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A. RESUMEN. 

El objetivo principal de este trabajo consistió en establecer un cultivo de callos de 

malz ( Zea mays L • ) de las variedades VS-22 y Tuxpetlo que enverdeciera 

homogéneamente ( entendlendose por enverdeclmiento, la síntesis de clorofila; 

proceso que ocurre dentro del cloroplasto ) y adquiriera carácter fotomixotrófico. 

Investigaciones realizadas han demostrado que el tipo y concentración de 

azúcares juega un papel Importante en la formación del cloropiasto, contenido de 

clorofila y en general del proceso fotoslntétlco. 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 atmósfera rica en C02 al 3%. El 

modelo que se siguió fue el de " capa delgada " sistema que consistió en una 

distribución de tejido calloso geométricamente homogéneo sobre la superficie 

del medio de cultivo . 

El análisis bloqulmlco y de microscopia electrónica que se realizó consistió en 

la evaluación del contenido de clorofilas totales, proporción entre las 

clorofilas a I b, desarrollo ultraestructurai del cloroplasto durante el proceso 

de enverdecimiento, presencia y actividad enzimática de la proteína 

Rubisco ( Ribulosa bifosfato carboxiiasa-oxlgenasa ), a los 14 dlas de 

fotoperlodo 18 horas luz/ 6 horas obscuridad. 

Los resultados mostraron que la fuente de carbono que mejor contribuyó más 

significativamente al enverdeclmlento celular de los cultivos fue el almidón, 

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



la composición final del medio BAP 0.1ppm, cinetina 0.1ppm y almidón 1%, 

además del suministro de C02 al 3%. 

El sistema de cultivo " en capa ", constituyó un modelo adecuado para promover 

el enverdecimiento homogéneo y estudiar la biogénesls de cloroplastos en callos 

de malz; con dicho modelo se logró un buen desarrollo de cloroplastos desde sus 

fases iniciales hasta su estado maduro. As! mismo, se detectó la presencia y 

actividad enzimática de Rublsco aunque ésta última fue muy baja. Se analizaron 

las posibles causas de este fenómeno. 
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B. ANTECEDENTES. 

8.1. Importancia y función de la fotosíntesis • 

La fotoslntesis es el proceso por el cual la blósfera capta la energla radiante 

necesaria para la vida. La energla solar que recibe la tierra es del orden de 3 

x1Q24 julios ( J ) por año. La biósfera capta, mediante la fotoslntesis, sólo la 

milésima parte de esa energla o sea unos 3 x1021 J por ano. La foloslntesls 

permite a los organismos fotosintéticos captar la energla solar y transformarla en 

energla qulmlca la cual es utilizada para fijar bióxido de carbono (C02) de la 

atmósfera para sintetizar sustancias hidrocarbonadas, particularmente 

azúcares ( Hatch et al., 1981 ). 

Este proceso está acompañado por la producción de oxigeno. Priestley descubrió 

hace más de 200 años ( 1772 ) la propiedad de la fotoslntesls de generar 

oxigeno al observar que las plantas verdes eran capaces de restaurar el aire " 

consumido " por una vela ardiendo. Sus experimentos llamaron la atención del 

holandés Jan lngenhousz quien, años más tarde, realizó experimentos que lo 

llevaron a descubrir la función indispensable que la luz desempeña en la 

fotoslntesls. Poco después otro investigador, Jean Senebler, descubrió en 

Ginebra que el C02 generado por los animales estimula la generación de 

oxigeno por las plantas y la luz. Nicolás de Saussure determinó en 1804 que las 

plantas iluminadas ganaban peso al absorber agua durante el intercambio de 

C02 por oxigeno ( Stumpf et al., 19BO ). 
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Finalmente, otro producto de las reacciones fotoslntétlcas fue revelado por Julius 

Sachs en 1864, cuando observó la formación de granos de almidón en 

cloroplastos Iluminados, asl se pudo postular que los cloroplastos eran 

responsables de la fotoslntesis. Esta función de los cloroplastos fue 

elegantemente demostrada por Engelmann en 1894, al observar en su 

microscopio la atracción de bacterias móviles hacia los cloroplastos de un alga 

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

En 1930 Robert Hill observó la fotóllsls del agua por cloroplastos en ausencia de 

C02. La aplicación de los radioisótopos en la década del los 40 y, en especial, la 

disponibilidad de 14c permitió seguir la ruta del C02 en la fotoslntesis desde su 

fijación hasta la bloslntesls de carbohldratos, resumida por Melvln Calvln y otros 

Investigadores que han estudiado la fotoslntesls ( Gibbs et al . , 1979 ). Los 

logros en fotoslntesls han aumentado en grado tal que es imposible mencionar 

todos ellos. 

Los organismos no fotoslntétlcos dependen para subsistir de los fotoslntéticos, 

que mediante sustancias orgánicas les sirven de alimento y, por lo tanto, de 

fuente de energla. Las células obtienen la energla necesaria para sus procesos 

vitales al oxidar esas sustancias orgánicas durante la respiración celular. Este 

proceso es inverso de la fotoslntesls ( Hatch et al . , 1981 ). La energla libre de la 

respiración celular es utilizada en la slntesls de adenoslna-trifosfato (ATP). El 

C02 puede volver a ser fijado por la fotoslntesis, estimándose que el total fijado 

anualmente es de 200.000 millones de toneladas de carbono. Sola111ente la 

décima parte es fijada por las plantas terrestres; el resto lo fijan las algas y otros 

microorganismos fotoslntéticos ( Hatch et al. , 1981 ). 
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En el contexto alimenticio la fotosíntesis juega un papel importante ya que este 

proceso incide directamente en la productividad de las plantas. La relación de 

energla solar con respecto al rendimiento medio de la fotoslntesis en biomasa es 

aproximadamente de 1 %, esto varia dependiendo del tipo de planta ( Kirk et al . , 

1978 ). La eficiencia de una planta medida en términos de la fotoslntesis total, es 

la producción de biomasa, menos cualquier tipo de respiración 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 C02 atmosférico, asimilado durante la 

fotoslntesis, y solo entre 5 y 10 por ciento corresponde a minerales tomados del 

suelo y al nitrógeno captado por microorganismos capaces de sintetizarlo y 

proveérseio a Ja planta ( Kirk et al. , 1978 ). 

El hombre depende de Ja fotosíntesis no sólo para obtener su alimento, sino que 

un porcentaje considerable de Ja energla que utiliza está constituido por 

combustibles fósiles como: gas, petróleo y carbón, cuyo origen ha sido 

fotosintético ( Kirk et al . , 1978 ). Por lo anterior se comprende la 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 fotosintétlco está dividido en dos grandes etapas o fases 

conocidas como reacciones luminosas ( fotoqulmicas ) y reacciones obscuras 

( qulmicas ) de Ja fotoslntesis. En las reacciones dependientes de la luz, que 

definen a la fase luminosa, la energla electromagnética es capturadá por· un 

sistema especializado de pigmentos y utilizada para sintetizar ATP y 

NADPH ( Rao et al., 1981). 



En las reacciones de la fase obscura el ATP y el NADPH formados en la fase 

luminosa se utilizaron como fuente qulmica de energía y poder reductor 

respectivamente para convertir el C02 en carbohidratos. Estas reacciones 

comienzan en el estroma del cloroplasto y continúan en el citoplasma de la 

célula, denominándose reacciones obscuras porque, si bien utilizan ros productos 

de la fase luminosa, no requieren directamente luz ( Trebs, et al . , 1977 ). 

8.2. Aparato fotosintético. 

La capacidad de las plantas de utilizar energia solar para efectuar su 

metabolismo es posible gracias a la existencia del aparato fotosintético, el cual 

está unido a la membrana tilacoídal y consta de un sistema complejo: proteína -

clorofila a/ b, captador de luz ( LHCP ) y un sistema transductor de energía 

formado por Ja cadena transportadora de electrones acoplado al complejo 

H:l:ATPasa sintetasa (CF1·CFo). La transferencia de energla qulmlca, se 

realiza por medio de Ja enzima ribuíosa blfosfato carboxílasa ( RUBISCO ), 

enzima capaz de acoplar el sistema energético a la fijación neta del C02 

atmósferico y transformarlo en componentes orgánicos vitales para la 

planta ( Passlngham, 1960 ). El aparato fotosintético contiene pues, los 

componentes que absorben la luz y que catalizan Ja energía de las 

moléculas de los pigmentos excitados a una serie de reacciones qulmicas 

y enzimáticas ( Passingham, 1960 ). Engleman demostró que las clorofilas 

son los pigmentos responsables de la absorción lumlnica en la fotoslntesls, 

dentro de los cloroplastos ( Rao et ar. , 1961 ). 
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B.2.1.Estructura del cloroplasto. 

En las células eucariontes el proceso fotosintético se encuentra localizado en un 

orgánelo subcelular membranoso que es característico de las células vegetales: 

los cloroplastos ( figura 1 ). Tanto la forma que adopta este orgánulo, como el 

!amano y el número de ellos por célula, varia de una especie vegetal a otra ( Rao 

et al. , 1981 ). 

Los cloroplastos están separados del caoplasma por una envoltura continua 

constituida por una doble membrana: la membrana externa, que es muy 

permeable, y la membrana interna, cuya permeabllldad es selectiva y dentro de 

la cual se encuentran ciertas proteínas transportadoras. Entre los 

tran.sportadores el más Importante es el translocador de fosfato, que constituye 

casi un 20% de las protelnas 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, aminoácidos dlcarboxllicos y un 

Intercambio de ADP·ATP. Esta membrana participa, además, en el proceso de 

importación de proteínas cloroplásticas codificadas por el ácido 

desoxirribonucleico ( DNA nuclear ) y posee una ATPasa dependiente de Mg2• 

cuya función fisiológica no se conoce aún (Miyahl et al. , 1977). 

La membrana interna rodea a un gran espacio central llamado estroma que 

contiene numerosos sistemas enzimáticos, donde tiene lugar la fijación de 

bióxido de carbono (C02). En dicho espacio funciona un sistema genético 

completo diferente del nuclear que se encarga de la síntesis de unos cien 

pollpéptldos cloroplástlcos ( Miyahl et al. , 1977 ). 
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Figura 1. Mlcrografla electrónica de un cloroplasto con grana de una hoja de 

N/cotlana tabacum (tabaco ).Tomado de Esaú, 1965. 
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En el Interior de los cloroplastos se observa un tercer tipo de estructuras 

membranosas dispuestas en forma de sacos apianados o discos llamados 

tilacoides. Los tilacoides se apilan y constituyen estructuras mayores 

denominadas granas. El espacio interior o lumen de cada tilacolde se conecta a 

veces con el lumen de otros tilacoides, formándose de este modb un tercer 

compartimiento interno o espacio intratilacoidai, que está separado del estroma 

por la llamada membrana tilacoidal. 

En los tilacoldes tienen lugar las reacciones de la fase luminosa de la 

fotoslntesis ( Hatch et al . , 1981 ). En estas membranas la relación protelna

llpido es elevada; abundan los llpldos neutros, en especial galactollpidos y se 

encuentran los pigmentos que captan la energía solar, así como los complejos 

proteicos asociados a la clorofila en los centros de reacción, los 

componentes de la cadena transportadora de electrones que participan en 

la obtención de NADPH y los del complejo ATPasa capaz de catalizar la 

formación de ATP a partir de ADP ( adenosina - difosfato ) y Pi( Artzent et al . 

'1975 ). 

Las plantas C4 muestran un claro dimorfismo entre los cioropfastos de la vaina 

' vascular y los del mesófilo ( figura 2 ). Por lo general los cloroplastos del 

mesófilo no contienen gránulos de almidón sino grana bien desarrollada y 

presentan una característica estructura vesiculosa por. dobajo de la 

membrana exterior, que se denomina retlculo periférico. Los cloroplastos de 

la vaina vascular se hallan típicamente repletos de almidón y pueden 

presentar un desarrollo de grana variable ( Laetsch, 1971 ). Se ha encontrado 

que los cloroplastos carentes de grana se originan por degeneración de los 

grana en el curso del desarrollo del cioroplasto, como ocurre en la caña de 

azúcar ( Laetsch y Price, 1969 ). 
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Figura 2. Micrografla electr6nlca de cloroplastos de la hoja del malz (Zea m11ys) que 
muestra porciones de una célula del mes6filo ( Izquierda ) y una célula de la vaina del 
haz vascular ( derecha ). El cloroplasto del mes6filo posee muchos grana mientras que 
los cloroplastos de la vaina carecen de ellos. Tomada de Hall, 1982. 
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B.2.2. Estructura de la clorofila 

En el proceso fotosintético participan tres tipos de pigmentos distintos: clorofilas, 

carotenoides y ficobilinas. La función de estos pigmentos consiste en 

proporcionar a los organismos fotosintéticos un sistema eficiente para la 

absorción 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 

magneslo-porfirfnlco compuesto por un anillo ciclo pentanona (V) ( Barber, 1976 ). 

Los cuatro átomos de nitrogéno de los anillos pirrólicos están coordinados con 

un átomo de magnesio formando un complejo planar constituido por el alcohol 

fito!, que se encuentra esterificado a un residuo de propionato, sustltuyente de 

uno de los anillos plrróllcos (IV). Este alcohol de cadena larga, compuesto de 

cuatro unidades de !soprano, confiere a la molécula de clorofila la caracterlstlca 

de ser altamente hidrofóblca. La clorofilab difiere de la clorofila a (figura 3) en 

que contiene como sustituyente un grupo formllo(-CHO) en vez de metilo (-CH>) 

en el anillo pirrólico 11 ( Barber, 1976 ). 

La gran eficiencia de las clorofilas como receptores de luz se correlaciona con la 

presencia alternante de enlaces simples y dobles en su estructura. Las clorofilas 

presentan máximos de absorción en la región visible del espectro, pero difieren 

en sus espectros de absorción. Por ejemplo, la luz de 460nm no es 

apreciablemente absorbida por la clorofila a mientras que si puede ser captada 

por la clorofila b, completandosé de este modo la absorción de la luz Incidente. 

En la reglón del espectro comprendida entre 500 y 600nm la absorción de luz por 

las clorofilas es muy débil ( Barber, 1976 ). 
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CADENA FITOLITICA 

Figura 3. Estructura de las clorolllas a yb. La agrupación de los grupos-C=O unidos al 
anillo de porflrina dejan esa región hidroflllca; la cadena de fito! es fuertemente 
hldrof6blca. Nótese el sistema de enlaces sencillos y dobles alternados que rodean al 
anillo de porflrina. Los electrones extras Implicados en los enlaces no están restringidos 
a las posiciones en que se muestran, sino que se encuentran mlgratido alrededor del 
$lstema. Esta propiedad es la que hace que el compuesto absorba muy eficientemente 
la energla luminosa. Tomada de Barbar, 1976. 
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La clorofila a purificada disuelta en acetona presenta un máximo de absorción a 

663 nm; sin embargo, en células enteras, exhibe diferentes máximos de 

absorción ( 660, 670, 680, 685, 690, y 700-720 nm ). Estos máximos no Indican 

la existencia de distintas moléculas de clorofila a, sino reflejan diferentes estados 

de agregación de las moléculas de clorofila a o la unión de esta molécula a 

protelnas especificas ( Trebs et al . , 1977 ). A pesar de que las clorofilas son 

cuantitativamente las moléculas fotorreceptoras que predominan en las plantas, 

existen también pigmentos accesorios que presentan máximos de absorción a 

longitud de onda distintas de las clorofilas y que actúan como moléculas 

receptoras de luz suplementarias en reglones del espectro en que las clorofilas 

no tiene absorción, aumentando asl la eficiencia con que las células 

fotoslntétlcas captan la luz ( Trebs et al . , 1977 ). 

B.2.2.1. Pigmentos fotoslntétlcos: fotoslstemas. 

A los pigmentos fotosintéticos les corresponde la función de captar la energla 

electromagnética y transferirla eficientemente hacia el centro o los centros donde 

ocurre la reacción fotoqulmlca primaria. Para cumplir esta función las moléculas 

fotorreceptoras forman agregados multlmoleculares compuestos por cientos de 

moléculas que se mantienen firmemente asociados a la membrana tilacoldal por 

la acción de ciertas protelnas especiales ( Stumpf et al . , 1980 ). En estos 

agregados multlmoleculares o unidades fotosintéticas denominados fotosistemas 

las protelnas especiales alteran a las moléculas fotorreceptoras de forma tal 

que la energla luminosa puede ser captada con Igual eficiencia por cualquiera 

de ellas, para ser luego conducida hacia una molécula especia! de clorofila 

llamada "clorofila centro de reacción". Cada fotoslstema actúa, pues, como un 
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embudo que recoge Ja energla luminosa y Ja conduce hacia un centro de 

reacción (Stumpf et al. , 1980 ). 

En las plantas superiores se distinguen dos tipos de fotoslstemas: el FJ y el Fii. 

El primero está compuesto por unas 250 a 300 moléculas de clorofila a , una 

reducida proporción de clorofila b y carotenoides. Asociados al FJ se encuentra 

una molécula de un pigmento fotooxldable especializado, denominadoP100, que 

constituye el centro de reacción de este fotosistema ( Rao et al. , 1981 ). El Fii 

contiene clorofila a, una proporción relativamente elevada de clorofila b y 

xantofilas. El centro de reacción de este fotosistema es un pigmento fotooxldable 

llamado Pm. la energla lumlnica que puede ser absorbida por una molécula 

aislada de clorofila en disolución se libera rápidamente como luz (fluorescencia ) 

y calor al retomar la molécula a su nivel energético inicial ( Trebs et al., 1977 ). 

En cambio, en un fotoslstema la molécula de clorofila centro de reacción se 

asocia en alto grado a un dador y a un aceptar de electrones, el electrón excitado 

en el centro de reacción es transferido al aceptor de electrones dejando un hueco 

cargado positivamente con alta afinidad por los electrones. Este hueco es 

rápidamente ocupado por un electrón proveniente del dador de electrones ( Rao 

et al . , 1981 ). De este modo, la organización en fotoslstemas permite que la luz 

haga posible la transferencia neta de un electrón a partir de un donador débil de 

electrones hacia una molécula que se convierte, como resutt:ido de esa 

transferencia, en un donador fuerte de electrones. Es decir, la energla de 

excitación que se liberarla rápidamente como fluorescencia y calor en una 

molécula aislada de clorofila es utilizada por los fotoslstemas para elevar Ja 

energla de un electrón y formar un donador fuerte de electrones ( Trebs et 

al., 1977). 
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La función del Fii, 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 

oxigeno como consecuencia del proceso fotosintético carecen del Fii y 

contienen exclusivamente el FI ( Trebs et al . , 1977 ). 

B.2.2.2. Cadena transportadora de electrones. 

El transporte fotoslntétlco de electrones en organismos cuyo proceso 

fotoslntético involucra el desprendimiento de oxigeno, es aquel que incluye dos 

reacciones fotoqufmlcas que actúan cooperativamente en serle. El Fii genera en 

la luz un reductor débil y un oxidante fuerte capaz de reaccionar con agua para 

generar oxigeno. Simultáneamente, el FI produce en la luz un oxidante débil y un 

reductor fuerte que puede reducir al NADP•. Los electrones tomados del agua 

por el Fii son conducidos hacia el FI mediante reacciones de oxldorreducclón 

que tienen lugar entre los dadores y aceptadores de electrones localizados 

aslmétricamente en la membrana tilacoidal que constituye la cadena fotoslntética 

de transporte de electrones ( Trebs et al . , 1977 ). 

El transporte de electrones entre el reductor débil generado por el Fii y el 

oxidante débill producido por el FI es un proceso independiente de la luz. El 

transporte 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. , 1977 ). El flujo de elect~ones se 

Inicia con la absorción de un cuanto de luz, por uno de los fotosistemas. De este 

modo, la absorción de un cuanto por el Fii resulta en la eliminación dé un 

electrón del agua y en la reducción del aceptador primarioX120. Los electrones 

del compuesto X"' reducido son transportados, entonces, mediante una serie de 
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reacciones de oxidorreducción al pigmento P100. La absorción de un segundo 

cuanto de luz por el FI resulta en la oxidación del Proo y en la reducción del p...,, 

denominado aceptor primario de electrones del FI. finalmente, el p.,, reducido 

reduce al NADP• ( Trebs et al . , 1977 ). La energía liberada a lo largo de la 

cadena transportadora de electrones es utilizada para bombear protones hacia el 

interior de los tilacoides, creando un gradiente electroquímico que, luego, impulsa 

la síntesis de ATP a partir de ADP( adenosln difosfato ) y fosfato por la acción 

enzimática de un complejo ATPáslco ( Trebs et al . , 1977 ). 

B.2.3. Estructura de RUBISCO. 

La rlbulosa bifosfato carboxilasa - oxigenase ( RUBISCO ) comprende más del 

50 o/o de la protelna del estroma de los cloroplastos, es una proteína 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 

pequenas ( 12.000 a 18.000 ). Las subunldades grandes son catalfticas y las 

pequenas posiblemente son reguladoras ( Ellis, 1979 ). 

Las primeras son codificadas por DNA de los cloroplastos y su composición y 

secuencia de aminoácidos 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 composición de 

aminoácidos con subunldades provenientes de enzimas de distintos 

orígenes ( Ellis, 1979 ). La enzima de plantas superiores está formada por 16 

subunldades : ocho grandes y ocho pequenas. La molécula está estructúrada en 

dos capas ( Figura 4 ), cada una de las cuales contiene cuatro subunldades 

grandes y cuatro pequenas ( Ellis, 1979 ). 
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La ribulosa blfosfato carboxilasa es una enzima sometida a efectos regulatorios 

de naturaleza alostérica, siendo activada, en diferentes condiciones 

experimentales por los siguientes efectores: NADPH, 6-fosfogluconato, fructosa-

1,6-difosfato, MgCl2 y C02. En general la actividad requiere prelncubación de la 

enzima con los efectores ( Ellls, 1979 ). 

i Subunldad grande. 
10nm 

) 
114nm 

I 

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

La cinética de la activación de la enzima por C02 y Mg2+ depende del tiempo 

y del orden de adición de estos compuestos; esto se debe no solo a los 

efectos actlvadores del C02 y de Mg2• sino también al efecto lnactivador que 

ejerce la ribulosa-1,5-bifosfato ( RuBP ), además de su función como sustrato 

( Kumar et al . , 1966 ). Análisis cinéticos Indican que la enzima es activada por la 

unión del C02 en un proceso lento y reversible, seguido de una rápida reacción 

con Mg2•, El grado de activación es función tanto de la concentración del C02 

como del Mg2·y el grado máximo de activación a concentraciones fijas de C02 y 

Mg2• Influye en gran medida el pH. Cuando la enzima se Incuba primero con 

ribulosa-1,5-blfosfato y luego la reacción se Inicia con la adición de Mg2.+ y C02, 

se observa una apreciable demora en la formación del producto ( Kumar et al . 

'1968 ). 
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B.3. Fijación del C02 vla C3. 

La única ruta metabólica que poseen las plantas C3 para la fijación de C02que 

conduce a la incorporación del carbono en hexosas, es el ciclo reductlvo de las 

pentosas fosfato, asl denominado porque durante el proceso, el C02 se reduce 

hasta el nivel de carbohidratos y porque varios de los intermediarios que en él 

participan son pentosas fosforiladas. Esta secuencia· clclica de las reacciones se 

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

Este ciclo comprende muchas etapas similares a reacciones de la vla glucolltica 

y del ciclo oxldativo de las pentosas y al estudiarlo puede considerarse que está 

compuesto por tres fases: carboxllación, reducción y regeneración. En la primera 

se Incorpora C02 a un aceptador preexistente y se forma un ácido carboxllico 

que, luego, se reduce en la segunda fase; finalmenle, parte del producto recién 

formado se utiliza inmediatamente para regenerar el aceptor del C02. Todo esto 

exige Inevitablemente una complicada secuencia de reacciones, sobre todo si 

se considera que hay 12 reacciones en el ciclo y que deben ocurrir seis 

veces para que se sintetice una molécula de hexosa ( Edwards y 

Walker,1983). 

El primer producto que resulta de la asimilación del C02 en este ciclo es el 

fosfoglicerato, compuesto constituido por tres átomos de carbono. Muchas 

especies vegetales, principalmente las que crecen en climas templados como: 

trigo, tomate, espinaca, etc; dependen únicamente del ciclo de Calvln y por ello 

se denominan plantas C3 ( Edwards y Walker, 1983). 
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B.4. Fijación del COz vfa C4. 

Todas las plantas poseen el ciclo de Calvfn y Benson como vla metabólica para 

la asimilar el C02. Otras plantas de zonas tropicales y semitroplcales como el 

malz, y la cana de azúcar (entre otras ) poseen una ruta auxiliar para asimilar el 

C02, conocida como Hatch y Slack ( vfa C4 ), en el que el producto primario de 

la carboxilaclón es un compuesto de cuatro carbonos, estas plantas son 

conocidas como C4 ( Edwars y Walker, 1983). 

En las plantas C4 el C02 se fija ( Figura 5 ) en tres pasos principales los cuales 

ocurren en dos tipos de células, y en más de un compartimiento celular. El C02 

se fija primero en el citoplasma del mesófilo mediante la acción de la 

fosfoenolplruvato ( PEP ) carboxilasa, que cataliza la carboxilación del 

fosfoenolplruvato a oxalacetato ( OAA ). Luego, este compuesto de cuatro 

carbonos es transformado y transportado a las células de la vaina vascular; 

una vez allf, y debido a la acción enzimática de una de las tres especies C4 

( figura 6 ) se descarboxila. Posteriormente, el malato o aspartato formado es 

fijado por el ciclo de Calvin en el cloroplasto de las células de la vaina 

vascular ( Edwards y Huber, 1981 ). 

B.5. Tipos de plantas con foiosíntoais C4 

En diversas especies de plantas con fotoslntesis C4 se han observado 

diferentes enzimas que catallzan la degradación del malato o aspartato 

provenientes de las células mesofilicas. Por esté motivo, existen tres grupos 

basados en los distintos mecanismos de descarboxilaclón (Figura 6 ) que actúan 

sobre los ácidos de 4 carbonos ( Hatch, et al ., 1977 ). 
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CÉLULAS DEL MESO FILO 

Malato 

NADPHo/ 

Oxaloacetato 

~ 

CÉLULAS DE LA VAINA 
PARENQUIMÁTICA 

Malato 
CLOROPCASTO 

ATP{luz) 

00~ 
NADPH, CllAP 

almidón PEJ~iruvato 
ATP{luz) ---~-----------t--' 

sacarosa 

Figura 6. Esquema de la fijación de C02 en las plantas C4. El C02 que difunde por las 
hojas através de los estomas entra al citoplasma de las células del mesófilo y alll 
reacciona con el fosfoenolplruvato (PEP) y forma oxaloacetato en presencia del enzima 
PEPcarboxilasa. El oxaloacetato es reducido posteriormente por el NADPH2, que se ha 
formado por las reacciones luminosas normales, a malato. El malato es transportado 
luego a las células de la vaina parenquimática, donde es descarboxilado a plruvato y 
C02; el C02 liberado de este modo se usa en la producción de azúcar y almidón a 
través del ciclo C3 de Calvln. El malato puede actuar también como un constituyente del 
ciclo de Krebs o puede ser aminado a aspartato. ( Edwards y Huber,1981 ). 
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a) Enzima mállca NADP• dependiente (tipo ME-NADP• ): 

En los cloroplastos de las células de la vaina vascular de las plantas C4 del tipo 

ME-NADP• el malato se descarboxila a plruvato. El C02 ingresa en el ciclo de 

Calvin y Benson , que también utiliza el NADP y el piruvato retorna a las células 

mesofllicas (figura 6 ). Dentro de esté tipo de plantas se encuentran, entre otras 

especies: Zea mays ( malz ), Sorghum bicolor ( sorgo ), Saccharum 

offic/narum (arce) y Dlg/tarla sangu/nal/s (pasto), las cuales destacan por su 

importancia agrlcola ( Hatch, et al .. 1977 ). 

b) Enzima fosfoenolplruvato carboxllasa ( tipo PEP-CK ): 

En las plantas C4 tipo PEP-CK, el aspartato proveniente de las células 

mesofllicas, 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 acción de la fosfoenolpiruvato carboxllasa. El C02 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 mesofllicas ( Hatch, et al., 1977 ). 

e) Enzima mállca NAD•dependiente. (tipo ME-NAO•): 

En las plantas C4 tipo ME·NAD• el aspartato proveniente de la células 

mesoflllcas experimenta una transaminación a oxalacetato en las mitocondrias 

de las células de la vaina vascular y el oxalacetato se reduce a malato que, a su 

vez, se descarboxila por la enzima málica NAO+. 

En las tres variantes de la fotosintesis C4 aumenta la concentración de C02 

en las células de la vaina del haz vascular. En las plantas con fotoslntesis C4 

sus enzimas fotosintéticas presentan una neta compartamentalizaclón espacial 
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(Figura 6). Por ejemplo, las células mesofllicas contiene toda la fosfoenolplruvalo 

carboxilasa, la malato deshidrogenasa NADP• dependiente y la piruvalo fosfato 

diqulnasa, mientras que las células de la vaina vascular poseen prácticamente la 

totalidad de la rlbulosa-1,5-difosfato carboxilasa y las enzimas málica 

dependiente de NAO• y NADP• ( Hatch et al., 1977 ). 
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Figura 6. Reacciones fotoslntétlcas de fijación de C02 en plantas C4, en las que 
colaboran células mesofllicas y de la vaina vascular. Los diagramas de la derecha 
Indican las diferentes decarboxllaclones que experimenta un ácido de cuatro carbonos 
en las c~pecles ME·NADP', PCK y ME-NAO'. Intervienen las siguientes enzimas: 1, 
PEPcarboxilasa; 2, malato deshldrogenasa dependiente de NADf>•; 3, enzima miillca 
dependiente de NAOP'; 4, piruvato fosfato diquinasa, 5, aspartato amino transferasa; 6, 
PEP carboxlqulnasa; 7, alanlna amino transfsrasa; 8, malato deshldrogenasa 
dependiente de NAO+ y 9, enzima mélica dependiente de NAO'. Tomado de Hall,1982. 
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B.6. Anatomia Kranz. 

Una planta C4 se caracteriza por poseer una anatomla tipo Kranz (figura 7 ). 

La expresión tipo Kranz se emplea para describir la anatomla de las hojas cuyos 

vasos están rodeados por dos capas concéntricas de tejidos fotosintéticos 

diferentes. La capa interna que los rodea se llama vaina vascular y la capa 

externa. mesófilo. Las plantas C3 no poseen anatomla Kranz, en ellas no existe 

la capa de la vaina vascular y el mesófilo se distribuye uniformemente por toda la 

hoja ( Nelson y Langdale, 1989 ). 

El mesófilo de la hoja por lo general consta principalmente de clorénqulma 

( parénquima que lleva clorofila ). Tlplcamente está diferenciado con claridad en 

una capa superior, el parénquima en empalizada, y una capa Inferior, el 

parénquima esponjoso, además, de estar atravesado por el sistema vascular 

( Laetsch, 1974 ). El parénquima en empalizada consta de una o dos filas de 

células alargadas más o menos cllfndricas o prismáticas, justamente por debajo 

de la epidermis superior y perpendicularmente a ella; el parénquima esponjoso, 

según se ha observado, consta de dos células tlpicamente Irregulares con una 

alta proporción de espacios que generalmente contienen menos cloroplastos en 

proporción a su !amano que las de la 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 ( especlaln:iente en 

la especie lee mays ) los cloroplastos de la vaina fascicular muestran un 

desarrollo pobre y carente de grana con acumulación de granúlos de almidón 

como se muestra en la figura 2. 
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Figura 7. Micrograffa al microscopio electrónico de barrido del tejido fotoslntéllco de una 
hoja de C4 ( coquillos, Cyperus rotundus x600 ). Nótese las conspicuas células de la 
vaina del haz, los pequen os espacios aéreos y la organización general que caracteriza a 
Ja anatomla tipo Kranz en las hojas C4. Tomada de Bldwell,1982. 
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Los tllacoldes con grana parecen requerirse para la operación eficaz de los dos 

fotoslstemas y los cloroplastos sin grana son a menudo deficientes en Jos Fil. 

Esto significa que en Jos cloroplastos carentes de grana la formación de energía 

de producción de oxígeno es muy reducida, la producción de ATP mediante 

fosforllaclón por Jo regular no se afecta ( Aoyagi y Bassam, 1986 ). 

La presencia de cloroplastos sin grana en la vaina fascJcular se correlaciona 

con la presencia da un tipo de enzima NADP-mállca del ciclo C4, en la cual Ja 

descarboxilaci6n del malato conduce a la formación NADPH por cada C02. Por 

Jo tanto se necesitan; cloroplastos de la vaina fasclcular para produccir sólo la 

mitad de Ja cantidad de energia de reducción que normalmente se necesita, Ja 

otra mitad es sumlnltrada por el ciclo de Calvin ( Aoyagl y Bassham, 1986 ). 

Las células de Ja vaina vascular pueden surgir de divisiones en el mesófilo. En 

el caso de las plantas tipo ME·NADP, éstas tienen una sola vaina rodeando al 

haz y se cree que derivan del procámbium, en tanto que las plantas tipo EM· 

NAO y PEP- CK presentan doble vaina, siendo la vaina Interna no fotosintética y 

Ja externa fotoslntética, Ja primera derivada del procámblum ( Nelson y 

Langdale, 1989 ). El tipo de enzima NADP mállca del ciclo C4 en combinación 

con el dimorfismo cloroplásmatico y la anatomía tipo Kranz, representan el nivel 

más alto de desarrollo evolutivo en la fotosíntesis ( Aoyagl y Bassham, 19B6 ). 
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B.7. Blogénesls del cloroplasto. 

El desarrollo del cloroplasto ha sido estudiado desde hace muchos anos 

lográndose ciertos progresos al respecto. La mayorla de los datos publicados 

sobre aspectos del desarrollo de cloroplastos en plantas han sido descriptivos y 

se han logrado siguiendo cambios bioqulmicos y estructurales durante el 

desarrollo de cloroplastos proveniente del enverdecimiento de hojas etloladas 

(Mulle!, 1988 ). 

Los cloroplastos son derivados de protoplastldios pequellos e Indiferenciados , 

los cuales en la mayorfa de los casos son heredados del cigoto materno de la 

planta ( Klrk et al . , 1978 ). El desarrollo subsecuente de los cloroplastos está 

acoplado a la formación de meristemos foliares y a la producción de células del 

mesófilo. Durante el desarrollo el volumen de plastldlos por célula se Incrementa 

dramáticamente y la composición del plastldio cambia paralelamente con la 

adquisición de requerimientos fotosintéticos (Mulle!, 1988 ). 

La composición de los plastidlos 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 expresión de genes durante la biogénesls del cloroplasto (Mulle!, 

1988). Los progenitores de los cloroplastos son organelos pequenos de 0.5 a 

1.0µm de diámetro, generalmente esféricos y llamados protoplastidlos (Thomson 

et al. ,1980). Estos son mantenidos en estado indiferenciado en las células 

merlstemátlcas durante el desarrollo de la planta ( Klrk et el. , 1978 ). 
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Aparte de su origen materno durante la formación del cigoto los protoplastidlos 

pueJen también formarse en el período de latencia ( Gaff, 1976 ) o en la 

maduración de estructuras especializadas ( Whatley, 1979 ). Carecen de 

membrana y tienen poca cantidad de DNA, RNA, ribosomas y proteínas 

solubles (Mulle!, 1988 ). 

Los plastidios pueden ser divididos en dos grupos: los plastidios no 

fotosintéticos que Incluyen protoplastldlos como los etioplastos que son 

precursores de cloroplastos cuando las plantas crecidas en la obscuridad 

son Iluminadas; y los plastidios especializados en la slntesis o 

acumulación de carotenos ( cromoplastos ), almidón ( amlloplastos ), 

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

Los plastldlos fotosintélicos también exhiben variación en composición y función, 

por ejemplo; los cloroplaslos de las células del mesófilo de plantas C4 son 

deficientes en proteínas involucradas en la fijación de C02, mientras que en 

los cloroplastos de las células de la vaina son deficientes en proteínas del Fii 

( Bassl et al . , 1985 ). El desarrollo de células del mesófilo está acampanado 

por un Incremento en el número de plastidios por célula. En lineas 

hox::ploldc:; de trigo, las células maduras del mesófilo contienen hasta 150 

plastidios ( Robertson y Leech, 197 4 y Pike et al . , 1987 ). Estudios de 

protoplastldios en está misma especie han llevado a la conclusión que el número 

de cloroplastos por célula se incrementa proporcionalmente con el tama"no de la 

célula, es decir, los cloroplastos se dividen y se expanden ocupando una 

proporción constante de la superficie de las células del mesófilo ( Robertson y 

Laetsch, 197 4 ). 
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La composición y !amano de los plastidios cambia durante el desarrollo de 

cloroplastos. El incremento en volumen de plastidios se debe en parte a la 

acumulación de protelnas, llpldos y cofactores requeridos para la fotosfntesis. 

Estos componentes derivan de varias vías bioslntéticas durante la biogénesls 

del cloroplasto ( Mulle!, 1988 ). 

B.8. Fotoafnteala en cultlvo de tejidos viagetalee. 

El cultivo de tejidos ha provisto de sistemas que pueden ser fácilmente 

manipulados para realizar estudios citológicos, fisiológicos, bloqulmfcos y 

genéticos. Con el establecimiento de modelos experimentales de cultivos 

fotomixotróficos y fotoautotróficos se han podido analizar diferentes eventos 

relacionados con el proceso fotosintético ( Wildholm, 1992 ). La mayoria de los 

trabajos de investigación se han hecho sobre el establecimiento de cultivos en 

suspensión en plantas C3 y muy pocas en plantas C4, enfocándose en la 

actividad de fijación de '4C02, y el marcaje de los productos de está fijación y en 

la actividad de las enzimas PEPcasa y Rublsco. Otros estudios, han sido sobre 

aspectos de blogénesls del cloroplasto, su estructura y función ( Neumann y 

Bender, 1987 ). 

B.8.1. Cultlvos fotomfxotróflcoa y fotoautotróflcos. 

Los cultlvos fotomlxotróficos dependen para su crecimiento y supervivencia del 

suministro externo de azúcares como fuente de carbono, poseen la capacidad 

de sintetizar clorofila, desarrollar cloroplastos y fijar C02 ( Nagal et al • , 1989 ). 

Los cultlvos fotoautotróficos a diferencia de los primeros, pueden sobrevivir sin 
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el suministro de algún azúcar, aunque requieren generalmente de una atmósfera 

rica en C02 ( Nagal et al. , 1989 y La Rosa et al. , 1984 ). 

En cultivos fotomixotróficos y fotoautotróficos se ha reportado una alta actividad 

de fosfoenol plruvato carboxilasa ( PEPcasa ), durante la fase exponencial de la 

curva de crecimiento, y un aumento en la velocidad de asimilación de C02, de 

200 a SOOµmoles de C02 fijado g·1 peso seco h·1 y una baja a 200µmoles, en 

cultivos fotomlxotróficos en suspensión de Nlcotlana tabacum debido al 

aumento en la slntesis de la PEPcasa y posterior disminución de ésta, después 

de su slntesls (Nato y Mathleu, 1978 ). 

Nlshida et al . , ( 1980 } encontraron que en cultivos fotoautotróficos y 

fotomlxotróficos de callos de N. tabacum que contenlan 48J.Jg de clorofila.g-1 

peso fresco se fijó C02 en la luz y en la obscuridad en una proporción de 132 y 

4. 7µmol I mg de clorofila. h·1, respectivamente. El análisis del producto de la 

fijación en cultivos fotoautotróficos mostró que el 3% eran compuestos de cuatro 

carbonos, y 43% en el caso de cultivos fotomlxotróficos. 

Cuando los niveles de fijación de C02 de las enzimas fueron medidos en estos 

cultivos, la actividad de RuBPcasa fué de 39µmol de C02 por miligramo de 

clorofila.h·1 y de PEPcasa fué de 177µmol de C02 mg/clorofila. h·1 en cultivos 

fotoautotróflcos. Los cultivos fotomlxotróficos mostraron niveles similares de 

actividad de 36 y 130 µmol de C02 por miligramo de clorofila. h·1 (Sato et al. , 

1981 ). El malato se marca en un 1.5% en los primeros 10 minuto ( Ongun y 

Stocklng, 1965 ). 
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En el caso de cultivos de callos fotomixotróficos y fotoautotróficos de Cyt/sus 

scoparius la proporción de fijación del 14CQ2 fué cercana a 63µmol / mg 

de ciorofila.h·1 en la luz y de 2.6-7.0 en la obscuridad (Sato et al. ,1980 ). La 

fijación de C02 en compuestos de cuatro carbonos como el malato fué de 

41-44% del total después de 5 minutos en la luz y cercana al 100% en Ja 

obscuridad. La actividad de la RuBPcasa fué 37µmoi de C02' mg de clorofila 

h:1 ( Sato et al. , 1980 ). 

Nishida y colaboradores ( 1980 ) , reportaron para la misma especie una relación 

Inversa; el porcentaje de "C02 en compuestos de 4 carbonos fué de 24 % en Ja 

luz por 5 minutos para cultivos fotoautotróflcos y 40% para cultivos 

fotomixotróficos de la fijación total. El malato se marcó en un 29% de la fijación 

total en las células de cultivos fotomlxotróficos y 15% para las células de los 

cultivos fotoautotróficos en luz durante 5 minutos de fijación de C02. 

Muchos cultivos fotoautotróficos y algunos fotomlxotróflcos tienen altos niveles 

de PEPcaaa en relación con la RuBPcaaa, y muestran caracterlstlcas de 

respiración 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 asl como la clorofila ( HOsemann, 1981 ; 

HOsemann et al., 1984; Rogers et al., 1987; Chagvardieff et al., 1990 ). La alta 

actividad de PEPcasa es caracterlstlca de la vla de fijación C4, donde los 

compuestos de cuatro carbonos son formados en las células del mesófilo y son 

rápidamente transportados a las células de la vaina, donde el C02 es liberado 

para ser fijado por RuBPcasa. 
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El metabolismo de los compuestos C4 formados por fijación de la PEPcasa en 

células de cultivos fotoautolróficos es lento ( Nishida el al . , 1980 ; Hüsemann 

el al ., 1984, 1990 ; Roeske et al . , 1989 ) , se cree que los compuestos de 

cuatro carbonos entran al ciclo del ácido tricarboxllico. Otros estudios con(14C} 

malato dieron evidencias adicionales de la utilización de está ruta C4 en dichos 

cultivos ( Hüsemann et al . , 1990 ). 

Nato y Malhleu, ( 1978) demostraron también que en tabaco Ja concentración y 

actividad de Rublsco disminuyen cuando la concentración y actividad de 

PEPcasa aumentan, ocurriendo tal evento durante el crecimiento o fase 

exponencial, mientras que en Ja fase estacionaria ocurre el proceso inverso 

aumentando la actividad de Rubisco por slntesis de novo al mismo tiempo que 

disminuye tanto Ja actividad como la concentración de PEPcasa. 

Algo parecido ocurre en cultivos de quelite (Hüsemann et al. , 1977 ), espinaca 

( Blalr et al., 1988) y soya ( Rogers et al., 1967 ). donde se ha observado que 

cuando se Incrementa Ja actividad de RuBPcasa la PEPcasa decrece. Estos 

cambios se adecuan con el concepto anaplerólico de fijación de C02 por 

PEPcasa durante el rápido crecimiento para incorporar el carbono a las vlas 

bloslnteticas. Comparando estos sucesos con lo que ocurre en plantas C3 se ha 

observado que durante el desarrollo 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 Ja PEPcasa, con iguales cambios en los 

productos de fijación de C02 ( Kisakl et 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 fijación de está enzima no parecen ser usados como fuente de 

carbono para el ciclo de Calvin, Ja caracterización de Ja PEPcasa de cultivos de 

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

Neumann y Bender, ( 1987 ) suponen que la carboxilación de la PEP es una 

reacción anaplerótlca que proporciona esqueletos carbonados para la biosfntesis 

rápida de carbohidratos. En la activación del proceso de división celular ( fase 

exponencial ). Las células verdes de los cultivos de tabaco también Incorporan 

14C en compuestos de 3 carbonos. ( Nishlda et al . , 1980 ) . 

El ciclo de Calvin se llevá a cabo tanto en células de cultivos fotomixotróficos 

como en células de cultivos fotoautotróficos. Las variaciones detectadas por Nato 

y Mathleu ( 1978 ) para Rublsco oscilaron entre 90 y 140 ¡imoles C02 fijado.g-1 

peso seco.h;1 durante la fase de crecimiento, con un aumento en Ja slntesls de 

la enzima al finalizar dicha fase. En la fase exponencial la relación de la 

enzimas PEPcasa y Rubisco fué de 6.77¡imolesC02.mg·1 protelna soluble, 

mientras que en la fase estacionaria fué de 1.8 reportandose en 

¡imolesC02.mg-1 clorofila h·1, en tanto que Sato et al ( 1980) reportaron menor 

actividad de Rubisco que de PEPcasa, siendo de 3.6 µmolesC02.mg-1c1orofila h·1 

para cultivos fotomlxotróficos y 4.5µmoles C02.mg-1 clorofila h·1 para cultivos 

fotoautotróficos, 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 azúcar sobre la slntesis de clorofila en cultivos 

celulares, aunque el mecanismo de este efecto no está bien dilucidado ( Dallan 

y Street, 1977 ). Estudios realizados con cultivos fotoautotróficos y 

fotomlxotróficos han mostrado que la fotoslntesis es inhibida rápidamente por 

altas concentraciones de sacarosa observandose una disminución en la 

concentración de clorofila como un efecto secundario ( Widhoim, 1992 ). 

Edelman y Hanson (1971) mostraron que .el uso de sacarosa al 3% lnhlbla la 

acumulación de clorofila en cultivos de zanahoria. Newman y Raafat ( 1973 ) 

también observaron el mismo efecto de la sacarosa en esta misma especie de 

cultivos. La Rosa et al ( 1984 ) trabajando con diferentes concentraciones de 

sacarosa en el intervalo de 0.75-2.5 % en cultivos fotomlxotróflcos de papa 

encontraron que la clorofila disminuyó, asl como también la fijación de C02 la 

cual bajó de 35% a 0.25% en tan solo 1 hora. 

Rebellle ( 1988 ) Indicó que la fotoslntesis era alta durante la fase de crecimiento 

cuando los niveles de sacarosa y fructosa eran bajos en cultivos de clavel, 

mientras que cuan.do al medio de cultivo se le adicionó 20mMde sacarosa la 

fotoslntesis declinó un 75% en 24 horas. El mismo efecto de disminución en la 

fotoslntesis se observó cuando se anadló glucosa al cultivo fotomixotrófico de 

clavel crecido en una atmósfera de C02.observandose además un incremento en 

la respiración. ( Avelange et al . , 1990 ). Resultados similares obtuvieron 

Newman et al., ( 1989) con cultivos de cacahuate. 
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En estudios hechos por Dalton y Street (1977) con cultivos fotomlxotróficos de 

espinaca, ellos encontraron que al usar diferentes fuentes de carbono como: 

sacarosa, glucosa, fructosa y maltosa a diferentes porcentajes, se lnhibla la 

acumulación de clorofila en los cultivos, mientras que con bajos niveles de 

rafinosa e inullna, se apreció un crecimiento lento, pero se estimutó la slntesis de 

clorofila. 

Estos estudios llevaron al uso de otra fuente de carbono como el almidón, 

aparentemente esté era asimilado por los cultivos lentamente, limitando el 

crecimiento pero permitiendo la acumulación de clorofila ( Blalr et al . , 1988; Xu 

etal., 1968 ). 

Ranch y Giles ( 1980) lograron la formación de callos verdes de Oscura lnnoxls 

cultivados en medio MS basal adicionado con 3% de almidón soluble de papa, 

0.5µM de la auxlna sintética picloram, y 7.0µM de citoclnina (cinetina). Los 

callos obtenidos con este tratamiento fueron empleados por Xu y 

colaboradores ( 1986 ) para el establecimiento de un cultivo fotomlxotrófico en 

suspensión con el mismo medio sin agar pero ahora con almidón 1 o/o. 

Por otra parte. existen pocos trabajos acerca de la biogénesis del cloroplasto en 

cultivos de callos verdes en plantas C3 y aún menos en plantas C4. No hay 

reportes de cultivos fotoautotróficos de cereales, esto tal vez, debido en parte a 

la falta de uniformidad en el enverdeclmlento en las células de estos cultivos. Se 

ha observado enverdeclmiento en cultivos de Zea m11ys pero solo en ciertas 

reglones de callos 6 en zonas con formaciones organogénlcas (Widholm, 1992). 
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Los primeros trabajos con cultivos de callos de plantas C4 indicaron la presencia 

de las dos vlas metabolicas ( C3 y C4 ) según lo observado en los patrones de 

marcaje con "C, durante la fijación del C02. Sin embargo en ninguna de las 

especies de los cultivos se observó la existencia de anatomla Kranz ni 

cloroplastos dimórficos por lo que esta caracterlstica anatómica se consideró no 

indispensable para exhibir la vra C4 (Usada et al. , 1971 ). 

Kumar et al ( 1969 ) detectaron actividad de PEPcasa y Rubisco en callos de 

malz originados del meristemo apical y senalaron que estas actividades fueron 

semejantes a las encontradas en regiones basales de hojas jóvenes de las 

mismas plantas, por ro cual es una evidencia de que al menos por lo que a la 

actividad de enzimas fijadoras de C02 se refiere, el callo no exhibirla claramente 

metabolismo C4. 

Aoyagl y Bassham ( 1966 ), reportaron en cultivos de callos verdes de malz la 

presencia PEPcasa, piruvato diclnasa, y Rubisco, marcandose durante la fijación 

de C02, ácidos de cuatro carbonos, azúcares fosfatados y también ácido 3-

fosfoglicérico ( PEG ), no detectandose actividad de enzima málica dependiente 

de NADP ( E.M·NADP ), debido a esto los autores sugieren que la conversión de 

estos compuestos de cuatro carbonos a C02 y plruvato en los cloroplastos de 

estos cultivos es poco probable, por otro lado tampoco se detectó la presencia de 

anatomla Kranz. 
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Nelson y Langdale ( 1989 ) han set\alado que el origen de las células que 

conforman la vaina del haz vascular reside en el procámbium, lo que lleva a 

suponer que para que pueda originarse la anatomla Kranz y el dimorfismo entre 

los cloroplastos se necesitarla la existencia de meristemos provasculares los 

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

Los resultados obtenidos por Solls et al ( 1989 ) sobre la blogénesis del 

cloroplasto en cultivos de callos de malz mostraron el desarrollo de los dos tipos 

de cloroplastos unos con grana bien definida probablemente del tipo mesófilo y 

otros sin grana, parecidos a los de la vaina del haz vascular, aunque según 

reportaron no se observó la presencia de anatomla Kranz. En cuanto a la 

relación de clorofila a I b fué de 3.2 a los 15 dlas de iluminación, rango que es 

muy semejante al que muestran las hojas de plantas C4 en las células del 

mesófilo, para cloroplastos de la vaina la relación a / b es de 4 a 5. 

Lavergne et al ( 1992) lograron establecer un cultivo fotomixotrófico de callos de 

malz, los cloroplastos observados en estos cultivos fueron del tipo mesófilo los 

cuales se caracterizan por presentar abundante grana, con y sin gránulos de 

almidón. Las actividades reportadas para Rublsco y PEPcasa fueron semejantes 

a las encontradas en hojas etloladas, los porcentajes de clorofila en los callos 

enverdecidos fueron también semejante a los encontrados en hojas verdes. En 

tanto que la actividad de NAO-malato deshidrogenasa fué 2 y 3 veces más alta 

que la observada en hojas etloladas y hojas verdes respectivamente. Una de las 

objeciones a esté tipo de cultivos es que la obtención de los callos es a partir de 

nódulos, porciones que se encuentran entre el mesocótilo y el eplcótilo del tallo 

de la planta, lo que sugiere un cierto grado de diferenciación tle los tejidos 
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utilizados, tal modelo se asemeja a los realizados con hojas etioladas, las cuales 

al Iluminarse reanudan su metabolismo normal con el desarrollo de todo su 

aparato fotoslntétlco. 
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B. INTRODUCCION. 

El proceso de enverdecimiento celular está directamente relacionado con la 

formación de cloroplastos y slntesls de clorofila. La mayoría de los datos 

obtenidos sobre aspectos de desarrollo de cloroplastos en plantas, se han 

logrado siguiendo los cambios bloqulmicos y estructurales de estos organelos 

durante el enverdecimiento de hojas et/ciadas (Mulle!, 1988 ). 

Sin embargo, éste modelo no ha sido lo bastante adecuado para estudiar la 

blogénesls del cloroplasto, ya que se parte de organelos que presentan cierto 

grado de diferenciación como son los et/oplastos. Por ello, el ritmo de los 

eventos que ocurren durante el enverdeclmiento de hojas etioladas es muy 

diferente al desarrollo normal de cloroplastos en la germinación de semillas 

( Walden et al., 1981 ). 

El cultivo in vitre de células vegetales de plantas superiores constituye otro 

modelo para el estudio del desarrollo del cloroplasto y subsecuente 

enverdecimlento celular ( Rogers et al. , 1987 ). Asf, el prc1ceso de 

enverdeclmlento de callos in vi/ro es un modelo que ha resultado adecuado para 

el estudio de la biogénesis del cloroplasto, ya que es un sistema que permite 

investigar la modificación de factores qui micos (fuente de carbono, hormonas ) y 

nsrcos ( luz, y temperatura ) partiendo de células indiferenciadas para inducir su 

diferenciación bloqufmlca a través de la manipulación de estos factores, at ir 

sumando condiciones óptimas que favorezcan el desarrollo natural de los 

cloroplastos ( Bender, 1987 ). 
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Esta modelo también permite realizar cambios genéticos en las células· y 

seleccionar caracteres deseables en las plántulas regeneradas a través del 

proceso de organogénesis. 

Los cultivos fotoautróficos no requieren de una fuente de carbono adicional al 

C02 ambiental para su crecimiento ( Turgeon, 1989 ). En cambio, las células de 

cultivos fotomlxotróficos si dependen de un suministro externo de azúcares como 

fuente de carbono orgánico, a pesar de poseer la capacidad de sintetizar 

clorofila, desarrollar cloroplastos y asimilar C02 al igual que un cultivo 

fotoautotrófico, sin embargo esto se debe a que los fotomixotróficos no fijan 

tanto C02 y sintetizan menor cantidad de clorofila que los fotoautotróficos ( Nagal 

et al. ,1989 ), 

La mayorla de Jos cultivos in vitro fotoautotróficos y fotomlxotróficos que se han 

establecido han sido con plantas tipo C3, en cambio hay poca información de 

éste proceso en plantas C4 . Esto probablemente debido a que el metabolismo 

del carbono es más complejo en plantas C4 en relación al que presentan los 

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

La especialización bloqulmlca y estructural de las plantas C4 aún no está 

totalmente entendida. Se desconoce como estas plantas integran de una manera 

más eficiente el proceso fotosintétlco, logrando asl incrementar su productividad, 

siendo más productivas que las plantas C3 ( Edwards et al . , 1983 ). 

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

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

establecer un cultivo de malz in vitro, donde se puedleran realizar estudios da 

diferenciación y desarrollo de cloroplastos. Además de estudiar algunos de los 
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eventos bloqulmlcos relacionados con el proceso fotosintético aunados a los 

cambios morfológicos generados en las células. 

Con el fin de establecer un cultivo fotomixotrófico e inducir enverdecimiento 

celular variando la fuente de carbono orgánico y suministrando C02 se planteó 

la siguiente hipótesis para estudiar la biogénesis del cloropiasto : 

B.1. HIPOTESIS. 

SI se manipulan adecuadamente factores como: la luz ( fotoperiodo ), 

temperatura y hormonas en el medio nutritivo base, la fuente de carbono serla el 

elemento decisivo para Inducir enverdeclmiento estable en cultivos de callos 

blancos de maiz, provocando la formación de cloroplastos y logrando asl 

establecer un cultivo fotomixotrófico in vitro . 

La hipótesis se fundamenta en trabajos previos, donde se ha visto que los 

factores antes mencionados ( luz, temperatura, fuente de carbono, etc. ) juegan 

un papel decisivo en el proceso de enverdecimiento en cultivos de células In 

vitro. Aunque no se conoce claramente como el tipo de fuente de carbono influye 

en éste proceso. De ahl el planteamiento de la hipótesis. 

Para probar está hipótesis se plantearon los siguientes objetivos : 
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OBJETIVOS GENERALES. 

1. Establecer un cultivo In vitro de células de malz ( lea mays L. var. VS-22 ) 

que enverdezca homogéneamente y adquiriera un carácter fotomlxotrófico. 

2. Optimizar dicho cultivo in vitro y correlacionar parámetros bioqulmicos 

indicadores del proceso fotosintético con el desarrollo de los cioroplastos. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Obtener un cultivo de malz ( lea mays L. var. VS· 22 ) de callo blanco en 

condiciones de crecimiento óptimas a partir del cual se induzca el 

enverdecimiento del callo. 

2. Determinar el efecto de la fuente de carbono, y suministro de C02 sobre el 

enverdecimiento homogéneo del callo de malz. 

3.Cuantiflcar los siguientes parámetros durante el proceso de enverdecimiento 

celular: 

a) Clorofila total. 

b) Relación de las clorofilas a/ b. 

c) Protelna Rublsco (Ribulosa blfosfato carboxifasa-oxigenasa). 

d) Actividad de la enzima Rublsco. 

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

y ultraestructura del cloroplasto durante el proceso de enverdeclmiento. 
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B.2. DISE~O EXPERIMENTAL. 

Con el fin de Inducir enverdecimlento en cultivos in vltro de malz ( Zea mays, 

L. ) y establecer en estos el carácter fotomixotrófico se contó con un cultivo 

de callo blanco en condiciones de crecimiento óptimo, a partir del cual se siguió 

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

Inicialmente se utilizó el genotipo de la variedad VS-22 de malz de donde 

se obtuvo el callo como fuente primaria. También se juzgó conveniente 

comparar su respuesta al enverdecimiento celular con la de callos de malz de 

la variedad Tuxpeño, la cual ha sido descrita ( Solís et al . , 1989 ). El callo se 

Indujo en medio sólldo R4 ( Sánchez de Jiménez et al . , 1988 ) y se 

resembró en medio R2 ( Sánchez de Jiménez et al. , 1988) a partir del cual se 

establecieron variantes para manipular la fuente de carbono orgánico, asf como 

el uso de ciertos fitorreguladores. La composición de los medios R2 y R4 se 

describen en el apéndice. 

Para lnducclr enverdecimlento se tomaron en cuenta factores básicos que 

han permitido establecer cultivos fotomixotróficos y fotoautotróficos como son 

relación y tipo de fitorreguladores ( Yamada et al., 1978 ), intensidad luminosa 

( Glllot 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 fotoperfodo 18h luz I 6h obscuridad, lo cual se determinó 

previamente haciéndose antes un análisis de la duración del periodo de horas 

luz I horas obscuridad que mejor respuesta dió. Se hicieron evaluaciones de la 

Intensidad luminosa sobre la superficie del callo que favoreciera un mejor 
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desarrollo de cloroplastos, optando por una intensidad de 120 mE.m-2.seg-1, 

similar a la que ya se habla probado que induce la formación de cloroplastos 

en cultivos de soya ( Gillot et al . , 1991 ). 

Posteriormente el cultivo de callo en " capa delgada " se expusó a dos 

condiciones diferentes: a) a una atmósfera rica en C02 3%, bajo fotoperiodo 

previamente establecido y b) bajo condiciones normales de aire, en horas 

obscuridad. El callo en ambas condiciones se sembró sobre medio sólido de 

enverdecimiento (medio de Murashlge y Skoog, 1962 ) modificado con vitaminas 

de Green (Green Philllps, 1975 ). 

Para evaluar la influencia de la fuente de carbono sobre el enverdeclmlento del 

callo se dlsef\aron distintos protocolos en donde se usaron las siguientes 

substancias: sacarosa, glucosa, lactosa y almidón a concentraciones 

equlmolares con respecto a la sacarosa ( Igual concentración molar ) que se usó 

como control, esto con el fin de evaluar la Influencia de cada factor sobre el 

enverdecimiento celular en dichos cultivos de malz. 

En cuanto a las hormonas que se utilizaron en el medio MS modificado fueron: 

clnetina y BAP que son fitorreguladores que inducen enverdecimiento celular 

( Solls et al. ,1989; Horn et al. , 1983; Sánchez de Jlménez et al., 1988 ). Los 

parámetros a medir fueron: cuantificación de clorofila total y relación de 

clorofilas a / b, como Indicadores del proceso de enverdecimlento, ( Bruinsma, 

1963 ), cuantificación de protelna (Bradford, 1976) y detección y actividad 

enzimática de Rubisco (Nato y Mathleu, 1978 ). As! mismo, se realizó un estudio 

histológico tomando muestras de tejido calloso para hacer observaciones 

microscópicas de los cambios morfológicos ocurridos en las células durante el 

proceso de enverdeclmlento ( Solls et al., 1989) 
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D. MATERIALES Y METODOS. 

0.1. Material blológlco, 

Se utilizaron semillas de malz ( lea mays, L ). de las variedades VS-22 y 

Tuxpefio, obtenidas de la productora Nacional de Semillas (PRONASE) y del 

Centro Internacional de Mejoramiento de Malz y Trigo (CIMMYT) 

respectivamente. Las semillas se almacenaron en sacos de manta, en un lugar 

fresco, seco y en obscuridad. 

D.2. Preparación do Medios de Cultivo. 

La preparación de los distintos medios de cultivo se hizo apartir de soluciones 

concentradas. Las cuales están basadas en el medio de Murashlge-Skoog 

(1962). Las modificaciones realizadas, la composición de este medio y las 

cantidades se indican en el apéndice. Se mezclaron las soluciones en agua 

( destilada y deslonlzada ) con agitación constante, suplementandose con 

hldrolizado de caselna, fuente de carbono, y los reguladores de crecimiento. El 

pH se ajustó a 5.8 con soluciones de KOH 6 HCI. Por otra parte el agar se 

disolvió por separado con agua calentándose hasta disolverlo completamente, 

posteriormente ambas mezclas se juntaron, aforándose al volumen deseado. El 

medio una vez vaciado en frascos gerber o tubos de ensaye, se esterilizó 

durante 15 minutos en una autoclave a una presión de 1.2 Kg.cm·2. 
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D.3. Inducción del callo. 

Para Inducir la formación de callos de malz se emplearon embriones de semillas 

maduras, las cuales se disectaron manualmente, manteniéndose en refrigeración 

hasta su uso. Los embriones antes de sembrarse fueron lavados con una 

solución de hipoclorito de sodio al 12% en una relación v/v, con dos gotas de 

tween 20, y ocho de un desinfectante comercial (mlcrodln) durante 12 minutos, 

en matraces estériles Erlen-Mayer de 250 mi, se pusieron cien embriones por 

matraz. Una vez transcurrido el tiempo señalado, se enjuagaron cuatro veces 

con 100 mi de agua destilada estéril, y fueron sembrados en 20 mi de medio 

de Inducción sólido R4 ( apéndice ) ( Sónchez de Jlménez et al. , 1988 ), 

colocándose cuatro embriones por frasco. Posteriormente se Incubaron por un 

periodo de tres semanas a 25±1 'C y en obscuridad. 

D.4. Resiembra del Callo 

Los callos obtenidos durante el proceso de Inducción fueron resembrados dos 

veces antes de pasar al establecimiento de cultivo " en capa " para su 

enverdeclmlento. La primera resiembra se realizó en medio de mantenimiento 

sólido R2 ( Sánchez de Jlménez et al . , 1988) usando 2,4-D 2ppm y sacarosa 

al 3%. En esta resiembra el escutelo del callo fue retirado debido a que en 

previos experimentos se observó un mayor crecimiento sin este tejido. 

La segunda resiembra se hizo en distintos medios de pre-enverdecimlento, 

donde se emplearon diferentes tipos de fuente de carbono orgánico a distintos 

porcentajes. Los reguladores de crecimiento usados en esta resiembra fueron 

2,4-D, 0.5 ppm y clnetlna 0.01 ppm. 
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Tanto la primera como la segunda resiembra se hizo en 10 mi de medio sólido en 

tubos de ensaye. Los callos resembrados se incubaron por dos semanas en 

obscuridad a una temperatura de 25±1 ºC. La tercera resiembra correspondió al 

sistema de establecimiento de cultivos " en capa " en donde se probaron distintos 

medios de enverdeclmiento. Se usaron las citocininas: BAP 0.1 ppm y cinetina 

0.1 ppm, ambas se han utilizado frecuentemente en medios para induccir el 

enverdecimiento. La combinación de estás hormonas fué reportada en Solls et 

al ( 1989 ) y Vargas, ( 1992 ) como exitosa en el enverdecimiento de callos de 

malz de la variedad Tuxpeno. La composición exacta de todos los medios 

mencionados asl como el protocolo de los mismos se Indica en el apéndice. 

D.5. Establoclmlento da cultivos "an capa" con C02. 

Este tipo de sistema de cultivos " en capa " se realizó con el callo obtenido del 

subcultlvo de la segunda resiembra, el cual antes de pasar a su forma de cultivo 

"en capa" fué limpiado, retirándose del lnóculo las porciones organogénlcas 

formadas y partes necrosadas del callo. 

Después se tomaron porciones de 0.5g del callo y se dispusieron 

geométricamente en capa sobre la superficie del medio de enverdecimiento 

sólido. El volumen de medio para éste tipo de cultivo fué de 50 mi para dos callos 

" en capa " por caja petri. Cada in6culo se presionó suavemente contra la 

superficie extendiéndose homogéneamente sobre el medio formando una capa 

de callo compacta y delgada. 

Postertormente estos cultivos fueron expuestos durante 14 dlas a una atmósfera 

enriquecida con una mezcla de aire y C02 al 3% proveniente de un tanque de 

gas Custom, en una cámara de acrillco transparente, con un fotoperlodo de 8 
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horas luz 16 horas obscuridad bajo una intensidad luminosa de 120 mE.m-2 seg·1 

y a una temperatura de 26 :!: 1ºC. 

En el periodo de horas obscuridad los cultivos eran sacados de la cámara con 

gas y expuestos a condiciones normales de aire, sin abrir las cajas petri, para 

evitar una posible contaminación. La Intensidad luminosa se midió en un 

"Quantum "Ll-1858 (U-Cor inc). 

D.6. Establecimiento de cultivos en capa sin C02. 

En el caso de este tipo de cultivos, se siguió el mismo prolocolo descrito para el 

cultivo de callos " en capa " con C02, la única diferencia fué que no se 

suministro esté gas al sistema, el tiempo de la incubación fué de catorce dfas, 

momento en el cual se tomaron las muestras para posterior análisis bloqulmico e 

hlstólogico. 

D.7.Cuanüflcaclón de clorofila. 

Para cuantificar las clorofilas el callo se liofilizó, el polvo obtenido fué 

homogenizado con una solución de acetona fria al 80 % en un mortero a 4ºC en 

obscuridad. La proporción fué de 1ml de acetona por gramo de muestra. El 

extracto obtenido se centrifugó en una mlcrocentrlfuga a 10,500 rpm. durante 15 

minutos. El sobrcnadante se leyó a 645 y 663>. en un espectrofotómetro 

Beckman ( Método de Brulnsma, 1963 ). Coeficiente de extinción molar( e ) 

para clorofila a: en 645A. e= 7.93; 663A. E= 8.15 y para clorofila b: en645A. E= 

18.99; 663A. E= 19.53. ( Ziegier, 1965 ). 
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D.8. Cuantificación de Protelna. 

La cuantificación de protelna se hizo de acuerdo a la técnica descrita por 

Bradford, (1976). Se usó azul de Coomassle G-250 y BSA como proteina 

estándar. La concentración se cálculo por interpolación a la curva patrón. 

0.9. Detección de la proteína Rubisco por Dot·Blot. 

La detección de Rubisco se hizo siguiendo el método de Dot-blot de acuerdo al 

siguiente protocolo: Se maceró el callo con nitrógeno liquido, hasta obtener un 

polvo fino el cual se homogenizó en una relación 1: 1 peso I volumen con buffer 

de extracción cuya composición fué la siguiente: triclna 0.1 M pH 8.1, MgCI 

10mM, EDTA 5 mM, NaHCO, DTI 10mM, PMSF 0.5 mM. 

El extracto se centrifugo a 1 O ,500 rpm en una mlcrocentrifuga por 15 minutos; 

con el fin de concentrar la proteina en la muestra al sobrenadante resultante se 

le agregó PEG 50 % llevándose a un porcentaje final de 17 %, después se agitó 

por un minuto en un vortex, manteniéndose en reposo, durante 30 minutos a 

4ºC, luego se centrifugó nuevamente por 10 minutos. El precipitado obtenido se 

resuspendló con 300µ1 de buffer de extracción, y se cuantificó proteina ajustando 

todas las muestras a la misma cantidad. Las muestras fueron colocadas sobre 

una membrana de nitrocelulosa de 0.2µm ( Schleicher and Shueil, NC ) en 

ailcuotas de 2µ1. La membrana se incubó con una solución de saturación al 5 % 

( leche descremada y 0.05 % de Tween ), durante un minimo de 1 hora a 

temperatura ambiente y con agitación. Una vez saturada se seco y se lavo dos 

veces durante 15 minutos en buffer ( NaCI 0.15M y 50mM de tris, pH 7.4 ). 

49 



Posteriormente para reconocer a la Rubisco se utilizaron anticuerpos especlficos 

contra la holoenzima de esta protelna a una dilución de 1 :500. Como segundo 

anticuerpo ( comercial ) se utilizó anti lg·G de conejo unido a una peroxidasa, a 

una dilución de 1:1500. Para revelar el producto de la reacción se usó 4. cloro· 

naflol y 44µ1 de H202 al 30 % (Torre!, 1991 ). 

Aparte de las muestras problema que se colocaron sobre la membrana, se usó 

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. Detección de la protelna Rublsco por Western-Blot 

El Western-Bici ( Towbin et al . , 1979 ) fué otro método que se utilizó para 

detectar Rubisco en las muestras de callos de malz. 

Se hizó una electroforesis ( Towbin et al. , 1979) en gel de acrilamida al 12% con 

SOS y se corrió a 25mA. Una vez terminada la electroforesis las protelnas del gel 

fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa ( Shleioher and Shouell ) de 

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

Después de la transferencia se comprobó la presencia de las protelnas sobre la 

membrana con rojo de Ponceau al 1.% en ácido acético. Posteriormente la 

membrana fué saturada en solución al 5%, procediéndose desde esté punto 

como la técnica descrita anteriormente para el Dot-Blot. 

Se utilizaron anticuerpos especificas contra la Rubisco y anti lg-peroxldasa de 

conejo como segundo anticuerpo. Se reveló con el sustrato de la peroxldasa 

como a continuación se describe: 4-cloro-1-naftol, y 44µ1 de H202al 30 %. La 

técnica se desarrolló según Torren! ( 1991 ). 
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El producto de la reacción, en forma de precipitado azul sobre la banda de 

protetna reconocida por el anticuerpo apareció entre 5 y 30 minutos, la reacción 

se paró diluyendo con agua. La membrana se secó y se guardó en la obscuridad 

y en frlo para su manteniml~nto. 

D.11. Cuantificación de la actividad enzimática de Rublsco. 

Para determinar la actividad enzimática de Rublsco en callos de malz, se 

maceraron las muestras con nitrógeno liquido y se homogenlzaron con el 

mismo buffer de extracción que se ulilizó para el Dot-Blot en una relación 

1:1 ( peso:vol.). 

El exlracto oblenldo se centrifugó a 10,500 rpm por 10 minulos en una 

microcentrlfuga, al sobrenadanle resullante se le agregó PEG al 50 %, llevándolo 

a un porcentaje final de 17 %. Después se agitó por un minuto en un vortex y se 

dejó Incubar en hielo durante 30 minutos y a 4'C, volviendo a centrifugar el 

precipitado obtenido se resuspendló en buffer de exlracción. 

Para realizar el ensayo enzimático las muestras se lrataron con solución de 

activación ( MgCl2 100 mM, NaHCOJ 100mM ) combinando 9 volúmenes de 

muestra por 1 volumen de solución de activación, dejándose Incubar 3 minutos a 

4 •c. De ésta mezcla se tomaron 30µ1 y se anadieron a 30µ1 ( extracto de callo ) 

de medio de reacción colocado en viales de cristal para centelleo, Iniciando asl la 

reacción. La mezcla de ensayo para la reacción enzimática consistió de buffer de 

ensayo de ensayo pH 8.1 ( tricina 320 mM, MgCl2 64 mM, DTT 16 mM ), RuBP 

3mM y NaH "C02 10 mM, en un volumen final de 60µ1. 

La reacción se llevó a cabo a O, 15, 60 y 90 segundos a una temperatura de 

28:!:1 'C, y se detuvo alladiendo 200µ1 de HCI 3N en metano!. Posteriormente las 
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muestras se evaporaron en bano Maria dentro de una campana de extracción 

para eliminar el C02 radiactivo que no se Incorporó en la reacción. El residuo de 

la muestra se resuspendió con 50 µI de agua desionizada, y 5 mi de liquido de 

Bray ( Bray, 1960 ). La presencia de radioactividad Incorporada en las muestras 

se detectó en un contador de centelleo Minaxi B Tri-Carb, 4000 Series. 

D.12. Técnicas Histológicas. 

Para realizar el análisis histológico se tomaron pequeñas 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 

electrónica fueron las correspondientes a los medios: glucosa 1 % sin C02, 

almidón 1 % con C02y almidón 1 % sin C02, las cuales fueron fijadas a los 14 

dlas de Iluminación, bajo condiciones de fotoperlodo 18 horas luz / 6 horas 

obscuridad. 

D.12.1 Microscopia Electrónlca. 

La porción de callo se fijó en glutaraldehldo 2 % en una relación vol:vol en un 

buffer de fosfatos 0.15M, pH 7.2 y a 4±1'C por dos horas. Se posfijó en 

tetraóxido de osmio 2 % también por dos horas. Posteriormente se deshidrató en 

etanol y se embebió en Epon. Se utilizó un ultramicrotomo OmlJ3 Relchter 

realizándose cortes de 350A. Para contrastar las muestras se usó nitrato de 

uranilo y citrato de plomo ( Sánchez de Jlménez et al. , 1988 ). Las 

observaciones se hicieron en un microscopio electrónico JOEL 1200 EX 11. 
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E. Resultados 

E.1. Inducción y crecimiento do callos de malz. 

Para Inducir enverdeclmlento celular en callos de malz, fué necesario contar con 

un cultivo de callo blanco en condiciones de crecimiento óptimo., el cual se 

mantuviera en forma sistemática. 

En anteriores experimentos realizados por Vargas, (1992); sobre la inducción y 

crecimiento de callos de malz, se reportaron los medios R4 y R2 ( Sánchez 

de Jiménez, 1988) como propicios para inducir y promover un buen crecimiento, 

asl como til mantenimiento de dichos cultivos de malz. Por lo cual se optó por el 

uso de estos medios, para evaluar et crecimiento del callo blanco Inducido, de las 

variedades VS-22 y Tuxpeño, reallzandose una curva de crecimiento donde se 

cuantificó el peso fresco del callo, cada 48 horas, hasta que se dejó 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 permitió establecer 

cultivos de callos de malz, e inducir enverdecimiento ( ver gráfica 1 ). 

E.2. Enverdecimlento del callo. 

E.2.1. Medición cualitativa del enverdeclmlento de callos. 

e:n el proceso de enverdecimiento de los callos de malz y antes de las 

mediciones cuantitativas de los parámetros bioqulmlcos fué necesario contar con 

una escala de tonalidades que permitiera referir el color adquirido por el callo en 

el transcurso del experimento; esto ayudarla a seleccionar los tratamientos y 

condiciones propicias para lograr promover el enverdeclmiento 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-22 y 

TUXPEfitO. 
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A cada color de la escala se le asignó un número de acuerdo a la intensidad del 

tono verde. El número 1 correspondió a la menor intensidad de verde en la 

escala, los números sucesivos Indican una mayor Intensidad del color 

mencionado ( ver figura 8 ) . 

E.2.2. Influencia del genotipo en el enverdeclmiento del callo. 

En el presente trabajo se utilizaron dos genotipos diferentes de mafz, fa variedad 

VS-22 y Tuxpei\o, en el primero se encontró un enverdeclmlento parcial, 

ademés de observarse puntos de color verde Intenso sobre la superficie del 

callo, incluso después de 7 dfas de iluminación con fotoperlodo ( Bh luz/6h 

obscuridad ). 

En el caso de los callos de Tuxpefto, se apreció un color parecido al de la 

variedad VS-22 con un enverdecimiento un poco más homogéneo en ciertas 

partes de la superficie y algunos puntos verdes que en número Iban de 4 a 5 y 

mostraban una tonalidad de 5 y 6 ( ver figura B ), dichos puntos se observaron 

Incluso a los 5 dlas de iluminación. En experimentos anteriores se reporta una 

gran parte de enverdecimienlo sobre la superficie de callos de Tuxpello ( Solls, 

et al., 1989 ). 

E.2.3. Efecto de la fuente de carbono orgánico an al enverdeclmlanto de 

calloa de malz. 

En éste trabajo una de las metas principales fué conocer el efecto de la fuente 

de carbono en el proceso de biogénesls del cloroplasto, de ahl que todas los 

demás factores de crecimiento, se mantuvieron constantes. 
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Las fuentes de carbono que se utilizaron fueron: sacarosa, lactosa, glucosa y 

almidón todas a diferentes porcentajes pero a Iguales concentraciones 

equimolares ( iguales concentraciones en molaridad, aunque sus porcentajes 

sean diferentes). Los primeros experimentos fueron exploratorios para Identificar 

las mejores condiciones de inducción del proceso de enverdecimiento de los 

callos y se hicieron apreciaciones visuales en base al color y caracterfsticas de 

los cultivos. 

La tabla 1 muestra las Intensidades adquiridas durante el proceso de 

enverdecimlento por los cultivos de callos de la variedad VS-22 durante el 

proceso de enverdecimiento, usando distintas fuentes de carbono en el medio 

( ver figura 6 ). 

E.2.4. Efecto del C02 sobre el enverdeclmfento de cultfvos de maiz. 

La Influencia del C02 sobre la respuesta al enverdecimiento de los callos de malz 

fué mejor a la obtenida en los cultivos que no se expusieron a una atmósfera 

enriquecida con C02, la concentración a la que se expusieron los cultivos fué del 

3%. Las tablas 2 y 3 muestra la tonalidad adquirida en los cultivos de callos 

( var. VS-22 y Tuxpeño) que se sometieron a la Influencia de C02 con distintas 

fuentes de carbono, ver figura 6. 

E.3. Efecto de fa fuente de carbono y C02 en fa sfntesls de ch>rofifa. 

La cuantificación de clorofila total en los cultivos de callos de la variedadVS-22 

fué ligeramente mayor en comparación con la variedad Tuxpel\o. Los niveles de 

concentración de la clorofila total en los tratamientos: almidón 2%, glucosa 1 o/o y 

almidón 1 % sin suministro externo de C02 fué de 8.52µg.g·1, 9.90µ9.9·1, 
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Tabla 1. Efecto de la fuente de carbono sobre el enverdeclmlento de callos de 
maíz ( var. vs-22 ). 

Color adquirido por el cultivo de 
Fuente de carbono callos de mafz. 

Sacarosa 2% e.ce 1 

Sacarosa 1 % Lactosa 1 % • 2 

Lactosa 2% • 2 

Sacarosa 1 % Almidón 1 % • 3 

Almldón2% • 3 

Glucosa 1% • 3 

Almidón 1% • 4 

Los callos se incubaron durante 14 dlas en los medios de enverdeclmlento en 
una disposición "en capa". Fotoperlodo 18h luz/6h obscuridad, 120µE.m·2.seg·1, 
temperatura de 26±1'C. Grupo control y callo blancoc.ce y e; Tratamientos 
experimentales ( ver figura 8 ). 
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Tabla 2. Efecto del C02 y de la fuente de carbono sobre el enverdeclmiento de 
los cultivos de malz ( var. VS·22 ). 

Color adquirido por los culUvos de 
Fuente de carbono callos de mafz 

Sacarosa 2% c.CB 1 

Almldón2% • 3 

Glucosa 1% • 3 

Almidón 1%• 4 

Los callos se incubaron durante 14 días en los medios de enverdecfmiento en 
una disposición" en capa''. Fotoperlodo 1Bh fuz/6h obscuridad, 120µE.m·1.seg·1. 
temperatura de 26±1ºC. Grupo control y callo blancoc.co y •: Tratamientos 
experimentales ( ver figura 8 ). 

Tabla 3. Efecto del C02 y de la fuente de carbono sobre el enverdecimiento de 
los cultivos de malz ( var. Tuxpaño ). 

Color adquirido por loa cultivos de 
Fuente do carbono callos de mafz 

Sacarosa 2% e.ce 1 

Almldón2%• 3 

Glucosa 1%• 3 

Almidón 1%• 4 

Los callos se Incubaron durante 14 dlas en los medios de enverdecimlento en 
una disposición" en capa". Fotoperiodo 18h luz/6h obscuridad, 120µE.m·1.seg1, 
temperatura de 26±1 ºC. Grupo control y callo blancoc.ce y •: Tratamientos 
experimentales ( ver figura 8 ). 
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10.92µ9.g-ipeso fresco respectivamente a los 14 dlas de fotoperiodo (ver tabla 

4). 

En el caso de la variedad Tuxpeño el nivel para los mismos tratamientos y bajo 

las mismas condiciones fué de 5.90µ9.g-1, 6.63µ9.g-1, 10.82µg.g·1peso fresco 

respectivamente ( ver tabla 5 ). 

Los tratamientos de: sacarosa 2%, sacarosa 1% +lactosa 1%, lactosa 2% y 

sacarosa 1% + almidón 1%, solo se probaron con la variedad VS-22 y los 

niveles de clorofila total de todos estos tratamientos a los 14 dlas de fotoperlodo 

y sin C02 fué de 2.04µg.g·1, 5.17µ9.g-1, 5.28µ9.g-1 y 8.38µ9.9·1 peso fresco 

respectivamente. En la tabla 4 se presentan los resultados de cada uno de estos 

tratamientos, señalando la cantidad de clorofila a y b encontrada por µg / g-1 

peso fresco. 

Los cultivos a los que se les suministro C02 al 3% fueron:almldón 2%, glucosa 

1 % y almidón 1 % en el caso de la variedad VS-22 donde los niveles de clorofila 

total registrados fueron 9.69µ9.g-1, 10.42µ9.g-1, 11.32µ9.g-1, respectivamente de 

peso fresco. La tabla 6 muestra los resultados obtenidos en cada uno de estos 

tratamientos. El nivel de clorofila total en los tratamientos: almidón 2%, glucosa 

1% y almidón 1% de la variedad Tuxpeno con C02fué de 8.66µg.g·•, 9.64g.g·1y 

11.12g.g-1 peso fresco (ver tabla 7 ). 

La gráfica 2 muestra el efecto de la fuente de carbono sobre la slntesls de 

clorofila total en ambas variedades de malz (var. VS-22 y Tuxpello) y la gráfica 

3 el efecto del C02 y la fuente de carbono sobre la slntesls de clorofila total 

también en ambas varledades ya mencionadas. 
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Tabla 4. Efecto de la fuente de carbono sobre la slntesls de clorofila en cultivos 
de callos de malz ( var. VS-22 ). 

Cloroflla a Clorofila b a/b Clorofila total 
Fuente de carbono µg/g pesofresco IJlllgpesofresco pg/gpesofrtlCXI IJO 1 g peso truco 

Sacarosa 2% e.ca 1.05±0.2 0.98±0.4 1.07±0.3 2.04±0.3 

Sacarosa 1 % Lactosa 1 % • 3.37±0.2 1.80±0.4 1.88±0.3 5.17±0.2 

Lactosa 2% • 3.50±0.4 1.78±0.5 1.97±0.4 5.28:!:0.3 

Sacarosa 1% Almidón 1% • 5.40±0.3 2.98:!:0.2 1.82±0.3 8.38±0.4 

Almldón2%• 5.62±0.2 2.90±0.1 1.94±0.3 8.52±0.2 

Glucosa 1% • 6.71±0.1 3.19±0.3 2.1±0.2 9.90:!:0.3 

Almidón 1%• 7.52±0.2 3.40±0.3 2.22±0.3 10.92:!:0.3 .. Los callos se Incubaron durante 14 dlas en los medios de enverdecimiento en 
una disposición" en capa". Fotoperlodo 18h luz/ 6h obscuridad, 120¡JE.m·.seg1. 
temperatura de 26±1 ºC. Grupo control y callo blancoc.ca y •: Tratamientos 
experimentales. Las muestras se analizaron estadlsticamente por desviación 
estandar. Cada experimento se repitio !rea veces. 

Tabla 5. Efecto de la fuente de carbono sobre la sfntesis de clorofila en cultivos 
de callos de malz ( var. Tuxpeño ). 

Clorofila a Clorofila b a/b Clorofila total 
Fuente de carbono vglg peaotresco 1111 f g ptlO frHCO }JQ/gpeaoh1c:o l'QI I g p.10 frnc:o 

Almldón2%• 3.60±0.3 2.30±0.4 1.57:!:0.3 5.90±0.2 

Glucosa 1%• 4.05±0.4 2.48±0.5 1.64±0.3 6.63±0.3 

Almidón 1%• 6.68±0.3 3.96±0.4 1.74±0.2 10.82±0.5 
Los callos se incubaron durante 14 dlas en los medios de enverdeclmlento en 
una disposición" en capa". Fotoperiodo 18h luz/ 6h obscuridad, 120¡JE.m·.seg1• 

temperatura de 26±1 ºC. Grupo control y callo blancoc.ce y •: Tratamientos 
experimentales. Las muestras se analizaron estadlstlcamente por desviación 
estandar. Cada experimento se repitio tres veces. 
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Tabla 6. Efecto de lii fuente de carbono y C02 sobre la slntesls de clorofila total 
en cultivos de callos de malz ( var. VS-22 ). 

Clorofila a Cloroflla b a/b Clorofila total 
Fuente de carbono µg/gpeaotreseo ¡iglgpesofreseo ¡Jglgpesofralco J1g/gpttofr11co 

Almldón2% • 6.22±0.6 3.47±0.4 1.80±0.5 9.69±0.3 

Glucosa 1% • 6.72±0.5 3.70±0.3 1.82±0.4 10.42±0.2 

Almidón 1%• 7.87±0.2 3.45±0.4 2.29±0.4 11.32±0.1 

Los callos se incubaron durante 14 dlas en los medios de enverdeclmlento en 
una disposición "en capa ". Fotoperlodo 18h luz/6h obscuridad, 120µE.m·.seg1, 
temperatura de 26±1'C. Grupo control y callo blancoc.ce y •: Tratamientos 
experimentales. Las muestras se analizaron estadísticamente por desviación 
estandar. Las muestras se analizaron estadísticamente por desviación estandar. 
Cada experimento se repitio tres veces. 

Tabla 7. Efecto de la fuente de carbono y C02 sobre la síntesis de clorofila total 
en cultivos de callos de maíz ( var. Tuxpeflo ). 

Clorofila a Clorofila b a/b Clorofila total 
Fuente de carbono µg/gpt&OrrtlCO µg I g PtlO fr&ICO µg/gpeaorresco t19/gpt1orrt1co 

Almidón 2% • 5.35±0.3 3.31±0.3 1.62±0.4 8.66±0.5 

Glucosa 1% • 6.28±0.3 3.36±0.4 1.62±0.5 9.64±0.5 

Almidón 1%• 7.32±0.2 3.80±0.3 1.93±0.4 11.12±0.4 

Los callos se incubaron durante 14 dlas en los medios de enverdecimfento en 
una disposición" en capa". Fotoperiodo 18h luz/6h obscuridad, 120µE.m·'.seg', 
temperatura de 26±1'C. Grupo control y callo blanco•·ºª y•: Tratamientos 
experimentales. Las muestras se analizaron estadlslicamente por desviación 
estandar. Cada experimento se repitlo tres veces. 
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Grillca 2.Comparación del efecto de la fuente de carbono sobre la slntesls 
de clorofila total en cultivos de callos de malz de las variedades VS-22 y 

Tuxpefto. 

~ T~xpeno 
ovs-22 

t y• Almidón 2'11i 
2y5Gluco111'1 
3y8Almld6n1'1 

FUENTE DE CARBONO J 
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Gráfica 3. Comparación del efecto de la fuente de carbono y 
suministro de C02 en la síntesis de clorofila total en cultivos 

de malz ( var. VS-22 y Tuxpeno ). 

~ Tuxpeño 
ovs-22 

1 y 4 Almidón 2% 
2 y 5 Glucosa 1% 
3 y 6 Almidón 1% 

FUENTE DE CARBONO 1 
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De acuerdo a las distintas fuentes de carbono que se utilizaron para inducir 

enverdecimiento, se observó que el contenido de clorofilas fué mayor en los 

cultivos de callos donde se usó almidón 1 % y glucosa 1 %, observandose un 

ligero Incremento de estos pigmentos usando las mismas fuentes de carbono 

pero con la exposición de los cultivos a una atmósfera enriquecida con C02. Lo 

anterior se puede observar en las gráfica 3 

E.4. Efecto de la fuente de carbono y C02 en la acumulación de protelna. 

Los rangos de protelna total cuantificada en los cultivos de callos de malz de la 

variedad vs.22, donde únicamente se varió la fuente de carbono se muestran en 

la tabla 8. Los mismos cultivos de esta misma variedad expuestos a un ambiente 

de C02 presentaron rangos ligeramente más elevados con respecto a los cultivos 

mencionados. Los resultados de cada uno de los anteriores cultivos en cuanto a 

la cuantificación de protelna se presentan en la tabla 8. 

En el caso de la variedad Tuxpeño los valores de protelna total de los 

tratamientos: almidón 2%, glucosa 1 % y almidón 1 % sin C02 fué de 

89.78µ9.protelna.9·1, 94.27µg.protelna.g·1, 117.70µg.protelna.g·1 de peso fresco 

y el de los cultivos con los mismos azúcares pero con suministro de C02 fué de 

90.42µg de protelna g-1, 95.32µg de protefna g-1 y 122.43µg de protefna g·1peso 

fresco ( ver tabla 9 ). 

Se apreció un ligero aumento en el contenido de protefna en los cultivos tratados 

con C02 con respecto a los no tratados con este gas, aunque este Incremento 

fué poco significativo, lo que Indica que ambas variedades siguieron la misma 

tendencia (tablas By 9 ). 
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Tabla 8. Efecto de la fuente de carbono y del C02 sobre el contenido de protelna 
en los cultivos de callos de malz ( var. VS-22 ). 

Protelna total (sin co2) Proteína total (con C02) 
Fuente de carbono 119 I 9 peso fresco 119 I g peso fresco 

Sacarosa 2% e.ce 125.15±0.2 137.45±0.3 

Sacarosa 1 % Lactosa 1 o/o • 139.30±0.2 145.89±0.4 

Lactosa 2% • 150.22±0.3 169.85±0.2 

Sacarosa 1 o/o Almidón 1 %• 179.89±0.3 182.24±0.2 

Almidón 2% • 190.90±0.6 198.78±0.3 

Glucosa 1% • 198.72±0.5 220.54±0.2 

Almidón 1 o/o • 224.76±0.4 272. 15±0.2 
Los callos se Incubaron durante 14 dlas en los medios de enverdec1mlento en 
una disposición "en capa". Fotoperiodo 18h luz/ 6h obscuridad, 120µE.m·1.seg1, 
temperatura de 26±1 'C. Grupo control y callo blancoc.ce y •: Tratamientos 
experimentales. las muestras se analizaron estadlstlcamente por desviación 
estandar. Cada experimento se repitio tres veces. 

Tabla 9. Efecto de la fuente de carbono y del suministro de C02 sobre el 
contenido de protelna en los cultivos de callos de malz ( var. Tuxpollo ). 

Proteina total ( aln co2 ) Protelna total (con coi) 
Fuente de carbono 1111 / 9 peso fresco un / 9 peso fresco 

Almidón 2% • 189.78±0.3 190.42±0.2 

Glucosa 1%• 190.27±0.3 195.32±0.4 

Almidón 1 o/o • 220.70±0.4 230.43±0.5 
Los callos se incubaron durante 14 dlas en los medios de enverdeclmlento en 
una disposición "en capa". Fotoperiodo 18h luz/ 6h obscuridad, 120µE.m-1.segt, 
temperatura de 26±1 'C. Grupo control y callo blanco•·C8 y •: Tratamientos 
experimentales. Las muestras fueron analizadas estadlstlcamente por desviación 
estandar. Cada experimento se repltlo tres veces. 
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E.5. Presencia de Rublsco en cultivos de malz. 

E.5.1. Dot - blol 

La presencia de Rubisco se detectó en todas las muestras de cultivos donde se 

varió la fuente de carbono y también en los cultivos donde se sumlstró coz 
aunque no se obtuvó la misma Intensidad de la mancha, al revelar la membrana 

de nitrocelulosa. 

Se observó una mayor intensidad en los cultivos de callos cuya fuente de 

carbono fué: sacarosa1% +almidón 1%, almidón 2%, glucosa1o/o, y almidón 1% 

sin COz, siendo aún más intensa la mancha en los dos últimos tratamientos 

mencionados ( ver figura 9 ). Se obtuvó también que en estos mismos 

tratamientos, pero ahora con la Influencia externa de COz, la intensidad de la 

mancha registrada por el anticuerpo contra la Rublsco fué ligeramente mayor con 

respecto a los anterfores donde no se suministró COz. Dentro de estos cultivos 

se observó una mayor Intensidad en los cultivos que contenlan glucosa 1 % y 

almidón 1%. La figura 10 presenta la Intensidad mostrada por los cultivos de 

callos de malz de la variedad VS-22, bajo la influencia de C02. 

Para lograr· una referencia y apreciación correcta de las intensidades de las 

manchas que Indican la presencia de Rublsco por Dot-blot, se usaron muestras 

que sirvieron como control: control positivo extracto de hoja de malz y como 

controles negativos BSA y callo blanco { CB ) de malz. El control positivo mostró 

manchas muy Intensas, esto debido a la gran cantidad de protelna Rublsco que 

presentan las hojas. Por otra parte, en el control negativo de BSA no se apreció 

ninguna reacción positiva, debido a que es una protelna de origen animal y la 

Rublsco es una protelna tlplca de las plantas. 
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Detección de Rublsco por Dot·blot. La figura muestra la Intensidad de cada una de las 
manchas obtenidas de los tratamientos variando la fuente de carbono sin suministro de 

C02 ( var. VS·22 ). 

DOT- BLOT 

CP CB CN • H " BSA 

1~ ¡, 1 ?l~l•l~I 
SINICO¡ 

VAA. VS·22 

Figura 9. Dot· blot de cultivos de malz enverdecidos sin C02 ( var. VS·22 ). Los callos 
se Incubaron durante 14 dlas en los medios de enverdecimlento en una disposición" en 
capa". Fotoperiodo 18h luz/ 6h obscuridad, Intensidad luminosa de 120µE.m·•. seg" y 
temperatura de 26±1 "C. Las letras Indican: 

H= Control positivo de hoja de malz.-15µg protelna.2µ1 
CB• (A)= Control negativo de callo blanco de malz. -15µg protelna.2µ1 

BSA= Control negativo de suero de albúmina de bovino. -15µg protelne.2µ1. 

AaCB=Sacarosa 2% - 15µg protelna.2µ1 
B= Sacarosa 1% +Lactosa 1%-15µg protelna.2µ1 

C= Lactosa 2% -1 Sµg protelna.2µ1 
D= Sacarosa 1%+ Almidón 1%-15µg protelna.2µ1 

E= Almidón 2%-15µg protelna.2µ1 
F= Glucosa 1%-15µg protelna.2µ1 
G= Almidón 1%-15µg protelna.2µ1 
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Detección de la protelna Rublsco 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 C02 ( var. VS-22 ). 

OOT-ILOT 

CP e CI CP 

H 1 
A ISA 

CON1CO.z 
VAR. VS-22 

Figura 1 O. Dot· blot de cultivos de malz enverdecidos con C02 ( var. VS-22 ). Los 
callos se Incubaron durante 14 dlas en los medios de enverdeclmlento en una 
disposición " en capa ": Fotoperlodo 1 Bh luz I 6h obscuridad, Intensidad luminosa de 
120µE.m". seg·1 y temperatura de 26±1 'C. Las letras Indican: 

H= Control positivo de hoja de malz.-15µg protelna.2µ1 
CB= (A)= Control negativo de callo blanco de malz. -15µg protelna.2µ1 

BSA= Control negativo de suero de albúmina de bovino. -15µg protelna.2µ1. 

A=CB=Sacarosa 2% - 15µg protelna.2µ1 
B= Sacarosa 1% +Lactosa 1%-15µg protelna.2µ1 

C= Lactosa 2% -15µg protelna.2µ1 
D= Sacarosa 1%+ Almidón 1%-15µg protelna.2µ1 

E= Almidón 2%-15µg protelna.2µ1 
F= Glucosa 1%-15µg protelna.2µ1 
G= Almidón 1%-15µg protelna.2µ1 
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En el caso del control negativo de callo blanco ( CB ) se observó una mancha 

sumamente tenue apenas perceptible, esto indica la poca cantidad de Rubisco 

en la muestra. 

Las muestras fueron colocadas sobre la membrana de nitrocelulosa en allcuotas 

de 2µ1 ( 20µg protelna. 2µ1-1 ). La figura 9 muestra las distintas intensidades 

adquiridas por los cultivos de callos de malz, variando la fuente de carbono 

orgánico de la variedad VS-22, asl como las de los controles. La figura 1 O 

presenta la intensidad de las manchas en los cultivos tratados con las mismas 

fuentes de carbono ya sefialadas, pero ahora con suministro externo de C02 

( var. VS-22 ). 

E.6.2. Western - blot. 

Las muestras analizadas porWestern-blot para detectar a la protelna Rublsco 

en los cultivos de malz fueron: glucosa 1 % sin C02, almidón 1 % sin C02 ,Y 

almidón 1 o/o con C02 ( var.Tuxpeiio ). Todas estas muestras reaccionaron 

positivamente con los anticuerpos especificas contra Rubisco, apreciandose 

bandas menos Intensas y más delgadas, con respecto a las observadas en 

los controles, lo que indica que la Rublsco si se encuentra presente en las 

muestras de los cultivos tratados con las fuentes de carbono mencionadas, 

aunque no en la misma concentración en todos los controles utilizados 

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

La banda que mostró una mayor intensidad fué la correspondiente al 

tratamiento de almidón 1% con C02, siguiendo en Intensidad la de almidón 1% 

sin C02, la banda correspondiente al tratamiento de glucosa 1 % sin C02 fué 

menos Intensa con respecto a las anteriores (ver figura 11 ). 
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Los controles positivos que se emplearon fueron Rubisco purificada ( 5µg 

protelna. 5 µ1-1 ) y extracto crudo de hoja ( 40 µg protelna.80µ1·1 ). La banda del 

primer control fué más intensa y más gruesa que la s~gunda muestra control, 

esto se explica porque el volumen muestra de hoja contiene otras protelnas 

además de Rublsco, lo que reduce la concentración de está protelna en la 

muestra, y por lo tanto el anticuerpo reacciona sobre una menor cantidad de 

Rublsco dando como resultado una banda más delgada y menos gruesa en 

comparación con la muestra de Rublsco purificada ( ver figura 11 ). 

La figura 11 muestra el Western-Blot, donde se observan las distintas bandas de 

los tres tratamientos (glucosa 1% sin C02, almidón 1% sin C02 y almidón 1% 

con C02) asl como los controles. 

E.6. Actividad enzimática de Rublsco en cultivos de malz. 

Antes de realizar el ensayo enzimático para medir actividad de Rubisco, se 

precipitaron las muestras con PEG al 17% ( Vargas, 1992 ), 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 control positivo de hoja mostró actividad, la cual se incrementó con respecto 

al tiempo. Al tiempo cero las cuentas por minuto registradas fueron: 1443.0 en 

tanto que a los 15, 60, y 90 segundos las cuentas registradas por el contador de 

centelleo fueron: 56 547.0, 88 280.5, 107 471.0 cuentas por mlnuto(cpni) 

respectivamente. Lo anterior indica la velocidad de fijación de µmol"COz por 

minuto catalizado por la cantidad de enzima presente en la muestra de hoja. 

71 



Detección de Rublsco por Western·blot en cultivos de malz con y sin C02 

--- ~~- .._...._. ...... ~· 

Figura 11. Detección de la protelna Rubisco por Western-bici. La figura muestra 
la lntencldad de las bandas obtenidas en los distintos tratamientos variando la 

fuente de carbono, con y sin suministro de C02 en los cultivos de callos de malz 
de la variedad Tuxpefto. 

A= Marcadores moleculares-10µ1·1 protelna 5µ1·1 
B= Control positivo: Rubisco purificada - 5µ1·1 protelna 5µ1·1 

C= Control positivo: extracto crudo de hoja - 80µ1·1 protelna 100µ1·1 
G•Control negativo: suero de albúmina de bovino- 80µ1·1 protelna 100µ1·1 

D•Almidón 1% con C02-BOµf·I protelna 100µ1·1 
E= Almidón 1 % sin C02 - 80µ1·1 protelna 100µ1·1 

F= Glucosa sin C02 -80µ1·1 protelna 100µ1·1 
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La gráfica 4 muestra la actividad enzimática de Rubisco encontrada en hojas de 

malz ( var. Tuxpetlo ). Las cuentas por minuto se expresan enµmol C02 / mg 

de protelna . 

En el caso de las muestras problema se detectó ligera actividad de la 

enzima Rubisco en los cultivos de callos que contenlan almidón 1% sin C02 

( var.Tuxpeno ), registrandosé al tiempo cero 387.0 cpm, a los 15, 60, y 90 

segundos de reacción se registraron 1436.50, 1695.00 y 2594.00 cpm, 

respectivamente; esto Indica que la Rubisco presente en la muestra tenla cierta 

actividad, que aunque baja fué capaz de fijar e11•C02 suministrado en el ensayo 

enzimático (ver gráfica 5 ). 

En las muestras de almidón 1 % con C02 y glucosa 1 % sin C02 no se registró 

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.TUXPE!ÍIO ). 
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GRAFICA 5. Actividad enzimática de Rubisco en cultivos 
de call.os de maiz variedad Tuxpeño. 
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E.7. Análisis histológico de los cultivos de mafz. 

Tratamiento con glucosa 1% sin C02 

Los cultivos de callos de maíz correspondientes al tratamiento de glucosa 1% 

sin C02 ( var. VS·22 ), bajo condiciones de fotoperiodo 1 Bh luz/ 6h obscuridad, 

con una Intensidad luminosa de 120 µE.m·2seg·1 y a temperatura de 26±1ºC, 

presentaron desarrollo de cloroplastos. Las caracterlsticas de estos organelos 

encontrados en este tratamiento fueron: presencia de gránulos de almidón que 

de acuerdo a la panorámica general del análisis hlstóloglco por microscopia 

electrónica iban de 3 a 1 O gránulos por cloroplasto. 

También del análisis total de la muestra algunos cloroplastos presentaban pocos 

tiiacoides aunque, había otros que presentaban una cantidad regular de estos. 

Por otra parte no se observó grana, en ninguna de las muestras analizadas con 

este tratamiento (ver figura 12 ). 

En el caso de este mismo tratamiento ( glucosa 1% sin C02 ) pero de la 

variedad Tuxpeño, los cloroplastos encontrados mostraron características 

similares a las de la variedad VS-22, siendo el número de gránulos de 3 a 13 por 

organelo, habiendo Incluso algunos completamente saturados de almidón, los 

tilacoldes comparados con la variedad VS·22 mostraron una mayor 

diferenciación, siendo más abundantes, engrosados y no presentaron tantos 

gfobulos Upidlcos (Figura 13 ). 
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Tratamiento de almidón 1% sin C02 

El análisis histólogico por microscopia electrónica en los tratamiento de almidón 

1% sin C02 de la variedad VS·22 reveló la presencia de cloroplastos con las 

siguientes caracterlsticas: de acuerdo a la observación total de la muestra, los 

cloroplastos no contenlan gránulos de almidón, aunque algunos si los 

presentaron, siendo estos muy pequeños 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 observó fa 

presencia de grana, aunque si una ligera tendencia a formarse, ya que algunos 

tllacoides presentaban un cierto agrupamiento, esto se puede apreciar si se 

observa con detenimiento la figura 14. 

Otra caracterlstica que se observó fué la presencia de glóbulos llpidicos en casi 

todos de cloroplastos de la muestra, ( Figura 14 ). En cuanto a las caracterlstlcas 

de los cloroplastos observados en las muestras de los cultivos correspondientes 

al tratamiento de almidón 1% sin C02 pero de la variedadTuxpeño, se apreció 

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 glóbulos llpldlcos. La figura 

15 muestra algunas de estas caracterfsticas mencionadas. 

Tratamiento de almidón 1% con C02. 

En el caso de los cultivos de callos de malz de la variedad VS-22, cuya fuente de 

carbono fué almidón 1 o/o con suministro externo de C02 y bajo las mismas 

condiciones de los tratamientos anteriores, se encontraron cloroplastos que 

presentaban tilacoldes bien diferenciados y distribuidos sobre la superficie del 
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estroma del organelo. Otro aspecto importante que se observó fué la presencia 

de ciertas regiones que contenlan grana aunque no bien desarrollada. 

Por otra parte se apreció también la presencia de una cantidad regular de 

glóbulos llpidicos distribuidos sobre toda la superficie del cioroplasto( Figura 

18 ). 

Los cloroplastos encontrados en la variedad Tuxpello con almidón 1 o/o y con 

C02, presentaron gran cantidad de tilacoides que cubrfan toda el área del 

estroma del cloroplasto, los tilacoides presentaban ligeros engrosamientos en 

determinadas zonas y otras más delgadas esto se puede apreciar si se observa 

con detenimiento las figuras 17 y 1 B. 

Cabe senalar que en todos los tratamientos mencionados se aprecio gran 

actividad celular, presentando numerosos ribosomas, mitocondrias, retlculo 

endoplásmatlco rugoso, aparato de Golgl, e Incluso el núcleo celular. Un caso 

especial de está muestra ( almidón 1% con C02 var. Tuxpello ) fué la 

presencia de un cloroplasto muy diferente a los observados en la generalidad de 

la muestra e inclusó a todas las demás muestras de los distintos tratamientos 

senaiados, ( Figura 19 ). 
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Figura 12. El cloroplasto ( X50 000 ) que se observa corresponde al tratamiento de 
glucosa 1 % ( var. VS-22 ) sin suministro de C02. Las condiciones de incubación fueron 
14 dlas de fotopcriodo 18h luz/ Gh obscundad 120µE.m·2.seg. 26±1'C. Observandosé 
los grandes gránulos de almidón. Las lelras Indican: (A) granúlos de almidón, (C) 
citoplasma, ( E ) estroma, (M) mitocondria, (PC) pared celular, (REG) retlculo 
endoplásmico rugoso ( R ) ribosoma, ( T) tilacoldes. 
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Figura 13. Cloroplasto observado en cultivos de callos de malz ( var. Tuxpefto ) con 
glucosa 1% sin COz. El cloroplasto presenta gran cantidad de gránulos de almidón no 
sé observa grana aunque si tilacoides bien diferenciados. Los cultivos se Incubaron 14 
dlas en fotopertodo 14 dlas de fotoperiodo 18h luz/ 6h obscuridad y a una lntencidad 
luminosa de 120µE.m·z.seg. 26±1'C. Observandosé tos grandes gránulos de almidón. 
Las letras indican: (A) granúlos de almidón, (C) citoplasma, ( E ) estroma, (M) 
mitocondria, (PC) pared celular, ( R ) ribosoma, ( T) tilacoides, (GL) globúlo llpldlco. 
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Figura 14. Cloroplasto ( 15 OOOX) encontrado en cultivos de callos de maíz( var. VS· 
22) con almldón 1% sin sumlnlatro de C02. Los cultivos se Incubaron durante 14 dlas 
con fotoperiodo de 18h Juz/6h obscuridad con una Intensidad luminosa de 120µE.m· 
1.seg·1 y a una temperatura da 26±1'C. Observesé los grandes gránulos do almld6n. 
Las letras Indican (C) citoplasma, (E) estroma, (M) mllocondrla, (PC), (T) tilacoide, (GL) 
globúlo llpidlco. Los puntos que se observan dispersos en el citoplasma son ribosomas. 
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Figura 15. La fotomlcrografla corresponde al tratamiento dealmldón 1% con suministro 
de C02 de cultivos de malz variedad VS-22. El cloroplasto presenta formación de grana 
aunque no muy predominante. Notesé los globúlos llpldlcos que aparecen como puntos 
negros dentro del cloroplasto. (C) citoplasma, (E) estroma, (M) mltocondrta, (PC) pared 
celular, (G) grana, (D tilacolde, (GL) globúlo llpldlco, (R) ribosoma. Los puntos que se 
observan dispersos en el citoplasma son ribosomas. ( 15 OOOX ) 
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Figura 16. La fotomlcrografla muestra un cloroplasto ( 15 OOOX ) encontrado en cultivos 
de callos de la variedad Tuxpeño cultivados con almldón 1% afn co,, se puede 
apreciar los tilacoides que ocupan la parte central del estroma del cloroplasto no se 
observa grana ni formación do gránulos de almidón. Notesé la gran cantidad de 
ribosomas en el citoplasma. Las letras indican (C) citoplasma, (E) estroma, (M) 
mttocondria, (PC) pared celular, (T) tilacolde, (GL) globúlo lfpldlco, (R) ribosoma, (REG) 
retículo endoplásmatico rugoso. Los puntos que se observan dispersos en el citoplasma 
son ribosomas. 
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Figura 17. Los cloroplastos ( 15 OOOX ) que se observan corresponden a cultivos de 
malz Incubados en almidón 1% con C02 (ver. Tu::pano ). Nolesé Ja gran cantidad de 
globillos llpldicos entre los tllacoldes. Observé también las mitocondrlas y la gran 
cantidad de ribosomas en las tres células que se aprecian en la muestra. Las letras 
indican: (C) citoplasma, (E) estroma, (M) mitocondria, (PC) pared celular, (T) tilacolde, 
(GL) globúlo llpldlco, (REG) retlculo endoplásmatico rugoso. Los puntos que se 
encuentran dispersos en las células son ribosomas. 
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Figura 18. La fotomicrograffa muestra tres cloroplastos encontrados en cultivos de 
callos de malz de la variedad Tuxpefto, incubados en almidón 1% y suministro externo 
de co.. Los cloroplastos presentan abundantes tilacoldes que cubren casi todo el 
estroma del organelo. Observesé los grandes gránulos de almidón. Las letras Indican: 
{C) citoplasma, (E) estroma, (M) mltocondrla, (PC) pared celular, (T) tilacolde, (GL) 
globúlo llpldlco. Los puntos q11e se encuentr~n dispersos én las células son rlbosomas. 
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Figura 19. La fotomicrografla muestra dos tipos de c/oroplastos { 20 OOOX) encontrados 
en los cultivos de callos de malz ( var. VS-22 ) incubados con almidón 1% y C02. 
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) globúlo llpidlco, (R) ribosoma. 
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F. DISCUSION. 

Los primeros experimentos que se realizaron para inducir enverdecimlento en los 

cultivos de callos de malz de las variedades VS-22 y Tuxpeño fueron 

exploratorios para determinar las mejores condiciones de inducción del proceso 

de blogénesls del cloroplasto. 

Las pruebas se realizaron Inicialmente con cultivos de la variedad VS·22 

en los cuales se emplearon distintas fuentes de carbono, haciéndose 

previamente una evaluación de los azúcares y concentraciones a utilizar, 

ya que el tipo de carbono y su cantidad son factores que determinan el 

desarrollo de cloroplastos, slntesls de clorofila y el proceso fotoslntétlco en 

general ( Widholm, 1992 ). 

Las mejores condiciones de enverdecimlento obtenidas con la variedad VS-22 

se probaron con éxito en los cultivos de callos de la variedad Tuxpollo, la cual ya 

habla sido Investigada por Solls y colaboradores (1989 ). Esto sugiere que el 

genotipo de la planta no es tan Importante como las condiciones que Induzcan un 

balance metabólico 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 clorop!astos Induciendo la síntesis de mRNA 

que codifica para proteínas de estos organelos fotosintélicos ( Flores y Tobin, 

1986 ); además de que incrementan los niveles de clorofila y el número de 

cloroplastos por célula; as! como el desarrollo gradual de tilacoldes ( Kumar et al 

. '1984 ). 
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Aqul tales factores se mantuvieron constantes en todos los sistemas en 

concentraciones óptimas previamente definidas ( Solls et al. , 1989 ) ya que Ja 

finalidad de esté trabajo fué conocer el efecto de la fuente de carbono sobre el 

enverdeclmlento en el proceso de blogénesls del cloroplasto. 

Inicialmente en los cultivos de la varledadVS-22 se usó como fuente de carbono 

sacarosa a distintos porcentajes, utilizando como control cultivos de sacarosa 

2%; con estos cultivos se obtuvieron los niveles más bajos de clorofila total. 

Los demás cultivos incubados con adición de está misma azúcar en el medio 

( sacarora 1 % + lactosa 1 % y sacarosa 1 % + almidón 1 % ) mostraron también 

bajos niveles en relación al contenido de clorofilas totales pero mayores con 

respecto a la sacarosa al 2%. De estos sistemas de cultivo mencionados el que 

mostró un nivel alto de clorofila total fué el de sacarosa 1 % + almidón 1 % 

presentando Incluso valores más altos con respecto a los medios de cultivo que 

contenlan lactosa ( tabla 4 ). Dicho sistema de cultivo mostró buenas 

posibilidades de Inducir enverdeclmiento en Jos callos de malz. Se ha 

reportado que altas concentraciones de sacarosa inhiben la acumulación de 

clorofila ( Wldholm, 1992 ). 

La Rosa y colaboradores ( 1984 ) mostraron que concentraciones de sacarosa en 

porcentajes de O. 75 a 2.5% inhiben la acumulación de estos pigmentos 

fotosintéticos en cultivos de papa, e incluso la actividad enzimática 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 Jo mismo Edelman y Hanson ( 1971 ) en este mismo tipo de cultivos. 
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Vargas, ( 1992 ), reportó en cultivos de malz el usó de sacarosa 3 y 2% 

obteniendo mejores resultados con sacarosa 2%, dicha concentración favoreció 

la acumulación de clorofilas e incluso la presencia de Rubisco; por otra parte esta 

misma concentración de sacarosa se usó como control en este trabajo como ya 

se Indicó, los resultados obtenidos a pesar de cuantificar la clorofila y detectar a 

la Rublsco no fueron muy favorables al menos en comparación a otras fuentes 

de carbono utilizadas. Cabe senalar 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 concentración y del tipo de azúcar empleado. 

Otro de los experimentos con la variedad VS-22, lo constituyó el uso de 

lactosa en el medio, estableciéndose dos sistemas de cultivo con este 

disacárido (sacarosa 1% + Jactosa1% y lactosa 2% ). Los resultados mostraron 

una mayor cantidad de clorofila asf como mayor intensidad de Ja sena! de 

Rubisco detectada por el sistema de Dot-blot , en Jos sistemas que contenlan 

lactosa 2% ( tabla 4 y figura 9 ). Sheen, ( 1990 ) ha reportado que Ja lactosa no 

inhibe la expresión de ciertos promotores de genes de protelnas fotosintéticas, lo 

que significa que dependiendo de la protelna fotoslntética de que se trate, este 

dlsacérido puede originar una inhibición diferencial sobre Ja expresión de los 

promotores de genes respectivos. En el caso de Ja sacarosa esta si Inhibe la 

expresión de ciertos promotores de genes para protelnas fotosintéticas ( Sheen, 

1990 ). 
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En las variedades VS-22 y Tuxpeilo se usó glucosa 1 % para promover 

enverdeclmiento en cultivos de malz; el uso de esta fuente de carbono fué 

reportada por Lavergne y colaboradores ( 1992 ) como exitosa para promover 

enverdeclmiento en callos de malz provenientes de nódulos ( zona entre 

mesocótilo y eplcótilo ). Con la utilización de glucosa en el medio se obtuvieron 

los niveles más altos de clorofila sin mencionar hasta ahora el uso de almidón 

1 % que se discutirá más adelante. Además de glucosa también se adicionó C02 

al 3% para tratar de promover aún más 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 

C02 al 3% y otro incubado sin este gas. Muchos cultivos fotoautotróficos y 

algunos pocos fotomlxotróficos son Incubados bajo la Influencia de una 

atmósfera enriquecida con C02 ya que los primeros carecen generalmente de la 

adición de alguna fuente de carbono (La Rosa et al., 1984; Nagai et al., 1989 

y Widholm, 1992 ). 

Los callos de la variedad VS-22 con glucosa 1% que no se Incubaron con C02 

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 variedadTuxpeilo estos 

presentaron resultados similares, menor cantidad de clorofila total en cultivos no 

expuestos al C02 en comparación a los que se expusieron a este ambiente rico 

en C02 ( tablas 6 y 7). Los análisis semlcuantltativos por Dot-blot y Wester-blot 

fueron positivos en los tratatamlentos con suministro de C02 y sin C02 lo 

que Indicó la presencia de Rublsco en los callos en ambas variedades ( Figuras 

9,10y11). 

90 



En lo que respecta a los cloroplastos encontrados en estos cultivos ( var.VS-22 y 

Tuxpeño) tratados con glucosa1% (con C02 y sin C02) estos mostraron una 

caracterlstlca predominante, la acumulación de grandes gránulos de almidón, 

aparte de la carencia de grana. Los niveles obtenidos de las proporciones de 

clorofilas a I b para VS-22 ( tabla 4 y 5 ) y Tuxpeño ( tabla 6 y 7) indican 

valores cercanos a los registrados para cloroplastos del mesófilo, sin embargo 

las caraclertsticas de estos muestran más parecido con cloroplastos de la vaina 

del haz ( Figuras 12 y 13 ) que carecen de grana y presentan almacenamiento de 

almidón , esto debido probablemente a que no han alcanzado su madurez total, y 

el desarrollo de grana se ha visto afectado o también quizá al hecho de que la 

acumulación de clorofila esté limitada en el sistema Impidiendo la formación de 

grana ( Mohr, 1977 ). 

Lavergne y colaboradores, (1992) encontraron en sus cultivos de matz Incubados 

con glucosa 1% un solo tipo de cloroplastos, los cuales mostraron caracterlstlcas 

de tipo mesófilo, observando cloroplastos que careclan de almidón y otros con 

gránulos de esté polisacárido. Los niveles de clorofila en centrados por 

Lavergne colaboradores, ( 1992 ) son similares a los reportados en este trabajo, 

ast como a los encontrados en cultivos fotomlxotróficos por Yamada, (1985) en 

plantas C3 y por Kennedy y colaboradores, ( 1977 ); Seeni y Gnanam, (1983) en 

plantas C4. 

Con la adición de almidón 1% en los medios de cultivo de las variedadesVS-22 

y Tuxpeño se logró enverdecer gran parte de las superficies de los callos de 

malz, dispuestos " en capa " de ambas variedades. El uso de este polisacárido 

ha sido reportado por Hom et al. , (1983), en cultivos fotomixotróficos de un 
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hlbrido N. tabacum y N. glutinosa, y por Ranch y Giles ( 1980) que lo han 

usado en una concentración de 3% en cultivos de callos de Datura lnnoxla; 

además de Blair et al. , (1988) y Xu et al . , (1988). 

Aparte del uso de almidón 1 % en el sistema se suministró C02, estableciéndose 

cultivos Incubados en un ambiente rico en C02 y otros cultivos sin la Influencia 

de esté gas. En la variedad VS-22 ambos sistemas de cultivo ( almidón 1 % con 

C02 y almidón 1% sin C02) mostraron los valores más altos de clorofilas totales 

asl como de la proporción a I b de estos pigmentos fotosintéticos ( tablas 4 y 5 ), 

de todas las demás fuentes de carbono utilizadas para promover el 

enverdecimiento durante el proceso de biogénesls del cloroplasto. La diferencia 

entre el uso y no uso de C02 entre ambos tipos de cultivo fué muy poca, siendo 

ligeramente más elevados los rangos de clorofilas totales en los callos crecidos 

con C02. 

El análisis de Do! • blot para la Rublsco en estos cultivos resultó positivo siendo 

las senales para ambos tipos de variedades bastante marcadas ( figuras 9 y 

10 ) lo que Indicarla una mayor cantidad de esta protelna con respecto a los 

otros sistemas de cultivo con fuente de carbono distintas al almidón. Una de las 

preguntas que surge de todo esto es como el almidón es asimilado por las 

células de los callos de malz y su efecto sobre el contenido de clorofila en los 

cultivos durante el proceso de enverdecimiento. 

De acuerdo a la literatura, el uso de almidón para inducir crecimiento genera esté 

proceso lentamente, observándose por otro lado la acumulación rápida de 

clorofila ( Blalr et al . , 1988; Xu et al . , 1988 ). Esto sugiere una posible 

degradación paulatina del almidón, por Ja liberación tal vez de enzimas 

hldrolltlcas al medio, que proporciona energla limitada al cultivo permitiendo la 
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acumulación de clorofila y no su Inhibición ( Blair et al . , 1988; Xu et al . , 

1988 ).' Esto es una posible explicación aunque no se conoce con certeza el 

efecto del almidón en dichos procesos. 

Por otra parte los cloroplastos encontrados en estos cultivos ( var. VS-22 ) de 

acuerdo al análisis de microscopia electrónica, muestran caracterlstlcas 

morfológicas similares a los cloroplastos del mesófilo. Los cloroplastos 

encontrados en los cultivos que tenlan únicamente almidón 1 % sin C02 

muestran muy poca cantidad de grana ( Figuras 14 ), en tanto que los 

Incubados en almidón 1% con suministro de C02 ( var. VS-22) presentan más 

cantidad de grana ( Figura 15 ). Las proporciones de clorofilas encontradas en 

ambos cultivos son cercanas a las que se encuentran en cloroplastos del 

mesófÍlo ( Amtzen y Briantais 1975, Kanal y Edwards 1973 ). 

En lo que respecta a los cultivos con almidón 2% ( gráficas 2,3 y tablas 8,9 ) 

mostraron valores de clorofilas y protelnas totales menores, con respecto a 

cultivos que contenlan un porcentaje menor de almidón ( almidón 1 % ), Incluso Ja 

sena! para Rublsco por Dot-blot ( Figuras 9 y 1 O ) fué también menos Intensa 

con respecto a Jos callos cultivados en almidón 1 %, lo cual Indicarla 

probablemente que porcentajes altos de almidón en el sistema, inhiben el 

contenido . de clorofila por acumulación de disacáridos formados por la 

degradación de almidón ya que posiblemente cuando la concentración es alta de 

esté polisacárido ( almidón ) la velocidad de asimilación y degradación es baja 

permitiendo que se acumulen los disacáridos e Inhiban de alguna manera la 

formación de clorofila en los cultivos. Este mismo cultivo ( almidón 2% ) en 

comparación con medios que contenlan sacarosa y lactosa mostró niveles más 

altos. 
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Por otra parte, en lo que respecta a cultivos de la variedadTuxpefto incubados 

también con almidón 1% sin C02 y almidón con C02 ambos mostraron 

resultados similares a los de la variedad VS-22, en cuanto a los parámetros 

evaluados anteriormente ( tabla 6 y 7 ), observandosé sin embargo, en esta 

variedad ( Tuxpello) un enverdecimiento más homogéneo. 

En el caso de los cloroplastos observados en la variedadTuxpeño (Figura 16, 17 

y 18) y en ambos tipos de cultivos (almidón 1% con C02 y almidón 1% sin C02) 

las caracterlsticas moñológlcas que presentan son similares a los cloroplastos 

de la vaina del haz, sin embargo, en lo que respecta a la proporción de clorofila 

a / b no corresponde a este tipo de cloroplastos. En este trabajo no se hicieron 

estudios acerca del desarrollo de anatomía tipo Kranz, caracterlstíca que 

correlaciona el origen de estos cloroplastos y el metabolismo del carbono 

fotosíntétlco de los mismos. En trabajos realizados sobre la biogénesis de 

ctoroplastos en la variedad Tuxpeno se ha reportado la presencia de 

cloroplastos del tipo de la vaina del haz, sin embargo, en dichos estudios no 

observaron la presencia de la anatomla tipo Kranz, en ninguno de los estadios 

de enverdecimiento de los callos de maiz ( Solls et al. ,1989 ). Roy y Kumar 

(1989) obtuvieron resultados similares a los anteriores en cuanto a la 

ultraestructura de tos cloroptastos formado:. en callos de malz, sin observar 

también la presencia de anatomla Kranz. 

La detección de Rublsco en ambos cultivos de está variedad Tuxperlo ( almidón 

1% sin C02 y almidón 1% con C02) resultó positiva con el sistema de Western

blot, mostrando mayor Intensidad en tas seriales de reconocimiento para la 
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Rubisco los cultivos que fueron Incubados en un ambiente de C02 lo que indica 

una mayor cantidad de está protelna en los callos de malz (Figura 11 ). 

Comparando de manera general los resultados mostrados entre ambas 

variedades ( var.VS-22 y Tuxpeño ), bajo iguales condiciones de fuente de 

carbono, hormonas, intensidad luminosa y 14 dlas de fotoperiodo la variedad 

VS-22 presentó Jos niveles más altos de clorofilas totales e Incluso el contenido 

de protelna total fué mayor, con respecto a Ja variedad Tuxpel!o, aunque tales 

diferencias fueron poco significativas. Por otra parte, el enverdeclmiento en 

VS-22 se apreció en gran parte de la superficie del callo, pero no de manera 

completament1~ homogenea; en contraste a los cultivos de la varledadTuxpeño 

donde el enverdecimiento presentó una distribución más homogenea. Los demás 

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
0 

misma tendencia en general en cuanto al 

enverdeclmiento durante el proceso de biogénesls 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 enverdecimlento de ambas variedades, serian atribuidas a las condiciones de 

tratamiento y tiempo de almacenaje de las semillas de donde se tomaron los 

explantes para lnduccir el callo ( Roberts, 1983 ). Con respecto al primer punto, 

las semillas de la variedad VS-22 fueron tratadas comercialmente con un 

fungicida a diferencia de las de Tuxpel!o que eran semillas no tratadas 
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El efecto de las distintas fuentes de carbono utilizadas sobre el contenido de 

protelna total determinada en los sistemas de cultivo de ambas variedades se 

desconoce, asl también como el efecto del suministro de C02; tal vez ambos 

factores desencadenan procesos metabólicos relacionados con la slntesis de 

protelnas, o con otras vlas que se relacionan con la sintesis y degradación de 

azúcares como fuente de energla; sin embargo dentro de los objetivos de este 

trabajo, tales efectos no se contemplaron. 

La Inducción del carácter fotomixotrófico en las variedades vs.22 yTuxp11ño 

que fué parte de uno de los objetivos principales de esté estudio, solo pudo 

lograrse parcialmente en cultivos con almidón 1 % sin C02. Los valores 

detectados mediante el ensayo enzimático, Indicaron actividad de Rublsco; 

aunque el registro de tal actividad fué bajo ( gráfica 5 ). Esto a pesar de que se 

mostraron niveles de la protelna Rubisco significativamente altos en los cultivos 

(Figuras 9, 10 y 11 ). 

Se conoce actualmente que la integración de las subunidades de la Rubisco en 

forma de holoenzima activa requiere de la presencia en el cloroplasto de 

protelnas llamadas chaperoninas ( Ellls y vender Vies, 1991 ), cuyo masa 

molecular aproximada es de 60KD. Estas protelnas se unen a la subunldad 

grande de Rubisco para mantenerla soluble y ayudar a su ensamblaje correcto 

con la subunidad pequena, produciendo el complejo activo de la enzima Rubisco 

( Ellis y vander Vies, 1991 ). Por otra parte se ha demostrado que la Rublsco 

activasa, enzima especifica del cloroplasto, cataliza la activación de la 

Rublsco in vivo ( Salvuccl et al. , 1985 ). Esto Indicarla que probablemente para 

que hubiera actividad enzimática de Rublsco 6 para que esta fuese más evidente 
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en los callos de malz se requerirla la presencia de estas protelnas en el sistema 

durante el proceso de diferenciación de cuya función dependerla el ensamblaje 

de la Rubisco y la activación de la holoenzima. En el caso de la variedadVS-22 

no sé hicieron ensayos enzimáticos para determinar la presencia de actividad 

enzimática de Rubisco, sin embargo; de acuerdo a la tendencia similar con la 

variedad Tuxpeño se esperarla el mismo resultado. 

En relación al efecto de luz sobre el enverdecimlento en este trabajo se optó por 

el uso de una intensidad luminosa de 120µE.m·2.seg-1, ya que Intensidad igual a 

esta y similares, se ha probado que inducen la formación de cloroplastos 

maduros, en distintos tipos de callos. En cultivos de callos de ( espinaca ) 

Splnac/a o/eracea ( Dalton y Street, 1976 ), (clavel ) D/anthus caryophyl/us 

( Rabellle, 1988 ), ( a·rbusto éscoses ) Cytusus scoparius ( Yamada y Sato, 

1978 ), ( malz) Zea mays ( Aoyagl y Bassham, 1986 ), (soya) G/yc/ne max 

( Glllot et al., 1991 ). 

El uso de distintas intensidades luminosas según la literatura ha mostrado 

buenos resultados en cuanto a la obtención de cloroplastos maduros en algunas 

especies ( Kennedy et al., 1977; Aoyagl y Bassaham, 1988; Gillot el al. , 1991 ) 

lo que indicarla que la Intensidad de la luz no serla un factor llmitante para el 

desarrollo de cloroplastos, siempre y cuando se sobrepase el umbral de 

Intensidad mlnlmo para el desarrollo de estos organelos. 

En cuanto a las condiciones de fotoperlodo y luz continua en éste estudio se optó 

por el primero, ya que Vargas, (1992) reportó mejores resultados con régimen de 

luz-obscuridad en cultivos de callos de malz variedad VS-22. Tanto los factores 

97 



de Intensidad luminosa y fotoperlodo fueron condiciones constantes para ambas 

variedade.s de malz ( var. VS-22 y Tuxpeílo ), en todos los tratamientos. 

El establecimiento del sistema de cultivos " en capa " para Ja inducción del 

enverdecimiento de células de malz in vilro fué reportado por Vargas, (1992 ); 

mismo sistema que se siguió en este trabajo para estudiar el efecto de la fuente 

de carbono durante el proceso de biogénesls del cloroplasto. En otros reportes 

sobre la inducción del enverdecimlento de cultivos in vitro en plantas C4, se ha 

Involucrado el manejo de callos en su forma irregular de crecimiento, lo que 

favorece la formación 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 

propició enverdecimiento en ambas variedades de malz ( var.VS-22 y 

Tuxpeílo ), y se minimiza la existencia simultánea de zonas no diferenciadas, 

zonas en proceso de diferenciación y zonas enverdecidas; además de que 

durante el proceso de enverdecimiento, la biogénesis de cloroplastos se pudo 

apreciar tanto en las etapas iniciales de su formación asl como etapas de 

madurez de estos organelos fotosintéticos, en forma más sincrónica que en 

trabajos anteriores ( Solls et al . , 1989 y Vargas 1992 ). 
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G. CONCLUSIONES. 

1.- Los callos incubados en medios que contenían sacarosa como fuente de 

carbono, mostraron los niveles más bajos en todos los parámetros evaluados 

durante el enverdecimlento, lo que confirma que esté azúcar está inhibiendo la 

slntesis de clorofila la cual es un factor importante en el proceso de 

enverdecimiento de cultivos de callos. 

2.- Las mejores condiciones que condujeron a la blogénesis del cloroplasto 

fueron las siguientes: Incubación de callos en medio R2 con vitaminas de Green, 

BAP 0.1ppm y cinetina 0.1ppm como hormonas, almidón 1% como fuente de 

carbono, suministro de C02 y 14 dlas de fotoperiodo 18 horas luz I 6 horas 

obscuridad a una Intensidad luminosa de 120µE.m-2.seg·1. 

3.- La glucosa { 1 % ) Indujo enverdecimiento en los cultivos de callos 

observándose formación de cloroplastos del tipo de la vaina del haz con 

acumulación de grandes gránulos de almidón. 

4.- El establecimiento del carácter fotomlxotrófico se logró parcialmente en los 

callos incubados con almidón 1% sin suministro de C02, debido a la baja 

actividad de Rublsco. 

5.- La influencia del C02 no fué determinante en la Inducción del 

enverdeclmiento, sin embargo; aunado con las distintas fuentes de carbono 

mostró los niveles más altos de los parámetros evaluados excepto actividad de 

Rubisco. 
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6.- La acumulación de Rublsco en ambos cultivos se encuentra en niveles 

suficientes para mostrar actividad pero parece requerir de otras protelnas para 

lograr un correcto ensamblaje y I o activación adecuada 

7.- El uso de cultivos " en capa " es un sistema que permitió el enverdecimiento 

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

de la blogénesis del cloroplasto. 
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l. APENDICE. 

Composición de las soluciones stock del medio ( MS ) de Murashige
Skoog, ( 1962 ). 

Concentración final en 
Solución Composición g.L·1 el medio R ( mg.L·1 ). 

A CaCl2.2H20 44.0 440 
B NH4N03 16.5 825 

KNQ3 19.0 950 
c KI 0.083 0.83 

C0Ci2.6H20 0.0025 0.025 
D KH2PO. 17.0 170 

HJB03 0.62 6.2 
Na2Mo04.2H20 0.025 0.25 

E MgS04.7H20 18.5 185 
MnS04.7H20 0.9457 9.45 
CuS04.5H20 0.0012 0.012 
ZnS04.7H20 0.43 4.3 

F FeS04.7H20 2.764 27.8 
EDTA.Na.2H20 3.726 37.2 

G lnositol 10.0 100 
H Ac.nicotlnico 0.1 0.5 
1 Tiamina 0.2 1.0 
J Piridoxina 0.1 0.5 
K Glicina 1.0 2.0 

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

ml.L·1 Concentración final en el 
Solución Composición medio R 1 ma.L·1 ) 

H Ac. nlcolinico 13 1.3 
1 Tiamina 1.25 0.25 
J Plrldoxina 2.5 0.5 
K Glicina 7.7 7.7 

Sustancias adlcionalee, (Green and Phlllips,1975 ). 

g.L·1 ml.L·1 
Concentración final en el 

Sustancia modio R ( mg.L·1 ) 
Asparagina 2.23 100 223 
Pantotenato 0.1 2.5 0.25 
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PREPARACION DE MEDIO DE INDUCCION 

MEDIOR4 

Soluciones stock mi. L. medlo·1 

A 10 

B 50 

e 10 

o 10 

E 10 

F 10 

G 10 

H 5 

1 6 

J 5 

K 2 

Hldrollzado de caselna 200mg 

Sacarosa 3% 

mcpp 4ppm 

Clnetlna 0.01ppm 

Fltagel 2.5g 
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PREPARACION DE MEDIO DE CRECIMIENTO 

MEDIOR2 

Soluciones stock mi. L. medio·• 

A 10 

B 50 

e 10 

D 10 

E 10 

F 10 

G 10 

H 5 

1 5 

J 5 

K 2 

Hidrolizado de caselna 200mg 

Sacarosa 3% 

mcpp 2ppm 

Cinetlna 0.01ppm 

Fitagel 2.5g 
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Protocolo de medios 

Experimento A 

( Tratamiento con sacarosa 2% ) 

lnducclon de callo 

Medio R4 

1a. Resiembra del callo 

Medio R2 
sacarosa 2% 

clnelina 0.01ppm 
mcpp2 ppm 

2a. Resiembra del callo 

Medio de Pre-onverdeclmlento 
sacarosa 2% 

clnetlna 0.01ppm 
2,4-D 0.5ppm 

3a. Resiembra del callo 

Medio de enverdecimlento 
BAP0.1ppm 

cinetlna 0.1 ppm 
Sac;aroSR 2% 
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Experimento B 

(Tratamiento con sacarosa 1% +lactosa 1%) 

Inducción de callo 

MedloR4 

1a. Resiembra del callo 

Medio R2 

sacarosa 3% 
clnetlna 0.01ppm 

mcpp 2ppm 

2a. Resiembra del callo 

Medio de pre- enverdeclmlento 
sacarosa 1.5% 
lactosa 0.5% 

clnelina 0.01ppm 
2,4-D 0.5ppm 

3a. Resiembra del callo 

Medio de enverdeclmlento 
clnelina 0.1 

BAP0.1 ppm 
sacarosa 1% lactosa 1% 
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Experimento C 

( Tratamiento con lactosa 2% ) 

Inducción de callo 

MedloR4 

1a. Resiembra de callo 

MedloR2 

sacarosa 3% 
cinetlna 0.01ppm 

mcpp 2 ppm 

2a. Realmbra del callo 

Medio de pre-enverdeclmento 
2-4, O 0.5 ppm 

clnetína 0.01 ppm 
sacarosa 0.5% lactosa 1.5 % 

3a. Resiembra del callo 

Medio de enverdeclmlento 
cinetína 0.1ppm 
BAP0.1 ppm 
Lactosa 2% 
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Experimento D 

(Tratamiento con sacarosa 1% +almidón 1%) 

Inducción de callo 

MedloR4 

1 a. Resiembra del callo 

MedloR2 

clnetina 0.01ppm 
mcpp 2ppm 
sacarosa 3% 

2a. Resiembra del callo 

Medio de Pre-enverdeclmlento 

2-4, D 0.05ppm 
cinetina 0.1 ppm 

sacarosa 1.5 % almidón 0.5% 

3a. Resiembra del callo 

Medio de enverdeclmlento 

cinetlna 0.1 ppm 
BAP 0.1 ppm 

eacarot1111% almidón 1% 
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Experimentos E 

(Tratamiento con almidón 2% ) 

Inducción del callo 

MedloR4 

1a. Resiembra del callo 

MedloR2 

mcpp 2 ppm 
cinetina 0.01 ppm 

sacarosa 3% 

2a. Resiembra del callo 

Medio do pre- enverdecimlento 

2-4, D 0.5ppm 
clnellna 0.01ppm 

sacarosa1% almidón 1% 

3a. Resiembra del callo 

Medio de enverdeclmlento 

cinetina 0.1 ppm 
BAP0.1ppm 
almidón 2% 
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Experimentos F 

( Tratamiento con Glucosa 1% ) 

Inducción de callo 

Medio R4 

1 a. Resiembra del callo 

Medio R2 

mcpp2ppm 
cinetina 0.01ppm 

sacarosa 3% 

2a. Resiembra del callo 

Medio de Pre-enverdeclmlento 
2-4, D 0.05ppm 
clnetina 0.1 ppm 

vitaminas de Green 
asparagina 
pantotenato 
sacarosa 2% 

3a. Resiembra del callo 

Medio de enverdecimiento 
cinetlna 0.1 ppm 

BAP 0.1ppm 
vitaminas de Green 

asparagina 
pantotenato 
glucosa 1% 
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Experimentos G 

(Tratamiento con almidón 1% ) 

Inducción de callo 

MedloR4 

1 a. Resiembra del callo 

MedioR2 

asparaglna 
mcpp2ppm 

cinetlna 0.01ppm 
sacarosa 3% 

2a. Resiembra del callo 

Medio de Pre-enverdeclmiento 
2-4, D O.OSppm 
clnetina 0.1ppm 

vitaminas de Green 
asparagina 
pantotenato 
sacarosa 2% 

3a. Resiembra del callo 

Medio de enverdecimlento 
cinetina 0.1 ppm 

BAP 0.1ppm 
vitaminas de Green 

asparagina 
pantotenato 
Almidón 1% 
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