién " en capa ". Fotoperiodo 18h luz / 6h obscuridad, 120pE.m-seg’,
temperatura de 2611°C. Grupo control y callo blancosC y e Tratamientos
experimentales. Las muestras se analizaron estadlsticamente por desviacién

estandar. Cada experimento se repitio tres veces.
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Tabla 6. Efecto de la fuente de carbono y COz sobre la sintesis de clorofila total
en cultivos de callos de maiz { var. VS-22).

Clorofilaa { Clorofilab alb Clorofila total
. Fuente de carbono g/ g pesotrasco ¥g /g peso fresco g/ g pesatrasco K/ g peso fresco

Almidén 2% ¢ 6.2210.6 3.47+04 1.8010.5 9.6940.3

Glucosa 1% ® 6.7210.5 3.70+0.3 1.8210.4 10.4240.2

Almiddn 1% e 7.8710.2 3.45£04 | 2.20+0.4 11.3240.1

Los callos se incubaron durante 14 dias en los medios de enverdecimiento en
una disposicién " en capa ". Fatoperiodo 18h luz/6h obscuridad, 120pE.m-.seg?,
temperatura de 26+1°C. Grupo control y callo blancos€8 y e: Tratamientos
experimentales. Las muestras se analizaron estadisticamente por desviacién
estandar. Las muestras se analizaron estadisticamente por desviacién estandar,

Cada experimento se repitio tres veces.

Tabla 7. Efecto de la fuente de carbono y CO2 sobre la sintesis de clorofila total
en cultivos de callos de malz { var, Tuxpefio ).

Clorofila a { Clorofila b alb Clorofila total
Fuente de carbono 41/ g peso fresco 1979 peso fresco Vg /9 pesofresco vo g peeo fresco

Almiddn 2% ¢ 5.3540.3 331203 1.6240.4 8.66810.5

Glucosa 1% ¢ 6.2810.3 3.3610.4 1.6210.5 9.6410.5

Almidén 1% ¢ 7.3240.2 3.8010.3 1.6310.4 11.1280.4

Los callos se incubaron durante 14 dias en los medios de enverdecimiento en
una disposicién " en capa ". Fotoperiodo 18h luz/6h obscuridad, 120pE.m.seg!,
temperatura de 26+1°C. Grupo control y callo blancott8 y s Tratamientos
experimentales. Las muestras se analizaron estadisticamente por desviacién

estandar. Cada experimento se repitio tres veces.
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I Clorofila total ug/g peso fresco l

Gréfica 2.Comparacién del efecto de la fuente de carbono sobre la sintesis

de clorofila total en cultivos da callos de malz de las variedades VS-22 y
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Clorofila total

Gréfica 3. Comparacién de! efecto de la fuente de carbono y
suministro de CO, en la sintesis de clorofila total en cultivos

de malz ( var. VS-22 y Tuxpefio ).
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De acuerdo a las distintas fuentes de carbono que se utilizaron para inducir
enverdecimiento, se observé que el contenido de clorofilas fué mayor en los
cultivos de callos donde se usé almidén 1% y glucosa 1%, observandose un
ligero incremento de estos pigmentos usando las mismas fuentes de carbono
pero con la exposicién de los cultivos a una atmdsfera enriquecida con COz. Lo

anterior se puede observar en las gréafica 3
E.4. Efecto de la fuente de carbono y CO2en fa acumulacién de proteina.

Los rangos de proteina total cuantificada en los cultivos de callos de malz de la
variedad V8-22, donde tnicamente se varié la fuente de carbono se muestran en
la tabla 8. Los mismos cultivos de esta misma variedad expuestos a un ambiente
de CO2 presentaron rangos ligeramente mas elevados con respecto a los cultivos
mencionados. Los resultados de cada uno de los anteriores cultivos en cuanto a

la cuantificacién de proteina se presentan en la tabla 8.

En el caso de la varledad Tuxpeiio los valores de protefna total de los
tratamientos: almidén 2%, glucosa 1% y almidén 1% sin COz fué de
80.78ug.protelna.g1, 94.27ug.proteina.g-, 117.70ug.proteina.g de peso fresco
y el de los cultivos con los mismos aziicares pero con suministro de COz2 fué de
90.42ug de proteina g, 95.32g de protefna g-! y 122.43ug de proteina g-'peso

fresco ( ver tabla 9 ).

Se apreci6 un ligero aumento en el contenido de proteina en los cultivos tratados
con COz con respecto a los no tratados con este gas, aunque este incremento
fué poco significativo, lo qus indica que ambas variedades siguieron la misma

tendencia ( tablas 8y 9 ).
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Tabla 8. Efecto de la fuente de carbono y del COz2 sobre el contenido de proteina
en los cultivos de caflos de malz ( var, vVS-22 ),

Protelna total (sin COz) | Proteina total { con COz)
Fuente de carbono Hg ! g peso fresco 1o / g peso fresco

Sacarosa 2% ¢¢8 125.15+0.2 137.4540.3
Sacarosa 1% Lactosa 1% 139.3040.2 145.8940.4
Lactosa 2% ® 150.22+0.3 160.85+0.2
Sacarosa 1% Almidén 1%e 179.8910.3 182.2440.2

Almidén 2% © 190.90+0.6 198.7810.3
Glucosa 1% ¢ 198.72+0.5 220.5410.2
Almidén 1% ® 22476104 272,1540.2

Los callos se incubaron durante 14 dias en los medios de enverdecimiento en
una disposicién "en capa". Fotoperiodo 18h luz / 6h obscuridad, 120pE.m-!.seg?,
temperatura de 26+1°C. Grupo control y callo blancocCBy e Tratamientos
experimentales. las muestras se analizaron estad(sticamente por desviacién
estandar. Cada experimento se repitio tres veces.

Tabla 9. Efecto de la fuente de carbono y del suministro de COzsobre el
contenido de proteina en los cultives de callos de maliz { var. Tuxpefio ).

Proteina total {sin C0O2) | Proteina total ( con C02)
Fuente de carbono yg ! g peso fresco lig / g peso fresco
Almidén 2% ¢ 189.7810.3 190.4240.2
Glucosa 1% 190.2710.3 195.3210.4
Almidén 1% ® 220.70x04 23043105

Los callos se incubaron durante 14 dlas en los medios de enverdecimiento en
una disposicion “en capa”. Fotoperiodo 18h luz / 6h obscuridad, 120pE.m*.seg’,
temperatura de 26&1°C. Grupo control y callo blancotC8 y @ Tratamisntos
experimentales. Las muestras fueron analizadas estadisticamente por desviacion
estandar. Cada experimento se repitio tres veces.
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E.5. Presencia de Rubisco en cultivos de malz.
E.5.1. Dot - blot.

La presencia de Rubisco se detectd en todas tas muestras de cultivos donde se
varié la fuente de carbono y también en los cultivos donde se sumistré CO2
aungue no se obtuvé la misma intensidad de la mancha, al revelar la membrana

de nitrocelulosa.

Se observd una mayor intensidad en los cultivos de callos cuya fuente de
carbono fué: sacarosal% + almidén 1%, almidon 2%, glucosa1%, y almidén 1%
sin COz, siendo aln més intensa la mancha en los dos Ultimos tratamientos
mencionados ( ver figura 9 ). Se obluvé también que en estos mismos
tratamientos, pero ahora con la influencia extemna de CO2, la intensidad de la
mancha registrada por el anticuerpo contra la Rubisco fué ligeramente mayor con
respacto a los anteriores donde no se suministré CO2, Dentro de estos cultivos
se observé una mayor intensidad en los cultivos que contenian glucosa 1% y
almidén 1%. La figura 10 presenta la intensidad mostrada por los cultivos de

callos de maiz de la variedad VS-22, bajo la influencia de CO2.

Para lograr una referencia y apreciacion correcta de las intensidades de las
manchas que indican la presencia de Rubisco por Dot-blot, se usaron muestras
que sirvieron como control: control positivo extracto de licja de maiz y como
controles negativos BSA y callo blanco { CB ) de malz. El control positivo mostrd
manchas muy intensas, esto debido a la gran cantidad de proteina Rubisco que
presentan las hojas. Por otra parte, en el control negativo de BSA no se aprecié
ninguna reaccion positiva, debido a que es una protelna de origen animal y la

Rublsco es una protelna tipica de las plantas.
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Detaccién de Rubisco por Dot-blot. La figura muestra |z intensidad de cada una de las
manchas obtenidas de los tratamientos variando la fuente de carbono sin suministro de

CO2 ( var. VS-22),
DOT - 8LOT
i cs N
H A LLTY

3 c D € [] G

$IN/ €O,
VAR, V5-22

Figura 9. Dot- blot de cultivos de malz enverdacidos sin COz( var. VS-22 ). Los callos
se Incubaron durante 14 dias en los medics de enverdecimiento en una disposicién " en
capa ", Fotoperiodo 18h {uz / 6h cbscuridad, intensidad luminosa de 120uE.m?2. seg-y
temperatura de 2611°C. Las letras indican:

H= Contro! positivo de hofa de maiz.—15ug protelna.2yl
CB= ( A )= Control negativo de callo blanco de malz. —15pg protelna.2pl
BSA= Contro! nagativo de suero de alblimina de bovino. —15ug proteina.2y!.

A=CB=Sacarosa 2% — 15uq protelna.2ul
B= Sacarosa 1% + Lactosa 1% —15ug preteina.2yl
C= Lactosa 2% —15pg proteina.2ut
D= Sacarosa 1%+ Almiddn 1% —15pg proteina.2yl
E= Almidon 2% —15pg protelna.2pt
F= Glucosa 1% —15ug protelna.2p!
G= Almidén 1% —15pg protelna.2p!
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Deteccion de la protelna Rubisco por Dot-blot. La figura muestra la intensidad de cada
una de las manchas obtenidas de los tratamientos variando la fuente de carbono con
suministro de COz { var, VS-22).
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Figura 10. Dot- blot de cultivos de maiz enverdecidos con COz2( var, VS-22 ). Los
callos se Incubaron durante 14 dlas en los mediog de enverdecimiento en una
disposicién “ en capa " Fotoperiedo 18h tuz / 6h obscuridad, Intensidad luminosa de
1204E.m2, seg' y temperatura de 26+1°C, Las leiras indican:

H= Contro! positivo de hoja de maiz.—15yg protelna.2yi
CB= ( A )= Control negativo de callo blanco de malz. —15pg proteina.2yl
B8A= Control negativo de suero de albumina de bovino. —15ug protelna.2yl.

A=CB=Sacarosa 2% — 15yg proteina.2yl
B= Sacarvsa 1% + Lactosa 1% —15ug proteina.2yul
C= Lactosa 2% —15pg proteina.2ut
D= Sacarosa 1%+ Almidén 1% —15ug protelna.2pl
E= Almidén 2% —15pg protefna.2ul
F= Glucosa 1% —15pg protelna.2ul
G= Almidén 1% —15pg protefna.2p!
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En el caso del control negativo de callo blanco{ CB ) se observé una mancha
sumamente tenue apenas perceptible, esto indica la poca cantidad de Rubisco

en la muestra.

Las muestras fueron colocadas sobra la membrana de nitrocelulosa en alicuotas
de 2yl ( 20pg proteina. Zpl'1 ). La figura 9 muestra las distintas intensidades
adquiridas por los cultivos de callos de maiz, variando la fuente de carbono
organico de la variedad VS-22, asf como las de los controles. La figura 10
presenta la intensidad de las manchas en los cultivos tratados con las mismas
fuentes de carbono ya sefialadas, pero ahora con suministro externo de COz
(var,VS-22).

E.5.2, Western - blot.

Las muestras analizadas por Western-blot para detectar a la proteina Rubisco
en los cultivos de malz fueron: glucosa 1% sin COz aimidén 1% sin CO2 y
almidén 1% con CO2 ( var.Tuxpefio ). Todas estas muestras reaccionaron
positivamente con los anticuerpos especificos confra Rubisco, apreciandose
bandas menos intensas y mas delgadas, con respecto a las observadas en
los controles, lo que indica que la Rubisco sf se encuentra presente en las
muestras de los cultivos tratados con las fuentes de carbono mencionadas,
aunque no en la misma concentracion en todos los controles utilizados

(controles positivos: Rubisco purificada y extracto crudo de hoja).

La banda que mostrdé una mayor intensidad fué la correspondiente al
tratamiento de almidén 1% con COz, sigulendo en intensidad la de almidén 1%
sin COz2, la banda correspondiente al tratamiento de glucosa 1% sin COz fué

menos Intensa con respecto a las anteriores ( ver figura 11).

.
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Los controles positivos que se emplearon fueron Rubisco purificada ( 5ug
proteina. 5 pl'1 ) y extracto erudo de hoja ( 40 ug proteina.80pl-1 ). La banda del
primer control fué més intensa y mas gruesa que la segunda muestra control,
esto se explica porque el volumen muestra de hoja contiene otras proteinas
ademés de Rubisco, lo que reduce la concentracién de esta proteina en la
muestra, y por [o tanto el anticuerpo reacclona sobre una menor cantidad de
Rublsco dando como resultado una banda mds delgada y menos gruesa en

comparacién con la muestra de Rubisco purificada ( ver figura 11).

La figura 11 muestra el Western-Blot, donde se observan las distintas bandas de
los tres tratamientos ( glucosa 1% sin COz, aimidén 1% sin COz y almidén 1%

con COz ) asl como los controles,

E.8. Actividad enzimética de Rubisco en cultivos de malz.

Antes de realizar el ensayo enzimatico para medir actividad de Rubisco, se
precipitaron las muestras con PEG al 17% ( Vargas, 1982 ), esto con el fin de
concentrar la enzima y ampliar la posibilidad de encontrar actividad en las

muestras de los cultivos de callos de malz.

El cantrol poﬁﬁvo de hoja mostré actividad, la cual se incrementé con respecto
al tiempo. Al tiempo cero las cuentas por minuto registradas fueron: 1443.0 en
tanto que a los 15, 60, y 80 segundos las cuentas registradas por el contador de
centelleo fueron; 56 5470, 88 280.5, 107 471.0 cuentas por minuto (cpm)
respectivamente. Lo anterior indica la velocidad de fijacion de pmol“CO2 por

minuto catalizado por la cantidad de enzima presente en la muestra de hoja.
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Deteccién de Rubisco por Western-blot en cultivos de malz con y sin CO:

Flgura 11, Deteccién de [a proteina Rubiseo por Western-blot. La figura muestra
la intencidad de las bandas obtenidas en los distintos tratamientos variando ia
fuente de carbono, con y sin suministro de COz en los cultivos de callos de maiz
de la variedad Tuxpefto.

A= Marcadores moleculares — 10pl! protelna Splt
B= Control positivo: Rubisco purificada — 5l proteina Sl
C= Control positivo: extracto crudo de hoja — 80ul-! proteina 100t
G=Control negativo: suero de albtmina de bovino— 80pl- proteina $00pl

D= Almidén 4% con CO2— 80yl proteina 100ui-

E= Almidén 1% sin CO2 — 80pl protelna 100pi
F= Glucosa sin COz2 — 80yl proteina 100ul+
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La gréafica 4 muestra la actividad enzimatica de Rublsco encontrada en hejas de
malz ( var. Tuxpefio ). Las cuentas por minuto se expresan enumol €Oz / mg

de proteina .

En el caso de las muestras problema se detectd ligera actividad de Ia
enzima Rubisco en los cultivos de callos que contenlan almidén 1% sin CO2
( var.Tuxpefio ), registrandosé al tiempo cere 387.0 cpm, a los 15, 60, y 90
segundos de reaccibn se registraron 1436.50, 1695.00 y 2594.00 cpm,
respectivamente; esto indica que la Rubisco presente en la muestra tenia cierta
actividad, que aunque baja fué capaz de fijar e|“COz suministrado en el ensayo

enzimético ( ver grafica 5 ).

En las muestras de almidén 1% con COz y glucosa 1% sin CO2 no se registrd
actividad de la enzima Rubisco, de acuerdo a los resultados obtenidos en el Dot-
blot y Western-blot la Rubisco se encuentra presente aunque no en su forma

activa.
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GRAFICA 4. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE RUBISCO
EN HOJA DE MAIZ ( var. TUXPENO).
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GRAFICA 5. Actividad enzimética de Rubisco en cultivos

de callos de malz variedad Tuxpefio. .
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E.7. Anilisis histolégico de los cultivos de maiz.

Tratamiento con glucosa 1% sin COz

Los cultivos de callos de malz corespondientes al tratamiento de giucosa 1%
sin COz ( var. V8-22 ), bajo condiciones de fotoperiodo 18h luz / 6h obscuridad,
con una intensidad luminosa de 120 pE.m?seg! y a temperatura de 2621°C,
presentaron desarrollo de cloroplastos. Las caracteristicas de estos organelos
encontrados en este tratamiento fueron: presencia de granulos de almidén que
de acuerdo a la panoramica general del anélisis histdlogico por microscopla

electrénica iban de 3 a 10 granulos por cloroplasto.

También del andlisis total de la muestra algunos cloroplastos presentaban pocos
tilacoides aunque, habia otros que presentaban una cantidad regular de estos.
Por otra parte no se observ6 grana, en ninguna de las muestras anafizadas con

este tratamiento ( ver figura 12 ).

En el caso de este mismo tratamiento ( glucosa 1% sin CO:z ) pero de la
variedad Tuxpefio, los cloroplastos encontrados mostraron caracteristicas
similares a las de la variedad VS-22, siendo el nimero de granulos de 3 a 13 por
organelo, hablendo incluso algunos completamente saturados de almidén, los
tilacoides comparados con la variedad VS-22 mostraron una mayor
diferenciacién, siendo mas abundantes, engrosadas y no presentaron tantos

globulos lipidicos ( Figura 13).
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Tratamiento de almidén 1% sin CO2

El anélisis histélogico por microscopla electronica en los tratamiento de almidén
1% sin CO:2 de la variedad VS-22 revelé [a presencia de cloroplastos con las
siguientes caracteristicas: de acuerdo a la observacién total de la muestra, los
cloroplastos no contenian grdnulos de almidén, aunque algunos si los
presentaron, sisndo estos muy pequefios y con forma de esferas dentro del
organelo. Los tilacoides en esta muestra se encontraban distribuidos en forma
dispersa sobre la superficie del estroma y en poca cantidad. No se observé la
presencia de grana, aunque sf una ligera tendencia a formarse, ya que algunos
tilacoides presentaban un cierto agrupamiento, esto se puede apreciar sl se

observa con detenimiento la figura 14.

Ofra caracteristica que se observé fué la presencia de glébulos lipidicas en casl
todos de cloroplastos de la muestra, ( Figura 14 ). En cuanto a las caracteristicas
de los cloroplastos observados en las muestras de los cultivos correspondientes
al tratamiento de almidén 1% sin COz pero de la variedad Tuxpefio, se aprecid
que en estos organelos los tilacoides se encontraban en una cantidad regular y
no totalmente bien distribuidos en el estroma, apreciandosé en algunas partes de
los cloroplastos la presencia de grana y muy pocos gldbulos lipidicos. La figura

15 muestra algunas de estas caracteristicas mencionadas.
Tratamiento de almidén 1% con COz,

En el caso de los cultivos de callos de maiz de la variedad VS-22, cuya fuente de
carbono fué almidén 1% con suministro externo de CQO2 y bajo las mismas
condiciones de los tratamientos anteriores, se encontraron cloroplastos que

presentaban tilacoides bien diferenclados y distribuidos sobre la superficie del
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estroma del organelo. Otro aspecto importante que se observé fué la presencia

de ciertas regiones que contenlan grana aunque no bien desarrollada.

Por otra parte se aprecié también |a presencia de una cantidad regular de
glébulos lipidicos distribuidos sobre toda la superficie del cloroplasto{ Figura
18).

Los cloroplastos encontrados en la variedad Tuxpefio con almidon 1% y con
COz, presentaron gran cantidad de tilacoides que cubrfan toda el area del
estroma del cloroplasto, los tilacoides presentaban ligeros engrosamientos en
determinadas zonas y otras mas delgadas esto se puede apreciar si se observa

con detenimiento las figuras 17 y 18.

Cabe sefialar que en todos los tratamientos mencionados se aprecio gran
actividad celular, presentando nurnerosos ribosomas, mitocondrias, reticulo
endoplasmatico rugoso, aparato de Golgl, e incluso el nicleo celular, Un caso
especial de estd muestra ( almidén 1% con CO:2 var. Tuxpeflo ) fué la
presencia de un cloroplasto muy diferente a los observados en la generalidad de
la muestra e inclusd a todas las demés muestras de los distintos tratamientos

sefialados, { Figura 18).
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Figura 12. El cloroplasto { X560 000 ) que se observa corresponde al tratamiento de
glucosa 1% ( var, V§-22 ) sin suministro de CO2. Las condiciones de incubacién fueron
14 dias de fotoperiods 18h luz / 6h obscuridad 120pE.m-2.seg. 26+1°C. Observandosé
los grandes granulos de almidén. Las letras indican; (A) granllos de almidén, (C)
citoplasma, ( E ) estroma, (M) mitocondria, (PC) pared celular, (REG) reticulo
endopldsmico rugoso ( R } ribosoma, ( T} tilacoldes.
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Figura 13. Cloroplasto observado en cultivos de callos de malz { var. Tuxpefio ) con
glucosa 1% sin CO2, El cloroplasto presenta gran cantidad de grénulos de almidén no
sé observa grana aungue si tilacoides bien diferenclados. Los cultivos se Incubaron 14
dias en fotoperiodo 14 dias de fotoperiodo 18h luz / 6h obscuridad y a una intencidad
luminosa de 120pE.m"2seg. 2641°C. Observandosé (o5 grandes granulos de almidén.
Las letras indican: (A) granUlos de aimiddn, (C) citoplasma, ( E } estroma, (M)
mitocondria, (PC) pared celular, (R ) ribosoma, T ) tilacoides, (GL) globtlo lipidico.
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Figura 14, Cloroplasto ( 156 000X ) encontrado en cultivos de callos de maiz{ var. VS-
22 ) con almiddn 1% sin suministro de CO2. Los cultivos se incubaron durante 14 dias
con fotoperiodo de 18h luz/6h obscuridad con una intensidad luminosa de 120pE.m”
1.8eg™ y a una temperatura de 26+1°C. Observesé los grandes granulos do almidén.
Las tetras indican (C) citoplasma, {E) estroma, (M) mitocondria, (PC), (T} lilacoide, (GL)
globdlo Iipidico. Los puntos que se observan disperses en el citoplasma son ribosomas.
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Flgura 15. La fotomicrografia corresponde al tratamiento dealmidén 1% con suministro
de COz de cultivos de malz variedad VS-22. El cloroplasto presenta formacién de grana
aunque no muy predominante. Notesé los globtlos Ilpidicos que aparecen como puntos
negros dentro del cloroplasto. (C) citoplasma, (E) estroma, (M) mitocondria, (PC) pared
celular, (G) grana, (T) tilacoide, (GL) globllo lipldico, (R) ribosoma. Los puntos que se
observan dispersos en el citopiasma son ribosomas. { 15 000X )
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Flgura 16, La fotomicrograffa muestra un cloroplasto ( 15 000X ) encontrado en cultivos
de callos de la variedad Tuxpeiio cultivados con almiddén 1% sin CO: se puede
apreciar los tilacoides que ocupan la parte central del estroma del cloroplasto no se
observa grana ni formacion do granulos de almidon. Notesé la gran cantidad de
rbosomas en el citoplasma. Las letras indican (C) citoplasma, (E) estroma, (M)
mitocondria, (PC) pared celular, (T) tilacolde, (GL) globdle (ipidico, (R) ribosoma, (REG)
reticulo endoplasmatico rugoso. Los puntos que se observan dispersos en el citoplasma
son ribosomas.
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Figura 17. Los cloroplastos { 15 000X ) que se observan corresponden a cultivos de
malz incubados en aimldén 1% con COz( var. Tuxpafio }. Nolesé ia gran cantidad de
globulos lipidicos entre los tilacoides. Observé también las mitocondrias y la gran
cantidad de ribosomas en las tres células que se apracian en la muestra. Las letras
indican: (C) citoplasma, (E) estroma, (M) mitocondria, (PC) pared celular, (T) tilacoide,
(GL) globalo lipidico, (REG) reticulo endopldsmatico rugoso. Los puntos que se
encuentran dispersos en [as células son ribosomas.
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SUEN

Flgura 18. La fotomicregrafia muestra tres cloroplastos encontrados en cultivos de
callos de mafz de la varledad Tuxpefio, incubados en almidén 1% y suministro extermno
de CO: Los cloroplastos presenian abundantes tilacoides que cubren casl todo el
astroma del organelo. Observesé los grandes granulos de almiddn. Las letras indican:
{C) citoplasma, (E) estroma, (M) mitocondra, (PC) pared celular, (T) tilacolde, {GL)
globdio lipidico. Los puntos que se encuentran dispsrsos en las células son ribosomas.
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Figura 19. La fotomicrografta muestra dos tipos de cloroplastos { 20 000X ) do

en los cultivos de callos de malz ( var, VS-22 ) incubados con almidén 1% y COz.
Observesé las mitocondrias y la gran cantidad de ribosomas en el citoplasma de las
célula, (C) citoplasma, (E) estroma, (M) mitocondria, (PC) pared celular, (T) tilacolde,
{GL) globdilo lipidico, (R) ribosoma.
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F. DISCUSION.

Los primeros experimentos que se realizaron para inducir enverdecimiento en los
cultivos de callos de maiz de las variedades VS-22 y Tuxpefio fueron
exploratorios para determinar las mejores condiciones de induccién del proceso

de biogénesis de! cloroplasto.

Las pruebas se realizaron iniclalmente con cultivos de la variedad VS-22
en los cuales se emplearon distintas fuentes de carbono, haciéndose
previamente una evaluacién de los azicares y concentraciones a utilizar,
ya que el tipo de carbono y su cantidad son factores que determinan el
desarrollo de cloroplastos, sintesis de clorofila y el proceso fotosintético en
general ( Widholm, 1892 ). ’

Las mejores condiciones de enverdecimiento obtenidas con la variedad VS-22
se probaron con éxito en los cultivos de callos de la variedad Tuxpefio, la cual ya
habla sido Investigada por Solis y colaboradores (1889 ). Esto suglere que el
genotipo de la planta no es tan Importante como las condiciones que induzcen un
balance metabélico adecuado para permitir el establecimiento del proceso de

biogénesis del cloroplasto.

En el caso de los reguladores de crecimiento que se adicionaron a los medios de
cultivo fueron citocininas ( BAP y cinetina ), éstas son compuestos que estimulan
aparentemente el desarrollo de cloroplastos induciendo la sintesis demRNA
que codifica para protelnas de estos organelos fotosintéticos ( Flores y Tobin,
1986 ); ademés de que incrementan los niveles de clorofila y el nimero de
cloroplastos pér célula; asi como el desarrollo gradual de tilacoides ( Kumar et al
., 1984).
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Aqul tales factores se mantuvieron constantes en todos los sistemas en
concentraciones optimas previamente definidas ( Solis et al. , 1989 ) ya que a
finalidad de esté trabajo fué conocer el efecto de la fuente de carbono sobre el

enverdecimiento en el praceso de biogénesis del cloroplasto.

Inicialmente en los cultivos de la variedad VS-22 se us6 como fuente de carbono
sacarosa a distintos porcentajes, utilizando como control cultivos de sacarosa
2%; con estos cultivos se obtuvieron los niveles mas bajos de clorofila total.
Los demas cultivos incubados con adicion de estd misma azicar en el medio
( sacarora 1% + lactosa 1% y sacarosa 1% + almidén 1% ) mostraron también
bajos niveles en relacién al contenido de clorofilas totales pero mayores con
respecto a [a sacarosa al 2%. De estos sistemas de cultivo mencionados el que
mostré un nivel alto de clorofila total fué el de sacarosa 1% + almidén 1%
presentando incluso valores mas altos con respecto a los medios de cultivo que
contenlan lactosa ( tabla 4 ). Dicho sistema de cultivo mostré buenas
posibilidades de inducir enverdecimiento en los callos de mafz. Se ha
reportado que altas concentraciones de sacaresa inhiben la acumulacién de
clorofila { Widholm,1992 ).

La Rosa y colaboradores ( 1884 ) mostraron que concentraciones de sacarosa en
porcentajes de 0.75 a 2.5% inhiben la acumulacién de estos pigmentos
fotosintélicos en cultivos de papa, e incluso la actividad enzimatica de PEPcasa y
Rubisco. Neummann y Raafat ( 1973 ) mostraron también un decremento en
el contenido de clorofila al adicionar sacarosa a cultivos de zanahoria,

indicando lo mismo Edelman y Hanson ( 1871 ) en este mismo tipo de cultivos.
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Vargas, ( 1992 ), reporté en cultivos de malz el usd de sacarosa 3 y 2%
obteniendo mejores resultados con sacarosa 2%, dicha concentracién favorecié
la acumulacién de clorofilas e incluso la presencia de Rubisco; por otra parte esta
misma concentracién de sacarosa se usé como control en este trabajo como ya
se indicé, los resultados obtenidos a pesar de cuantificar ta clorofila y detectar a
la Rubisco no fueron muy favorables al menos en comparacion a otras fuentes
de carbono utilizadas. Cabe sedalar que las condiciones generales usadas para
el establecimiento de los cultivos por Vargas, (1992}, y por Solis y colaboradores
{ 1989 ) fueron diferentes a los que se manejaron en el presente estudio,
independientemente de la concentracién y del tipo de aziicar empleado.

Otro de los experimentos con la variedad V§-22, lo constituyd el uso de
lactosa en el medio, estableciéndose dos sistemas de cultivo con este
disacarido ( sacarosa 1% + lactosa1% y lactosa 2% ). Los resultados mostraron
una mayor cantidad de clorofila asf como mayor intensidad de la sefial de
Rubisco detectada por el sistema de Dot-blot , en los sistemas que contenfan
lactosa 2% ( tabla 4 y figura 8 ). Sheen, ( 1990 ) ha reportado que la lactosa no
inhibe la expresion de ciertos promotores de genes de protefnas fotosintéticas, lo
que significa que dependiendo de la protelna fotosintética de que se trate, este
disacarido puede originar una inhibicién diferencial sobre la expresién de los
promotores de genes respectivos. En el caso de la sacarosa esta si inhibe la
expresion de ciertos promotores de genes para protelnas fotosintéticas ( Sheen,
1980 ).
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En las varledades V§8-22 y Tuxpefio se usé glucosa 1% para promover
enverdecimiento en cultivos de malz; el uso de esta fuente de carbono fué
reportada por Lavergne y colaboradores ( 1882 ) como exitosa para promover
enverdecimiento en callos de malz provenientes de nédulos ( zona entre
mesacdtilo y epicdtilo ). Con la utilizacién de glucosa en e! medio se obtuvieron
los niveles més altos de clorofila sin mencionar hasta ahora el uso de almidén
1% que se discutird mas adelante. Ademas de glucosa también se adicioné CO2
al 3% para tratar de promover aun mas el enverdecimiento y conocer su efecto
sobre este proceso en los cultivos. Se establecieron dos sistemas
experimentales con glucosa: cultivos incubados en un ambiente enriquecido con
CO:2 al 3% y otro incubado sln este gas. Muchos cuitivos fotoautotréficos y
algunos pocos fotomixotréficos son Incubados bajo la influencia de una
atmésfera enriquecida con COz ya que los primeros carecen generalmente de la
adicién de alguna fuente de carbono (La Rosaet al ., 1884; Nagai et al., 1989
y Widholm, 1982 ).

Los callos de la variedad VS-22 con glucosa 1% que no se incubaron con COz
mostraron valores menores de clorofila total con respecto a los que si se
Incubaron con este gas ( tabla 4 y 5 ). En el caso de la variedadTuxpefio estos
presentaron resultados similares, menor cantidad de clorofila total en cultivos no
expuestos al CO2 en comparacion a los que se expusieron a este ambiente rico
en CO2 ( tablas 8 y 7). Los andlisis semicuantitativos por Dot-blot y Wester-blot
fueron positivos en los tratatamientos con suministro de COz2y sin CO:z lo
que indico fa presencia de Rubisco en los callos en ambas variedades ( Figuras

8,10y 11).
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En lo que respecta a los cloroplastos encontrados en estos cultivos (var.v§-22y
Tuxpeiio ) tratados con glucosa1% ( con COz y sin CO2 ) estos mostraron una
caracteristica predominante, la acumulacién de grandes granulos de almidén,
aparte de la carencia de grana. Los niveles obtenidos de las proporciones de
clorofilas a /b para VS-22 (tabla4y5) y Tuxpeiio ( tabla 8 y 7) indican
valores cercanos a los registrados para cloroplastos del meséfilo, sin embargo
las caracteristicas de estos muestran méas parecido con cloroplastos de la vaina
del haz ( Figuras 12y 13 ) que carecen de grana y presentan almacenamiento de
almidén , esto debido probablemente a que no han alcanzado su madurez total, y
el desarrollo de grana se ha visto afectado o también quiza al hecho de que la
acumulacién de clorofila esté limitada en el sistema impidiendo la formacion de
grana ( Mohr, 1977).

L'avergne y colaboradores, (1992) encontraron en sus cultivos de malz incubados
con glucosa 1% un solo tibo de cloroplastos, los cuales mostraron caracteristicas
de tipo meséfilo, observando cloroplastos que careclan de almidon y otros con
granulos de esté polisacarido. Los niveles de clorofila en contrados por
Lavergne colaboradores, ( 1992 ) son similares a los reportados en este trabajo,
asi como a los encontrados en cultivos fotomixotréficos por Yamada, (1985) en
plantas C3 y por Kennedy y colaboradores, ( 1977 ); Seeni y Gnanam, (1983 ) en
plantas C4 .

Con la adicion de almidén 1% en los medios de cultivo de las variedadesVS-22
y Tuxpeilo se logré enverdecer gran parte de las superficies de los callos de
malz, dispuestos " en capa " de ambas variedades. El uso de este polisacérido

ha sido reportado por Hom et al. , (1983), en cultivos fotomixotréficos de un
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hibrido N, tabacum y N. glutinosa, y por Ranch y Giles ( 1980 ) que lo han
usado en una concentracién de 3% en cultivos de callos de Datura innoxia;

ademds de Blair etal ., (1988) y Xuetal ., (1988).

Aparte del uso de almidén 1% en el sistema se suministré CO2, estableciéndose
cultivos Incubados en un ambiente rico en COz y otros cultivos sin fa influencia
de esté gas. En la variedad VS-22 ambos sistemas de cultivo ( almidén 1% con
CO2 y almidén 1% sin COz ) mostraron los valores mas altos de clorofilas totales
asl como de la proporelén a / b de estos pigmentos fotosintéticos ( tablas 4y 5 ),
de todas las demas fuentes de carbono utilizadas para promover el
enverdecimiento durante el proceso de biogénesis del cloroplasto. La diferencia
entre el uso y no uso de COz entre ambos tipos de cultivo fué muy poca, siendo
ligeramente mas elevados los rangos de clorofilas totales en los callos crecidos

con COa.

El andlisis de Dot - blot para la Rubisco en estos cultivos resulté positivo siendo
las sefiales pan"a ambos tipos de varledades bastante marcadas ( figuras 8 y
10 ) lo que indicarfa una mayor cantidad de esta protelna con respecto a los
otros sistemas de cultivo con fuente de carbono distintas al aimidén. Una de las
preguntas que surge de todo esto es como el almiddn es asimilado por las
células de los callos de maiz y su efecto sobre el contenido de clorofila en los

cultivos durante el proceso de enverdecimiento.

De acuerdo a la literatura, el uso de almidén para inducir crecimiento genera esté
proceso lentamente, observandose por ofro lado la acumulacion rapida de
clorofila ( Blair et al . , 1988; Xu et al . , 1988 ), Esto sugiere una posible
degradacién paulatina del almidén, por la liberacién tal vez de enzimas

hidroliticas al medio, que proporciona energia limitada al cultivo permitiendo la
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acumulacién de clorofila y no su inhibicién ( Blair et at . , 1988; Xu et al . ,
1988 ). Esto es una posible explicacién aunque no se conoce con certeza el

efecto del almidén en dichos procesos.

Pbr otra parte [os cloroplastos encontrados en estos cultivos ( var. VS-22 ) de
acuerdo al andlisis de microscopla electrénica, muestran caracteristicas
morfolégicas similares a los cloroplastos del mesdfilo. Los cloroplastos
encontrados en los cultivos que tenian Unicamente almidén 1% sin CO:
muestran muy poca cantidad de grana ( Figuras 14 ), en tanto que los
incubados en almidén 1% con suministro de CO2 ( var. VS-22 ) presehtan més
cantidad de grana ( Figura 15 ). Las proporciones de clorofilas encontradas en
ambos cultivos son cercanas a las que se encuentran en cloroplastos del

meséfilo ( Arntzen y Briantais 1975, Kanai y Edwards 1973 ),

En lo que respecta a los cultivos con almidén 2% ( graficas 2,3 y tablas 8,9 )
mostraron valores de clorofilas y proteinas totales menores, con respecto a
cultives que contenlan un porcentaje menor de almidén { almidén 1% ), incluse la
sefial para Rublisco por Dot-blot { Figuras 8 y 10 ) fué también menos intensa
con respecto a los callos cultivados en almidén 1%, lo cual indicaria
probablemente que porcentajes altos de almidon en el sistema, inhiben el
contenido .de clorofila por acumulacién de disacéridos formados por la
degradacién de almidén ya que posiblemente cuando la concentracién es alta de
esté polisacarido ( almidén } la velocidad de asimilaclén y degradacién es baja
permitiendo que se acumulen los disacaridos e inhiban de alguna manera la
formacién de clorofila en los cultivos. Este mismo cultivo ( almidén 2% ) en
comparaclén con medios que contenian sacarosa y lactosa mostrd niveles més

altos.
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Por otra parte, en lo que respecta a cultivos de la variedadTuxpefio incubados
también con almidon 1% sin CO2 y almidén con CQz ambos mostraron
resultades similares a los de la variedad V8-22, en cuanto a los pardmetros
evaluados anteriormente ( tabla 6 y 7 ), observandosé sin embargo, en esta

variedad { Tuxpefio } un enverdecimiento mis homogéneo.

En el caso de los cloroplastos observados en la variedadTuxpefio ( Figura 16,17
y 18 ) y en ambos tipos de cultivos { almidén 1% con COz y almidén 1% sin COz )
las caracterfsticas morfoldgicas que presentan son similares a tos cloroplastos
de la vaina del haz, sin embargo, en fo que respecta a la proporcién de clorofila
a ] b no corresponde a este tipo de cloroplastos. En este trabajo no se hicleren
estudios acerca del desarrollo de anatomia*tipo Kranz, caracteristica que
correlaciona el origen de estos cloroplastos y el metabolismo del carbono
~ fotosintético de los mismos. En trabajos reafizados sobre la hiogénesis de
cloroplastos en la vardedad Tuxpefio se ha reporttado fa presencia de
cloroplastos del tipo de la vaina del haz, sin embargo, en dichos estudios no
ohservaron la presencia de la anatomia fipo Kranz, en ninguno de fos estadios
de enverdecimianto de los callos de malz ( Solis et al . ,1988 ). Roy y Kumar
{1989) obtuvleron resultados similares a fos anteriores en cuanto a la
uitraestructura de los cloroplastos formades en calios de malz, sin observar

también la presencia de anatomia Kranz.
La detecclén de Rubisco en ambos cultivos de esta variedad Tuxpefio ( aimidén

1% sin CO2 y almidén 1% con CO2 ) resultd positiva con el sistema de Wastern-

blot, mostrando mayor intensidad en fas sefiales de reconocimiente para la
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Rubisco los culfivos que fueron incubados en un ambiente de GOz lo que indica

una mayor cantidad de est4 proteina en los callos de malz ( Figura 11).

Comparando de manera general los resultados mostrados entre ambas
variedades ( var.v§-22 y Tuxpeflo ), bajo iguales condiciones de fuente de
carbono, hormonas, intensidad luminosa y 14 dias de fotoperiodo la variedad
VS-22 presenté los niveles mas altos de clorofilas totales e incluso el contenido
de protelna total fué mayor, con respecto a la variedad Tuxpefio, aunque tales
diferenclas fueron poco significativas, Por otra parte, el enverdecimiento en
VS-22 se aprecid en gran parte de la superficie del callo, pero no de manera
completaments homogenea; en contraste a los cultivos de la variedad Tuxpefio
donde el enverdecimiento presentd una distribucién mas homogenea. Los demas
paramétros evaluados entre ambas variedades mostraron poca diferencia entre
si. Por lo tanto debido a que las diferencias entre ambas variedades no fueron
muy significativas, presentando la misma tendencla en general en cuanto al
enverdecimiento durante el proceso de biogénesis del cloroplasto de los cultivos
de callos de malz, nuestros resultados indican que el genotipo al menos en estas

condiciones no tuvo influencia.

Tal vez las posibles causas de estas pocas diferencias en cuanto a la respuesta
al enverdecimiento de ambas variedades, serian atribuidas a las condiciones de
tratamiento y tiempo de almacenaje de las semillas de donde se tomaren los
explantes para induccir el callo ( Rubens; 1883 ). Con respecto al primer punto,
las semillas de la variedad VS-22 fueron tratadas comercialmente con un

fungicida a diferencla de las de Tuxpaeito que eran semlllas no tratadas
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El efecto de las distintas fuentes de carbono utilizadas sabre el contenido de
protelna total determinada en los sistemas de cultive de ambas variedades se
desconoce, asl también como el efecto del suministro de CO2; tal vez ambos
factores desencadenan procesos metabolicos relacionados con la sintesis de
proteinas, o con otras vias que se relacionan con la sintesis y degradacin de
azueares como fuente de energla; sin embargo dentro de los objetivos de este

trabajo, tales efectos no se contemplaron.

La Induccitn del caracter fotomixotréfico en las variedades VS-22 y Tuxpefio
que fué parte de uno de los objetivos principales de esté estudio, solo pudo
lograrse parciaimente en cultivos con almidén 1% sin CO2 Los valores
detectados mediante el ensayo enzimatico, indicaron actividad de Rubisco;
aungue el registro de tal actividad fué bajo ( grafica 5 ). Esto a pesar de que se
mostraron niveles de la proteina Rubisco significativamente altos en los cultives
(Flguras 9,10y 11).

Se conoce actualmente que la integracidn de las subunidades de la Rubisco en
forma de holoenzima activa requiere de la presencia en el cloroplasto de
protefnas flamadas chaperoninas { Ells y vander Vies, 1991 ), cuyo masa
molecular aproximada es de 60KD. Estas protelnas se unen a la subunidad
grande de Rubisco para mantenerla soluble y ayudar a su ensamblaje correcto
con ia subunidad pequefia, produciendo el complejo activo de la enzima Rubisco
( Ellis y vander Vies, 1991 ). Por otra parte se ha demostrado que la Rubisco
activasa, enzima especifica del cloroplasto, cataliza la activacién de fa
Rublisco invivo ( Salvuccietal., 19885 ). Esto. indicar(a que probablemente para

que hubiera actividad enzimética de Rubisco ¢ para que esta fuese mds svidente
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en los callos de malz se requeriria la presencia de estas protelnas en el sistema
durante el proceso de diferenclacién de cuya funcién dependerfa el ensamblaje
de fa Rubisco y la activacidn de la holoenzima. En el caso de la variedadV$-22

no sé hicieron ensayos enziméaticos para determinar la presencla de actividad
enzimética de Rubisco, sin embargo; de acuerdo a fa tendencia similar con la

variedad Tuxpefio se esperaria el mismo resultado.

En relacién al efecto de luz sobre el enverdecimiento en este trabajo se opté por
el uso de una intensidad luminosa de 120pE.m2,seg", ya que Intensidad igual a
osta y similares, se ha probado que inducen la formacién de cloroplastos
maduros, en distintos tipos de callos. En cultivos de callos de { espinaca )
Spinacla oleracea ( Dalton y Street, 1976 ), ( clavel ) Dianthus caryophylius
( Rabeille, 1988 ), { arbusto éscoses ) Cytusus scoparius ( Yamada y Sato,
1978 ), (malz ) Zea mays ( Aoyagiy Bassham, 1986 ), ( soya)Glycine max
(Glilotetal ., 1981),

El uso de distintas intensidades luminosas segln la literatura ha mostrado
buenos resultados en cuanto a la obtencién de cloroplastos maduros en algunas
especies ( Kennedy et al ., 1977; Aoyagl y Bassaham, 1986; Gillot et al . , 1691 )
lo que indicarla que la intensidad de la luz no seria un factor limitante para el
desarrollo de cloroplastos, slempre y cuando se sobrepase el umbral de

intensidad minimo para el desarrollo de estos organelos.
En cuanto a las condiciones de fotoperlodo y luz continua en éste estudio se optd

por el primero, ya que Vargas, (1892) reportd mejores resultados con régimen de

luz-obscuridad en cultivos de callos de malz variedad V§-22, Tanto los factores
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de Intensidad luminosa y fotoperfodo fueron condicionas constantes para ambas

variedade‘s de matfz ( var.VS-22 y Tuxpefio ), en todos los tratamientos.

El establecimiento del sistema de cultivos " en capa " para la induccién del
enverdecimiento de células de maiz in vitro fué reportado por Vargas, (1992 );
mismo sistema que se siguié en este trabajo para estudiar el efecto de la fuente
de carbono durante el proceso de biogénesis del cloroplasto. En otros reportes
sobre la induccion del enverdecimiento de cultivosin vitro en plantas C4, se ha
involucrado el manejo de callos en su forma irregular de crecimiento, lo que
favorece la formacién de zonas organogénicas ( Nabors et al ., 1982; Aoyagi y
Bassham,1986 ; Nelson y Langdale,1989 ; Solls et al . , 1989 ; Lavergne et al . ,
1992 )'.

Los resultados aqul mostrados revelan la utilidad de este sistema, ya que se
propicié enverdecimiento en ambas variedades de malz ( var.V§-22 y
Tuxpeiio ), y se minimiza la existencia simultanea de zonas no difsrenciadas,
zonas en proceso de diferenciacién y zonas enverdecidas;, ademéas de que
durante el proceso de enverdecimiento, la biogénesis de cloroplastos se pudo
apreciar tanto en las etapas iniciales de su formacién asl como etapas de
madurez de estos organelos fotosintéticos, en forma mas sincrénica que en
trahajos anterioros ( Sclls etal ., 1988 y Vargas 1992 ).
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G. CONCLUSIONES.

1.- Los callos incubados en medios que contenlan sacarosa como fuente de
carbono, mostraron los niveles més bajos en todos los pardmetros evaluados
durante el enverdecimiento, lo que confirma que esté aziicar esta inhibiendo la
sintesis de clorofila la cual es un factor importante en el proceso de

enverdecimiento de cultivos de callos.

2.- Las mejores condiclones que condujeron a la blogénesis del cloroplasto
fueron las siguientes: incubacién de callos en medio R2 con vitaminas de Green,
BAP 0.1ppm y cinetina 0.1ppm como hormonas, almidén 1% como fuente de
carbono, suministro de CO2 y 14 dias de fotoperiodo 18 horas luz / 6 horas

obscuridad a una intensidad luminosa de 120uE.m-2.seg".

3.- La glucosa { 1% ) Indujo enverdecimiento en los cultivos de callos
observandose formacién de cloroplastos del tipb de la vaina del haz con

acumulacién de grandes granulos de almidén.

4.- El establecimiento del caracter fotomixotréfico se logré parcialmente en los
callos incubados con almidén 1% sin suministro de CO2, debido a la baja
actividad de Rubisco.

5- La influencia del COz no fué determinante en la induccion del
enverdecimiento, sin embargo; aunado con las distintas fuentes de carbono
mostrd los niveles més altos de los pardmetros evaluados excepto actividad de

Rubisco.
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6.- La acumulacién de Rubisco en ambos cultivos se encuentra en niveles
suficientes para mostrar actividad pero parece requerir de otras protefnas para

lograr un correcto ensamblaje y / o activacién adecuada
7.- El uso de cultives " en capa " es un sistema que permitié el enverdecimiento

homogéneo de las células, lo cual lo hace propio para estudiar distintos eventos

de la biogénesis del cloroplasto.
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|. APENDICE.

Composicién de las soluclones stock del medio { MS ) de Murashige-
Skoog, (1962).

Concentracion final en
Solucién Composicién g.L el medio R ( mg.L-1).

A CaCl2.2H:0 44.0 440
B NH4NOs 16.5 825
KNO3 19.0 950

c Ki 0.083 0.83

CoClz2.6H20 0.0025 0.025

D KH2PQ. 17.0 170
HaBO3 0.62 6.2

Na:MoO4.2H20 0.025 0.25

E MgS04.7H20 18.5 185
MnSQ4.7H20 0.9457 9.45

CuS04.5H20 0.0012 0.012
ZnS04.7H20 0.43 4.3

F FeS04.7H20 2.784 27.8
EDTA.Na,2H20 3.726 37.2

G Inositol 10.0 100
H Ac.nicotinico 0.1 0.5
| Tiamina 0.2 1.0
J Piridoxina 0.1 0.5
K Glicina 1.0 2.0

Vitaminas de Green, ( Green and Phillips,1975 ).

Concentracién final en el
Solucién | Composicién ml.L medlo R ( mg.L)
H Ac. nicotinico 13 1.3
I Tiamina 1.25 0.25
J Piridoxina 2.5 0.5
K Glicina 7.7 7.7

Sustancias adicionales, ( Green and Phillips,1975 ).

Concentracion final en el
Sustancla gL mi.L medio R (mg.L)
Asparagina 2.23 100 223
Pantotenato 0.1 2.5 0.25
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PREPARACION DE MEDIO DE INDUCCION

MEDIOR4
Soluciones stock ml. L. medio-!
A 10
B 50
[ 10
D 10
E 10
F 10
G 10
H 5
| 6
J 5
K 2
Hidrolizado de caseina 200my
Sacarosa 3%
mepp 4ppm
Cinetina 0.01ppm
Fitagel 2.5g

11




PREPARACION DE MEDIO DE CRECIMIENTO

MEDIO R2
Soluciones stock ml. L. medio*!
A 10
B 50
Cc 10
D 10
E 10
F 10
G 10
H 5
| 5
J 5
K 2
Hidrolizado de caseina 200mg
Sacarosa 3%
mepp 2ppm
Cinetina 0.01ppm
Fitagel 2.5¢

11




Protocolo de medios
Experimento A

( Tratamiento con sacarosa 2% )

Iinduccion de callo

Medio R4

1a. Resiembra del callo

Medio R2
sacarosa 2%
cinetina 0.01ppm
mcpp 2 ppm

2a. Resiembra del callo

Medio de Pre-enverdecimiento
sacarosa 2%
clnetina 0.01ppm
24-D 0.5ppm

3a. Resiambra del callo

Medio de enverdecimlento
BAP 0.1ppm
cinetina 0.1 ppm
Sacarosa 2%

13




Experimento B

( Tratamiento con sacarosa 1% + lactosa 1% )

Induccién de callo

Medio R4

1a. Resiembra del callo

Medio R2

sacarosa 3%
cinetina 0.01ppm

mepp 2ppm
2a. Resiembra del callo

Medio de pre- enverdecimiento
sacarosa 1.5%
lactosa 0.5%
cinetina 0.01ppm
2,4-D 0.5ppm

3a. Resiembra del callo

Medio de enverdecimiento
cinetina 0.1
BAP 0.1 ppm
sacarosa 1% lactosa 1%
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Experimento C

{ Tratamiento con lactosa 2% )

Induccion de callo
Medio R4

1a. Resiembra de callo

Medio R2

sacarosa 3%
cinetina 0.01ppm
mcpp 2 ppm

2a, Resimbra dal callo

Modio de pre-snverdacimento
2-4,005ppm -
cinetina 0.01 ppm
sacarosa 0.5% lactosa 1.5 %

3a, Restembra del callo

Medio de enverdecimiento
cinetina 0.1ppm
BAP 0.1 ppm
Lactosa 2%
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Experimento D

{ Tratamiento con sacarosa 1% + aimidn 1% )

Induccion de callo
Medio R4
{a, Resiembra del callo
Medio R2
cinetina 0.01ppm
mepp 2 ppm
sacaross 3%
2a, Resiembra del callo
Medio de Pre-anverdecimtiento
2-4,D 0.05ppm
cinetina 0.1ppm
sacarosa 1.5 % almiddn 0.5%
3a. Reslembra del callo
Meadio de enverdecimiento
cinetina 0.1ppm

BAP 0.1 ppm
sacarosa 1% almlidén 1%
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Experimentos E

( Tratamiento con almidén 2% )

Induccién del callo
Medio R4
1a. Reslembra dsf callo
Medio R2
mcpp 2 ppm
cinetina 0.01ppm
sacarosa 3%
2a. Reslembra del callo
Medio do pre- enverdecimiento
2-4,D 0.5ppm
cinetina 0.01ppm
sacarosai% almidén 1%
3a. Reslambra del callo
Medio de enverdecimiento
cinetina 0.1ppm

BAP 0.1ppm
almidén 2%

17




Experimentos F

{ Tratamiento con Glucosa 1% )

Induccién de callo
Medio R4
1a. Resiembra del callo
Medio R2

mcpp 2ppm
cinetina 0.01ppm
sacarosa 3%

2a, Resiembra del callo

Medio de Pre-enverdecimianto
2-4, D 0.05ppm
cinetina 0.1ppm
vitaminas de Green
asparagina
pantotenato
sacarosa 2%

3a. Resiembra del callo

Medio de enverdecimiento
cinetina 0.1ppm
BAP 0.1ppm
vitaminas de Green
asparagina
pantotanato
glucosa 1%
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Experimentos G
( Tratamiento con aimidén 1% )
Induccién de callo

Medio R4

1a. Resfembra del callo
Medio R2

asparagina
mcpp 2ppm
cinetina 0.01ppm
sacarosa 3%

2a, Reslembra de! callo

Medio de Pre-enverdecimiento
2-4, D 0.05ppm
cinetina 0.1ppm

vitaminas de Green
asparagina
pantotenato
sacarosa 2%

3a. Reslembra del callo

Medlo de enverdecimlento
cinetina 0.1ppm
BAP 0.1ppm
vitaminas de Green
asparagina
pantotenato
Almidoén 1%
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