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RESUMEN,

El presente trabajo forma parte de un proyecto general denomi_
' nado "Blogénesis del Clorcplasto".En esta tesis ce estudid el funclona
miento de 1a bomba de protones,sntendiéndoso como el intercambio de pro
tones {H") por medio de la cadona trensportalora de slectrones a travis

de la membrana,en cloroplastos de nesdfilo alslados de hojas de malsm ___
(Zea mays L.}var.Tuxpefio en ires estados de desarrollo de lss mismas.la

investigacitn Be vib complementada por 1a medicién de la actividad tanto
sintética como hidrolitica de la ATP sintetasa.As! como por observacio
nes de estructura y uliraestructura de los cloroplastos.

Bn cuanto al funclonanmiento de la bomba de protones,se encontrb
que a medida que el cloroplasto medura,se incrementa tanto la velocidad
de captacion de protones como la si{ntesis de ATP.

Por otro lado,los ressultados de la velocidad de hidrdlisis de
ATP indican que a asdida que el cloroplasto madura esta actividal se ve -
disminuida,

Tanto estos resultades como la observacién del desarrollo es_.
tructural del organelo,raslizada en el microscopic nos dan las bases pa_
ra disefisr un modelo.fungional del desarrolls del cloroplasto durante el

crecimionto de las plantas en condliciones normales de lug-oscuridad.



1. ARTSG<DENT3S.
1.i.EBstructura de los cloroplastos.

Los cloroplastos son los plastldios mis comunes y de gran im_
portancia biolégica.Son los organolos celulares donde se efectda la foto
sintesls,por medio de la cual las plantas producen oxigeno y la mayor --
parte de la energi{a quimica que es utilizada por los organismos vivien_
tes, (Fig.1).

La forma de los cloroplastos varfa en las liferentes eapecles.
%n las plantas superlores tiene forma ovolde,discoldal o esférica,su ta_
nato es de 3 a 10 pm de largo,l.5 pun de grueso y un dimetro aproximado
dodab jm.Constan de una dotle membrana que encierra una fase soluble,
el estroma,y una membranosa.Rl cloroplasto es un organo flexible capaz -
de camblar de volumen,forma y poslcién en respuesta a un estimulo como
la luz.(Arntzen y Briantais,1975).

En la envoltura,la membrana externa actéa como barrera de per_
meabilidad y la menmbrana interna presenta permeabilidal selsctiva al --
. transporte de metabolitos enire el clioplasma y el estroma del cloro__
plasto.{Laetach,1971).

Tnternamente el cloroplasto enta formado por un sistema de sa_
cos membranales discoldales de 50 a 60 nm de diamaetro y de 70 a 100 nm
de grueso,llamados tilaceldes,los cuales pueden estar apllados formando
el grana,o blen no estar apllados fo:.;mando los tllacoldes 1el estromaja
modo de un sistema de tubulos anastomosedes que se unen a los tilacoldes
de los grana,los cuales estan fljados de un modo firme al estroma.(Hall

¥ Rao,1979).



|« Espacio tilocoidal
2- Moambronc limitonte intearna
3 -Gronum

7

4 -Esiroma
8- Membrano limitante externa

6~ Espaclo intermembranoso
7~Particion

F1G. No. | ESQUEMA  DEL CLOROPLASTO



£s en la membrana de los tllacoides en donde se locallzan los
pigmentos totosinteticos y el slstena transportador de elaectrones,razon
por 1o cual se describen algunas de las caractoristicas biolbgicas de es
ta membrana. '

Las ideas actuales bAsicas sobre la organizacién molecular de
las protelnas y los lipides en cualquier membrana blolbgica se dan en el
molele lel Mosaleo Fluido propuesto por Singer y Nicholson (1972). '

Esta membrana tilacoidal osta formada por una doble capa de fos
follpidos con las cadenas hidrofébloss orientadas hacia el interior y
las cabezas polares orlentaias hacia el exierior,normalmente los 1fpidos
constituyen la fase flulda en que 1las proteinas flotan llbremente y se
mantienen en equilibrio dinamice.Bstas protofnas pueden ser integrales o
periféricas,de acuerdo con el grado de asoclacidbn con la membrana y los
métodos utilizados para solubllizarlias,las protelnas periféricas se se_
paran mellante proccdimlentos suaves,son solubles en soluclones acuosas,
y habitualmente no contienen 1llpidos,entre las principales encontramos
¢l factor de acoplamiento de 1a fosforilacien (GFI) y & la Ferredoxina
NADP+ oxido-reductasa.Las protelnas integrales representan mas del 70%
del total,y para aislarlas se requieren tratamientos Arasticos.ﬂabitual_
mente son insolubles en solucionss acuosas,y la presencia de detergentes
on necesarla para mantenerlas en una forma no agregada,entre las princi
pales tenemos a el canal de protones do la ATPasa(1lamado CF0)|105 com_
plejos de proteinas y los pigmentos cosochadores de luw,varlos acarreado
res electrunicos {Citocromo f y Plastoclanina) y los centros de reaccitn.
P6BO y P00, (Robertis y Robortis,i9sh).

Pn el estroma de los cloroplastos adenas de lo descrito,se en_

cuentran granos de almidén,grasas,rlbosomas,acide desoxirri}:cnucleico -



(ADN),1as enzimas de) Ciclo de Calvin asi como a molsculas involucradas
“en el mecanismo de autorregulacion y replicaclon del cloreplasto como
el asido ribonueleico (RNA) tanto mensajero come de transferencia. (Ro_

sinski y Rosen,1972).

1.2. Anatomla de 1las hojas de plantas C-3 y C-i.

Los primeros experimentos sobre la cficacia de 1a fotosinte_
sls se realizaron en especles cultlvelas on zenas templadas como el tri
80,1a remolacha y la enpinaca,pero nu extonsién a nspecios troplcales y
senitiropicales como el sorgo.cm‘m de agtcar y malz demostro que no todos
los vegotales se comportan de igual manera respecto a los factores limi
tantes de la fotosintesis,ya que eatos tltimos para slcanzar su rendl_
miento maximo requieren pequcfias conceniraciones de CO2 en comparacisn
con las otras,cxistiendo pues,dos tipos de plantas,las plantas -3 (ea_
pinaca) en las cuales &1 primer compuesto hidrocarbonado producido por
las reacciones de oscuridad de la fotosintesis os un compuesto de tres

atomos de carbono(fosfoglicerato) y las plantas C-4_ (malz),en donde -
este compuesto tiene cuatro atomos de carbono (Acido oxaloacttico).(So_
merville y Somerville, }.

Aunalo a esto,la anatomla foliar de una planta C-4 es radlcal
mante distinta a la de una planta C-3.

Morfolbgicamente en un corte transversal de una planta C-3
encontramos una diferenclacion dorsiventral,en la que se observa un pa
rénquina en empalizada con células prismAticas formanio wna o mas filams
apretadas entre sil ¥ un parénquima esponjoso constituido por ctlulas

redondeadas,con espacios intercelulares,ambos tipos de células conforman



el mesofilo,presentandose un s6lo tipo de cloroplastos (Fig.2a).

La antomia de las vlantas C-4 se conoce desde 1934 y se denomi
na Anatonla Tipo Kranz,caracter'zada por presentar dos distintos tlpos -
de células fotosintéticas parenquimaticasilas células del mesofilo y las
de la vaina vascular,las cunles son diferentes en cuanto a sus activida
des fotosintéticas y enzimaticas y en la organizaclon do los tilacoides
en sus clorovlastos.(5chuster,i985).

5n el caso del malz (i-%),el sistema vascular se encuentra ro_
deado por una capa de celulas redondeadas dencminadas células de la vaina
vascitlar,las cuales a su vez estdn rodradas por una segunda capa de cdlu
las largas y estrechas,llamadas células del mostfilo,presentando ambas -
diferentes tipos de cloroplastoes.(F'g,2b).

Bstas dos coronas de células tienen atemas cada una,una f'uncibl;
blen distinta.%n las células del masdfilo los cloroplastos sintetizan el
compuesto de cuaire Atonos de carbone,no voseen nl Ritulesa-1-5-bifesfa
to carboxilasa/oxigenasa (RubisCn) ni Ciclo de Calvin.Por el contrarioc -
los cloroplastos de las c&lulas de la valna estan dotados de RublsCo y 'J_e
Ribulosa-1-5-difosfato (RuDP) y pueden funcionar como los de las plantas
C~3 en lo reterente a la fase oscura de la fotosintesis.

fin cuanto al ¢'clo de f1ijacidn del coz.en las plantas C-3 este
entra en ¢l metabholisme celular combinandose en los cloroplastos con un
compuesto de cinco Atomos de carbono,la ribulosa-1-5-difosfato,para dar
un compuesto intormediztio de sels Atomos de ecarbono.Esta reaccidn dg -
carboxllacién esta catalizeda por la ribulosa-1-5-difosfato carboxilasa, -
El compuestn c-A se esciende Inmediatamente en dos parte ldénticas por -
la misma enzima,dando dos moléculas de fosfoglicerato,el cual es reducl

do 2 triosa fosfato que se exporta Tuera del cloroplasto,al.c'toplasna,
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donde es utilizado para el metabolismo celular y la sintesis de azdcores.
%n cuanto al aceptor del COZ.RIIDP.ES continuamente regenerado para ali_
mentar el ciclo de reacclones conocldas por Ciclo de Calvin a través del

cual el €O, es incorporade por las plantas..(Flg.3 ).

2
En las plantag C-lel CO2 atnoslérico que difunde al interior
de 1a hoja penetra en los cloroplastes del mesdfilo.Ahl se combina con
un compueste de tres Atomos de carbono,el fosfoencl piruvato,para formar
un compuesto de cuatro dtomos de carbono,cl oxaloacetato.Este Acldo es -
trunsportado hacla las células de la vaina vascular,donde es descarboxi_
ladojel compuesto C-3 resultante vuelve hacla las células del mesdfile,
y el 602 1iberado en las ctlulas de la valna vascular entra en el Clclo
de Calvin. (Flg. & ).

En este caso la funcion oxigenasa de la enzima RublsCO es prac
ticamente inoperante.lLn reaccidn importante de la ruta C-U es la do la
enzima carboxilante,la feafornol plruvato carboxilasa (PEPcasa) que usa
como Bustrate fosfoenel piruvato y COa.Esta enzima tiene una alta afl_
nidal por el COZ y nula afinidad por el oxlgeno,por lo que la catillsis
no es inhibida por el oxigeno.

En cuanto a las diferenclas morfolégleas,dentro de la anatom{a
Kranz,los cloroplastos de la valna vascular mussiran un desarrollo pobre
vy variable de los grana,encontrandose algunos agranales,se sabe que esta
péritda del grana se da durante su desarrcllo.Estos cloroplastos se pre_
sentan t{picanente repletos de almidén,en camblo en los cloroplastos de
mesbéfllo por lo general no se presentan granuleos de almiddn, tienen grana
blen desarrollados los cuales aumentan tanto en ndmero como en tamaflo du_

rante el desarrcllo de la planta,ademas poseen una caracteristica estruc

10
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tural vesiculosa por debajo de la merbirana externa que se denomina reticu_
lo periférico.

Existen evidencias contradictorias entre la pérdida o ausencia -
de grann en 1os cloroplastos de la vaina vascular y la actividad fotosin
tética que presentan durante el desarrolle do las plantas C-4,observandose
qQue estos cloroplastos presentan baja astividad del FSII,comparade con la

actividad del FSIT de los cloroplasios do mesofile.

1.73.Fotos{ntesis en las plantas c-4,
La fotos{ntesis se define como ol proceso por el cual las plan__
tas y clertas bacterias convierten la energ{u proveniente de la luz solar
en onergla quintca (Govindjee y Govindjee,1975) .La ecuacidn goneral de la

Totos{ntesis esi Tuz
2H2A + CO2 B e lar >C }{20 + 27+ H20

donde A e8 el Bubstrato qu2 puede oxldarse.

A travtés de los afios una gran variedad de investigadores han con
tributdo al estudlo de 1l fotosintsnis,todos ellcs con un objetivo funda _
mental,descubrir como ge realiza la fotosintesis.

Actunlmente la fotos{ntesis se divida en dos fasessuna obscura y
una lumincsa,la fase obscura cucede en el estroma del cloroplasto y consis
te en el denominado Clclo de Calvin,en donde ae efactda la fijacidn de co,
utilizando el poder asipilatorio del HADPH, y ATP convirtiendolo a carbohi
dratos.

La segunda fase,denominada luminosa o fotofosforilacién,se loca
1liza en la menbrana del tilacolde,en 8sta fase so llevan a cabo las aiguﬁ_g
tes reaccioness

a)Absorcion de energla luninosa por los pigmentos cosechadores de lus ~---

13



(clorofflas a2 y b ¥ carotenoides).

b)Transferencia de energla a los centros de reaccidn en dondo es empleada
para las reacclones fotoquimicas.

c)Fotélisis del agua con desprendimiento de oxigeno.

d)Transporte de electrones (e ) desde sl agua hasta el aceptor final NADP"'
para produclr HADPHZxcon generaclén de un pradlente electroquimico pro_
ténmotriz que acumula protones en el interior del tllacolde.

9)Sintesls de ATP mediante la utilizacién del gradiiente electrogufmico de
protones a traves e la ATPsintetacsa.

Los pignentds fotosintétlcos que absorben 1a luz para iniclar _
la conversion de la energfa solar a enersia quinica se encuentran embebli_
des en la membrana 1e los tilacoldes,encontrancose en tormas diversast
a)Los primercs 2n Importancia son las ciorotilas 2 y b,son pigmentos tor

mardos por una porfirina,cuyos Atomos de uitrdgeno centrales se coordinan
con un 16n H52+.A ¢sta se adlclona unz largs cadena lateral de fitol du_
rante la blosintosis de la clornfila.las diferentes clases de clorofilas
poseen diferentes sustituyentes en el anillo porfirinico.La clorofila a
poses un grupo metilo unido al anille II,micntras que la clorofile b po_
see un grupo aldehfdo.(Fig.5).

Los maximos de absorcitn de la clorofila a y b en éter y acetona
son respectivamente,a 663 nm y 645 nm;y sus curvas de absorcitn se cruzan
a 652nm, (Fig.6).

5in embargo,investigaclones espectroscépicas detallsdas de la _
ctlula muestran que in vivo hay mas de una forma de clorofila s ,lae cua_
les pueden estar asocladas de diferentes maneras en los tilucgides y pro_

bablemente deben tener distintas funciones fotoquimicas.

14
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b)Adenas de las clorofilas,las memdranas tilacoidales contiensn pigmen
tos secundarios o accesorios,los carotenoides,que tamblen participan
on la absorcién de lnz.Estos consisten en largas cadenns de Atomos -
de carbono unidos por enlaces doblea y conjugedos,formanio un anillo
de cels atomos de carbono en cada extremojestos se dividen en dos cla
aes1los carotenos que son hidrocarburos que se reportan en dos formas
y los carotenoles que son alcoholes y cetonas,tales como lutelna y
gesxantina.Estos pigmantos poseen un espectro de absorcién en la re
glen do L00-500nn.Se cres que los carotsnoides pueden proteger & las
moldculas de cloxefila de una excesiva fotooxidacion por exceso de -
luz.(Hall y Rao,1979).{F1g.5 y 6).

Todos estos compusstos se hallan dispuestos en conjuntos fun_
cioneles o agrupaciones llamedos fotosistomas.Distintas prusbas experi
neniales indicen que la eficiencia fotosintastica es une funcién de la -
longitud de onda do la luz ingldente.la representactén grafica que mues
tra tal eficioncla (medida como dssprendimiento de oxigeno o fijacién
de Coz)debida. a la lug en furcidn de la longitud de onda se conoce como i
espactro de acclén de la fotosintesis.Bn las reacoiones fotoquimicas -
que impllcan un dnico plgmento,dstie sapectro tiens la misma forma gene_
ral que al espectro de absorclén del pigmento.

Bin embargo Emerson y col.(1943) al estudiar la eficiencia -
cudntica de 1a produccién de oxigeno (o sea el nimero de moldculas de
oxigeno produaidas por fotén absorbido) encontrd que disminuia al 3lu_
minar las células con una lengitud de onda mayor a 6B5nm & lo cual =me
la 1land calda del roJjo.llo obstante sl las células se suplementaban con
una longitud o onda menor (650-670nm) la eficiencia cuAntica sumontaba.
Estos resulatdos sugirieron la existencia de dos reacciones.luminosas,
cada urna con su
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longltud de onda caracteristicajel fotosistema I (FSI) y el fotosistema
11 (FS1I),por medio de los cuales se reallza 1a fase luminosa de la foto
sintesis;estos fotosistemas acttan de manera secuenclel e interrelaciona
da.(H111 y Benial1,1960).(Fig. 7).

Dilley y col. {1972) realizartn ensayos con Acido dlazzonloben
censulfonico (DABS) y demostraron que el F5I,se encuanira bacia la parte
externa de la rmembrana del tilacolde y el FEII hacia la parie internajes_
to ha venide a roforzar =l modelo propuesto por Junge y Witt (1978) quie_
nes concluysron que ol transporte de electrones en la membrana de los ti_
lacoldes esta en forma de zlg-zag.

81 VST no wsia asocindo con la produccién de oxigeno,su centro
de Teaccidn ¢s 1a Cl.ul o P700 que abserbve luz de longiiud do onda larga y
@3 debllnente fluorescente.il FSII es el responsable de la produccién de
oxfgeno,su centro de roaceidn es la Cla;; © PEB0 que absorbe luz de lon_
gltud de onda corta y es fluorescente.Aqul tamblién se encuontiran la cloro_

fila b asl como carotenaldes.

1.4, Transporte de olectrones en la fotosintesis.

La produccidn de HADPH2 WATP v 02 en los cloroplastes implica -
la transferencia de electrones a través de una calena transportadora de -
los mismos.Bsta transfercncic electirdnica requiere que cada uno de los --
transportadores sea reducido y oxidade para que la energia del electron -
pueda pasar a lo largo de.la cadenéx.Esto puede tener lugar via dos siste
massciclico y aciclico.

En el flujo de electrones aciclico ,el ATP se genera en un sis_

tema de traneferencia electrénica "abierta” junto con despremiimiento de
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02 a partir de HZO y formaclen de NA'JPHZ & aprtir de NADP.En el flujo de
elactrones ciclico,el flujo de electrones es un sistema "cerrado” (alre_
dedor del FSI) y el ATP os ol tnico producto formado.Estos dos sistemas

se explican a continuacién.(Fig.8).

1.4%.1.Transporte de electrones aciclico.

El osguema del transporte de electrones en la fotosintesis se
basa en el propueato por Hill y Bendall(1960).

El proceso empleza con la absorcién de un fotdn por el conjun_
to de pigmentos antena o colectores del FSII.La energla de excitaciotn es
transferida & una molécula de clorofila en el centro de reaceitm de una
unidad fotosintetica,la molécula designada es P680,1a cual transfiore u..n
alectrdn al aceptor primario de electrones designade Q (Kok,i960 y Dwpwns,
1963),0l cual es un tipo de plastoguinona con caracteristicas de reductor
débll y un donador de electrones primario deconocido designade Z.E1 .-

2+y el C1™ son esenciales para el funclopamiente de Z.

Mn'

Desle Q el electron pase a través de una serie de moléculas a -
carroadoras,donde el siguiente aceptor de electrones es la plastoquinona
(FQ),una quinona liposoluble con una cadena lateral larga que se parece
a la ublquinona ie 1a cadena respiratoria mitocondrial,

De aqul el elctrén se transporta al citocromo f (Cit.f)idel -
oual su posicién fue la primera on determinarse,mediante el uso especi
fico de mutantes del Cit.f.En este punto se ha descrito un sitio de aco_
plamiento entre RQ y Cit.f,donde sa crea la energla libre necesaria pa
ra la formacién de ATP,

Bl siguiente componente de la cadena es la Plastoclanina (FG),
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es una protefna azul que contiene cobre,su posicidn esta determinada -
por estudios realizaios semejantes a los hechos con Cit.f.Z1 atemo e co_
bre dJe esta protelna es el que transporta los electrones en realidad,ya
que es capaz de oxperimentar clclos Cu(I)-Cu{Il).

De aqui el electrbn es donado al sistoma de plgmentes del FSI,
designado como P700;el cual es excitado y iona el electrén al aceptor -
X o P430,que se cree es una protelna Terro-sulfurada.

La sustancia reductora de'la ferredoxina {SFR),es el priner a_
ceptor de electrones del FSI.

¥n este orlen,el electrdn pasa a una sulfo-ferro-proteina 1la_
mada Ferredoxina (Fd).En el slgulents paso interviene una enzima denomi_
nada Forredoxina-WADD -oxido reductasa (Fd-NADP™ Red),una flavoprotefna
que contiene Flavin Adenin Dinucledtido (FAD) y que reduce el NA.DP+>da.n_
do N:\DPHz.el cual es un proiucto primaric en asta reacclidn.

Se ha sugeride que dos moléculas de ATP se forman simultdnea
mente a partir de dos moléculas de ADP y dos moléculas de fosfato inérga
nico (Pi) de forma que 1la energia se conserva en forma de este compuesto

de alta energla.

I.4.2,Flujo de electrones ciclico.

n este proceso que requlere luz y cloroplastes el dnico produc
to neto es el ATP,ya que para producir ATP dnicamente se neceslta un flu_
jo de electronss cleclico que implique sdle al FSI.Bsta reaccidn fue des
cubierta en 1954 por Arnon,Allen y Whatley utillzando cloroplastos alsla_
dos de espinaca.Cuanio la luz excita al FSI se expulsa un electrdn de la

clorofila a en estado excltado y éste es cedido a la Fd que se reduce.
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Por ditimo la Fd reduclida,cede el electrén al Citocromo b (Cit.
b) ¥ luego a través de la cadena de transporie electirénico vuelve a la --
clorofila & en el FSI,generindose un graiiente electroquimico para la for

macibn de ATP,

1.5. Bombas de protones en la cadena redox del cloroplasto.

Bomba en el sistema 1itlco del agua.

Algunas partes de la cadena redox del lado del 0, del FSIT pa
roce que estin accesibles a reactivos a ambos lados de la membrana.El man
ganeso so descarga en la fase interna,pero en los cloroplastos tratados -
ol manganeso adlclonado ep donador el FSII1 como el fexricianuro.Ambos Lo_
nes no pueden atravesar la membrana.

El Cit.b559 que es donador del FSII a bajas temperaturas,se oxi
da con ferrlclanuro y tanto el citotrome b comc las reacclones 1litlicas
del sgua se modifican con tripsina y otros reactivos que no pusden cruzar
la membrana.®l aparato productor de oxigeno es grande y atraviesa la mem_
brans y libera protones hacla el interior del +tllaccide.lLa oxidacldn de_l
agua y transferencia de electrones al FSII libera 4 protones por Q2 pro_
ducido (Fowler y Kok,1974).

Le participacitn de los protones en el lado ageptor del FSII.

El 1lujo do electrones de Q a la poza de Plastoquinonas ocurre
medlante un mecanismo de dos etapas.La reducclén de § a dihidroxiquinona
involucra ‘la toma de 2 equivalentes de protones.Witt (1971), (Fowler y --
Kok,1974) .

Los protones se toman estequiométricamente con electrones en --

una relacion 1:1,Ademds la reduccien de PQ a dihidroxiquinona involucra



dos protones por molécula.Hay discrepancias enirs la velocldad a la que
se reduce la PR y 1a velocidal a la que el protdn abandena la fase acuosa

externa,sugiriendo que los protones 4involucralos en la reduccidn no vie_

nende la fase de inmediato. (Hauska,1975).

1.6. Fotofosforilacién.

La fosforilacién ocurre en el CF -CF, o ATPslntotasa,localiza_
1a en la cara externa de la vesicula del tilacolde,la cual se compone de
dos factores funclonalessuna que es una estructura oxtrinseca oligomérica
1lamada CF‘1 que forme un complejo eafdrico le cerca de 9.0-11.5 nm de diA_
metro y el segundo cempenente,que es un compleo entrinseco en 1a membra_
na llanmado CF‘O,GI cuzl funciona cono un canal de protones,al mismo tiempo
que el CFi fosfuirila al M)P.CF‘:L es el scctor catalitico de la enzima y se
compone de 5 polipAptl os los cuales se designan cono:tres subunidades o<
tres subunidedes (b ,y una &,y £. Las subuni adeae< y (3 contienen los sl
tios de enlace y catali{tices para el ADP y el A™P.lLa subunidad cf es la
encargala ds unlr la (:.‘7‘1 a la particula GF‘O.la subunidad ¥ controla el -
flujo de protones dentro del complejo y la subunidad £ inhibs la activi__
dad catalitlca lel complejo en 1la oscuridad para bloguear la hidrdlisis
de ATP.(Fig..9). (Nelson,1980).

Por otre lado CFO se compone de tres polipéptidos los cuales se
han designado como subunidades 1,II y III. {Fig.9).{Nelson,1980}.

Una vez generala la energla projucida durante el transporte de
electrones el complejo CF‘O-CF1 o ATP sintetasa,la aprovecha para la sinte
sls ‘el ATP,discipanio el gradiente protonmotriz.Los valores re H/2e” en_

contraios en los cloroplastos oscilan entre 1.1-1,9,1o cual significa que
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por caia dos elecirones que son transportados por la cadena se fosforilan

de 1.1 a 1.9 ATP.

1.7.Acoplamiente del Transporte de Elecirones a la Sintesls de ATP.

La sintesis de ATP estd acoplada al transporte de electrones y
viceversa,.®n 1958, Arnon,YWhatley y Allen demostraron que era un requisite
que la formacién de ATP y la reluccién de NA\DP+ estuvieran acopladas y --
tambitn demostiraron que la velocldal del flujo electrbnico hacla NADP*da_.
pendia de la presencia de ADP y Pi (requerido para la formacisn de ATP):
bsto puede ser explicalo por medio de la hipdtesis Quiniosmdtica propues_
ta por Mitchell (1961).El suglere que el flujo de electrones a 1o largo
del sistema de molédculas transportadoras de hidrogeniones cargados posi-
tivamente en la membrana del tilacolde,crea un gradiente electroguimico de
protones a través de la membrana.

El gradiente consta de dos componentesiuna diferencis de concen
tracitn de iones hidrogeno o ApH y una tiferencia de potencial electro__
quinico.8l grailente electroquimice y el gradiente de protones se deben _n
la acumulacién e lones hidrdgeno en los tilacoldes del cloroplasto,cuan_
do se transporian los protones de afuera hacla adentro por medlo de las -
plastoguinonas y la fottlisis del agua,depositindose en el espacio intra
tilacoiial.

La sintesis de ATP se lleva a cabo por el flujo ie protones a
traves le CFI—CFO en sentllo inverso ,mediando por una bomba de protones
a favor de un graliente en presencla de ADP y Pi que son empleades por --
ol factor ie acoplamiento uno (CFl).(Mltchell,1961).

En esta hipbtesis no se postula la presencia de ninguna maguina_
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ria molecular en la que el flujo de energla procedente de la luz se aco_
pla a la sintesls de ATP.Sn su lugar el papel crucial 1o desempefia una -
membrana que separa una reglén de la otra,que sirve como barrera para la
formacidn de 1os gradlentes menclonados.La membrana proporciona mis que -
proteccidn,confinamlento y un medio interno controlado,ya que la disposi_
cidn asimétrica de las moléculas que transportan electrones a través de -
la membrana,nermite el establecimlento del grailente de protones.

Una temostracitn convincente del papel desempefiado por el gra__
diente ie protones en la fotofosforilacisn la reallzardn Jagendorf y Uxl_
be (1966),al demostrar que la creaclén de un gradiente artificlal de pro_
tones puede dar lugar a la sintesis de ATP.

El modele quimlosmético define una relacién cntre las estequlo
métrias basicasiH® /ATPiH'Je” y ATP/2¢ ,con el conociniento de dos de ellas
se puede conocer la tercera.Para estas tres relacliones se han obtenldo va
lores diversos.

La relaclién ATP/2e” ha sido estimada en cloroplastos por Por__
tis y McCarty (1974) calculande la velocidad del transporte de electrones
basal (Teb) y la concentracloéon interna de K durante 1a fosforilacidn,lle
gando a encontrar una estequiometrfa te 133. La salida fosforilante de H+
reluce el tamailo de la poza e ul y consecuentemente se aumenta la velo_
ciiat ael transportes de slectrones y se reduce la sallda basal e u.

Por otro lado Izawa y Good(1968) encontraron una relacldn de =-
24TP/e".

La mayor parte e los repoftes respecto a la estequiometria ---
H*/a- apoyan la idea de que se transfieren dos protones por cada par de -
electrones a través de la membrana tenlendo en los cloroplastos una pro-

+ -
poreion de ¥ /2¢” de % dado que hay dos lugares re acoplamiento,
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_En-este caso la determinacién de la relacién H+/ATP puede ha

‘‘cerse iniirectamente de las relaclones anterlores,tenlendo quet

2
1.33

W/ AP =W/ e / MP/ee” =2x

requiriéniose por tanto tres orotenes por cada ATP sintetizado por el --
CF,-CF; . (Portis y HeCarty,1974).
A pesar de todo esto,no ha habido un concenso en los resulta

dos de estas relaclones.

I.8.Biogénesis de} Cloroplasto.

Durante la germinacisn de las semillas se desarrolla el itejide
follar y lentro de &1 se desarrollan los organelos que serAn responsables
de la actividal fotosintdtica de la planta.Bste desarrollo se conoce como
blogbnesis del cloroplasto.

Durante los Gltimos 20 ades se ha estudiade con mucho interés -
el desarrollo e los cloroplastos le hojas de plantas superiores.Este de
sarrollo puede ger estuilalo en tres modelos diferentes: 1)Estudiando el_
desarrollo de etioplastos a plastidios inducllo por luz en organolos als_
lalos; 2)3stuliando »1 Aesarrollo de etioplastos a plastidios inducido -
por luz en vlantas intactas y 3)Siguiendo el desarrollo normal de los clo
roplastos durante la ontogenia de la hoja bajo un reégimen normal de 1luz--
oscurlilad.

Siendo esta wltima forma la mis apropiada para realizar los cam
bloa ftuncionales y esiructurales,ya que es aquf donde se presentan las --
condiciones "in vivo”.S5in embargo la mayorla de los conoclmientos acerca

dal desarrcllo de los cloroplastos se han obteanido a partir del estudlo
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.de etioplastos a cloroplastos de plantas etlolaias expirestas a la luz --
déapuéé de un periodo fe crecimiento en la oscuridad (Baker y Barter,1984).

Pero bajo tales condiclones al desarrollo parclal de las hojas
ne tlene stucronia con aquellns proceses que requleren luz por lo que el
empleo e etinplastos no es muy recomeniado.

Se sabe que el lesarrollo de los cloroplastos durante el enver
d1eciniento sigue un proceso en stapas.La secuencia de ostas etapas puede
variar iepeniienio de las conliciones le crecimiento.Por ejemplo,la apa,
ricitn 1e los componentes y ie las actividades fotosintéticas es mucha -
mds tardia que en las plantas etioladas.Bste se debe 2 que en dichas ---
plantas etiola‘as el creciniento ls la hoja se lleva a cabo en la oscuri
dad,y 1a mayorla 4e los componentes que particlpan el el iransporte de -
slectrones y enzlmas fotosintsticas son formadas a aitos niveles du:antq
el cracimiento en la oscuridad.Se ha observalo que los etioplastos con
tienen Cit.'f‘.r}j.t.).)‘5 y 01t.b559 1la produccién e PQ puele ser estimulada
por la luz aunque cantidades substanclales pueden estar presentes on e_
tioplastes al igual que la PC.Fri—IlADP+-Hd JLa luz es utilizada practica__
mente sélo para induelr la formacién de pigemntos,consctar los dos foto
eistemas y actlvar algunos procesos enzimiticos,lo cual se 1lleva a cabo
en las nrimeras horas le 1luminacion.(Kirk,et al,1978).

En el caso de monocotiledénens como el maiz,se ha observado
que existe un lesarrcllo lineal y progresivo entre las células de la ba_
se a la punta de la hoja,estos camblos en estructura del tejido fotosin_
tético se ven reflejados en camblos en la actividad fotosintética de los
cloroplastos.Veries especies que presentan este mismo desarrolls han side
estudlalas encontrandose un patrén regular de cambios tanto en la forma

e los plastillos como en su desarrollo dimensional de la membrana del
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tilacoide.(Leech,et al,1973).

Se considera que los cloroplastios se desarrollan a partir de--
plastidios preexistentes denominados proplastidios los cuales se encuen
tran en las células del meristemo basal,estos poseen una dodle memdra_
na que puede ser un poco irregular en su contorno tlene un dikmstro de
1 pm o menos,ribosomas 70s,fibrillas de ADN,granoe de almidén y plasto
gloébulos.

Por modio de la microscopia electirénica se ha establecido la
presencia de los primeros cinco estados de desarrollo de plastidios de
cebada de la primera hoja de slete dlas de edad orecldas bajo condiclo_
nes normales de luz-oacutidad,a partir del meristemo lntercalar,tenien_
do lo sigulente:de 0,05-0.15 cm.ee encuentran los eoplastios asociados a
mitocondriasjde 0.15-0.75cm.estan los amiloplastos que son plastes inco '
lores conteniendo grandes grinulos de almiddn y primitivos cuerpes pro_
lamelares;de 0.75-1.25cn.plastidios amoeboideos con sistema lamelar es
casojde l.25-1,75cm.se encuentran plastidios inmadures que presentan -
plastogldbules,cuerpos protilacoldales con incliplente grana y de 1.75«::.-
hacla arriba encontramos cloroplastos maduros.

En ol caso de etioplastos al ser iluminades hay una considera
ble proliferacién membranal en forma de cuerpos prolamelares,los cuales
conalsten de una red de tabulos regular,los cuales contienen lipidos y
algunas proteinas que serAn utilizalas pars la blognesis de los tila
coldes en respuesta a 1a iluminacién.(Baker y Barber,1984).

En nal% se ha observado que los etioplastos presentes son di_
ntrficos,los de la valna vascular contisnen varios cuerpos prolamelares
y los protilacoldes se arreglan en capas paralelas.kn contraste los de

mesdfilo contienen gran cantidad de cuerpos prolamelares largos y multl
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centrados y los protilacoides se a.rréglan de manera muy irregular.Si es
tos son transferidos a 1luminacion continda el cuerpo prolamelar plerie
su anariencia regular y cristalina formando una agrupacioén e tdbulos,se
guldo de un rapide aumento en su volumen para que después le ana fase de
retardo se demarrolle el grana y los tilacoides para formar los cloroeplas
tos maduros.Se forman primero laminillas aplanadas con un arreglo regu_
lar de tdbulos interconectaios;posteriormente estas laminillas son sepa
raias ianio el estroma o bien quedan compactas en pilas formanio el grana.
Esto ocurre tanto en etloplastos como en cloroplastos de plantas crecldas
en condiciones normales 1e luz-oscuridad.

Los componentes -del cuerpo prolamelar son usados en la produc
citn 1e los tilacolles.Se ha visto que los etloplastos de mesdfilo contle
nen suflclente material en el cuerpo prolamelar para incrementar el Area
tllacolial hasta cuatro veces en las primeras 15 horas de iluminacién, --
mientras que los stloplastos de vaina contienen material suficlente para
incrementar el &rea tilacoidal en un 150%.En los cloroplastos de valna --
1la formacién tilacoldal “de novo" se completa practicamente entre las 12-
24 horas después del comlenzo de la iluminacitn y los tilacoides del mesd
t1lo son sintetlzados hasta 72 horas después de comenzar la lluminacién.
(Baker y Barber,1984).

La formacion del cuerpo prolamelar es paralela a la acumilaclon
de 1la protoclorofila.in etioplastos cuande son 1luminados,la fitolacion
de 1a clorofila se presenta para dar lugar a la fotoreducclén de 1a proto
clorofila a clorofila,y si la iluminaclon es suficientemente intensa la -
retuccién de la protoclorofila as muy rApida.Ademas,se ha observado que
la clorotila b ne es detsctable hasta un tiempo después de que la clorofi

la a es detectada.Bxtensivas investigaclones,en particular de Shiyk y -
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F16,"31 .osarrollo comvaratlvo entre un cloroplasto (luz) y un etloplasto (oscurtdad).

m\ tocondria.

CLoROPLASTe (Lyz) ETTOPLASTR. {QSCIRTDADY
Foplasto con una estre_
cha "apres! én” con una i Proplasta

Amiloplasto con granos
de almidén (A) y un cuer_
po protilacoidal primiti

VO,

Etioplastos alalmdos do plan
tas do avena de 10 dlas de
edad

CPL~Cuorpo prolamelar

Plasiidio ameboldeo.Se a_
procian algunas perfora
clones en el siatema la_
mnlar,

Ettoplastos aislados daspuds
de 5 min, de lluninacidn.El
CPL se dosorganiza y las la _
nmelan del sotroma se hacen
»ds largas,

Plastide inmaduro con globu
los osaloftlicos atrapadoa
dentro de un CPT anorfo,

(4%

Etlocloroplasto “in aitu" des
pubs de 15 min, de idunina_
eibn,se observan perfoctamen_
te las lanelas.

Cloroplasto maduro con un-
grano de almidén {A) normal,
un CPT psquenc y ritcsomas

(r) ascciados con los tla_
coides,

Plastidio deapubs de 24 hrs,
luz,presenta un estromatocen_
tro (E) y plastoglébulos,




‘ col_.(1971)’ han establacide que la clbroﬁyla"g.;e‘s el ﬁxli;evé\i;%éér'de‘ié‘clko_-
rofila b. BRI

Un factor que puede afectar el 1esarrollo aé 1a ultraestructura
1e los cloroplastos es la intensidad luminosa,y.a que bajo fuerte ilumina_
clén se inerementa el ntmero de cloroplastoa por unidad'de area.El grana
aunque ¢6 MAS pequefio s mAS numeroso ¥y hay una mayor cantidaddde estroma
con alta cantldat 1e enzimas tel Cilclo e Calvin, se incrementa la ca.nti_l
dad de clorefila y la actividad de los fotosistemas, en comparacidn con
los etioplastos irradiados con baja intensidod luminosa.(Baker y Barber,
1984) .

Un hecho importante durante el desarrolle de los cloroplastos
ea la denenlencia de la fotofosforllacion con el pH y 1la temperatura del
medio de incubacldn,lo cual puede ser diferente para los cloroplastos de
las distintas reglones de la hoja,ya que en algunos cascs se ha observa_
do que la maxima actividai fotosintética delos cloroplastos de 1la parte -
superior de la hojJa se han obtenide a pH y temperaturas mayores que para

el caso de cloroplastos provenientes de la parte basal de 1la hoja.
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II.JUSTIFICACION Y OBJETIVOS,

D<blde a que la mayoria ds los estudios sobre la blogénesis del
cloroplasto e han efectuade toman o como modelo ol desarrollo da etloplas
tos de plantas etioladas expussizs a la luz deambs de un perlodo de cre_
ciniento en la oscuridad,no ha sldo posible conocer si aste procesec de --
blogsnesis ocurre de manera similar en cloroplastos de plantas crecides -
‘bajo condlciones normales de luz-osecuridad,razon por la cual se decidid -
estullar 1la biogenesis del cloroplasto en plantas crecidas bajo tales con
diciones,

Aprovechando el hecho de que los cereales presentan un desarrf_
1lo progresive y gradual de sus células desdo la base a la punta de la ==
hoja a partir del merlstemo basal,se eligié el empleo del malz para la -~
realizacién del prescnte trabajo,por considerarlo un buen modelo para la
caracterizacidn de la blogoneals del cloroplasto.Este tipo de plantas C-4
presonta dos %ipos distintos de cloroplastos,los de meadfilo y los de val
na vascular.En este caso se estudiarcn los cloroplastos de mesefilo,ya --
que 4stos contienen tilacoldes con la presencia de sus dos fotosisiemas -
funcionales,llavando a cabo el proceso fotosintetico en la fase lumincsa
de la misma manera que los cloroplastos de plantas con metabelismo C-3; a
diferencia de los cloroplastos de vailna vascular los cuales carecan o ~-
precentan una auy baja actidsd relacionada con el FSII.

En vista de todas estas consideraciones o 'decidis utilizar oo_

mo modelo de estudio a los cloroplastos del mesofilo do malg,.
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] Considerando por otre lado que se conoce el desarrolle de los -
fotosistemas durante la biogénesis an otros modelos de estuiio (ej. plan
tal etioladas) decidimos estudiar el desarrollo funclonal de la bomba de
protones,cntendiéniose como el intercamblo de pfotones a través de la -
membrana por medio del transporte ie electrones,para la generacldn de un
graliente que favorezea la sintesis de ATP acoplada al transporte de e__
lectrones,por 1o que tamblén se realizaron mellelones de la actlvidad. -

del complejo CF},'CFO o ATPsintetasa tanto’en la hidrélisis como én ia -

sintesis de ATP durante el desarrollc de este organelo y en relacidn con

la activldad de la bomba de protones.

HIPOTESIS DE TRABAJO.

: S1 exlste una correlaclon anatomlco-fisloléglca progresiva du_
rante la maduracien de los cloroplastos de mosotilo de malz (Zea mays L.)
var.Tuxpefio,entonces la actividad de la bomba de protones ser& diferente
durante los tres estados de desarrollo de los cloroplastes agu{ estudla_
dos. (base,medio y punta de 1a hoja).
Con base en lo anterlor se plantea el sigulentes
OBJBTIVO GENTRALY
-Lonoger el funcionamionto de la bomba de protones sn cloroplastos da --
mesoi'ilo de malz (Zea mays L.)var, Tuxpefio,durante los tres estados de
desarrollo.
OBJETIVOS ESPRECIFICOS:
-Medir la actividal de la bomba de pro‘ones y compararla en los ires es_'.
tados de desacrollo.
-Medir la actividad hidrolitice de 1a ATPsintetasa por melic de activa

cion con luz y compararla en los tres estados de desarrclle.
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-Madir la activltad sintética “e 1la ATPsin:etasa y comnarala en los tres
estados de desarrollo.

~Realizar estudlos estructurales anadtomicos le la hoja y 1a presencla de
la Anatom{a Kranz en los tres estados -le desarro}llo.

-Realizar estudios de ultraestructura y diferenciacion del cloroplasto.
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III1,MATERIALES Y METODOS,
III.{.Material blolbtgico.

111.1.1.Condiciones de siembra,

Para este trabajo se emplearon semillas de malz (Zea mays L.)_
variedad Tuxpefic donadas por el Dr. Gregory Edmeades del Centre Interna
clomﬁ do Me Joramiento de Malz y Trigo {CIMMYT).

Las semillas se sembraron en cajas de pldstico (35x23xB.5 em.)
qutenierﬂo suelo preparado previamente con tlerra de hojas y tierra ne_
gra mezcladas 111 con una altura de lem, sobre la cusl se colocaron apro
ximadanente 40 semillas por caja y se cubrieron con una capa de lem. de
tierra.

Las plantas fueron creclias en un invernadero con 12 horas de
luz y 12 horas de oscuridad,con una temperatura de 20t 5 % en el dfay _
10t 5 % lurante la noche y se lrrigaron las cajas dlarlamente con agua
corrlente.

I11,1.2.Cosecha de las hojJas de maiz.

Se cosecharon las hojas de entre 15 y 20 dias de edad.BEn las _
ho jas se determinaron tres estalos fislologicos.El primero correspordid
a los dos primeros centimetros de la hoja & partir le la base de la mis_
ma,el segundo correspondid a los siguientes doas centimetros y el tercero
corraspordid a los dos ultimos centimetros pertensclentes a la punta de _

la hojajdenominandose a cada seccisn base,medlc y punta respectivamente,.
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. 11.2.Aislaniento y Resuspension de los cloreplastos de mesdfilo.

A partir de las hojas se¢ alslaron cloroplastos de mesdfilo de .
acuerdo al sigulente métodoi20 gr. de hojas de malz en luen estado se la_
varon con agua corriente y se enjuagaron con apgua destilalasdespuds con
la ayuda de unas tijeras se cortaron las tres secclones de 1a hoja,corres
poniientes a la base,medio y punta de 2cm. aproximadamente cada una.

Bstas secciones se colocaron (por separado)en un vaso de licua
3ora previanmente enfrialo a u°c,a_ dunde se hablan agregalo 50 ml, de me_

dio ie alslamlento que conteniassacarosa 0.5‘H. MeCl, 5 mM,KCl 10 mH,
anortiguator tricina-KOH 20 mM,pH 7.8,albamina de bovino desgrasada (BSA)
0.2% y polivinil pirrolidona (PVP) 0.,1%.

=n el presente trabajo se pobraron tres medlos de aislamiento
para obtener cloroplastos de mesdfilo Tipo II hasta obtener el aiecuado
que iiera cloroplastos activos y acoplados por tlempo suficlente (4-5 ho_
ras) para la realizacidtn de las pruebas experimentales.los tres medios --

probajos se presentan a continuacién denominandose A,B y C respectivamen

-5
MEDI0S A B c
BRACTIVCS CONCENTRACIONES (M)
Sorbitol o Manitol 0.33
Sacaroea 0.5
Tris-HC1 pH 7.8 0.05
Tricina-KOH pH 7.8 0.02 0.03
01, 0,005 0.005 0.005
KC1 0.010
Nall 0.3
BDTA (Na) 6.0005

39



- MEBIOS . _. AL _ B c . .=

- RmACTIVOS _  _ __ _ _ _ CONCENTRACTONES (M). _ _ _ _
BSA 0.1 % c.2% '
PYP . 0.1 %
-Marcaptoetanol 0,01 nM

Cada secclén so homogeneizd en una licuadora Osterizer Custom
Mod.L-21 por 5 segundos a maxima velocidad.El homogenelgado se filtrb -

a través le 4 capas de gasa colocadas en un embudo de Tiliraclén ripida,
8l filtrado resultante se centrifugd a 1500 x g durante 3 minutos en una
centr{fuga Backman Mod.Jz-ﬁ a 4%,

El sobrenadante se desechd y la pastilla que contenla los clo
roplastos se rosuspendld con ;m pincel en un velunen dé 0.4ml.con un me
dio de resuspansion que contenia sacarosa 0.5 M.Mgclz 5 nH.KClz 10 mM, -
anortiguador tricina-KOH 10 =M pH 7.8 ,BSA 0.1% ;las muestras se mantu
vieron durante 4-5 horas en tubos de centrifuga a 4%, y en la oscuridad,
Todos los pasos de alslamiento se efectuaron a 4% aproximadamente.

IIT.3. Determinacion de la concentiracién de clorcfila en las suspen_
siones obtenidas de cloroplastos del meséfilo de las tres sec
clonss 1e la hoja.

Debido a que el cloroplasto presenta dos tipos distintos de -
clorofila cuando se aisla,la clorofila & y la clorofila b ,el cdlculo de
la cantidad de clorofila presente sera reflejadn por la suma de ambas --
fracclones,

£n base a esto,para rleterminar la concentraclen de cloroiila -

se empleo el método espectrofotométrico propuesto por Arnon {1949) que -
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consiste en lo sigulente:

Se utilizaron 7 tubos de centrifuga clinica,que contenian 5ml.de solucién
de acetona al B0% (a temperatura amblente)a los que se les adicionaron -
50 y1 de suspensitn de cloroplastos;{a dos e ellos de base,a otros dos
de medio y otros dos de punta),se taparon con parafilm y se agitaron vi
gorosamen*e en un Vortex-Genle Mod .K-550-G y fueron incubados en la os_
curidad durante 8 min.jcon el fin de que la clorofila fuera extraida sin
ser daflada por la luz lurante este lapso.S1 séptimo tubo se mantuve co_
moe blanco,para caldbrar el eepsctrofotdmetro.

Transcurrido el tiempo anterior se centrifugd por 5 minutos en
una centrffuga clinica Mod.CL No.197-A a 500 x g para precipitar los re
siducs de los cloroplastos y se Jecantd a otros tubos de‘ensaye para evi
tar la resuspensién de los mismos.

Cada solucién resultante se leyd en un esnectrofotdmetro PYl;J_-_
Inicam Mod .SP6-550 contra solucién de acetona al £0% como blanco a una -
longitud de onda de 663 y 645 nm.La cantidad de clorofila ee detexmind -
por al método de Arnon empleanio los coeficlentes de extineldn molar es_
pecificos propuestos por Mckinney (1941)para extractos de aceiona al B0%
1lo cual gse indlca a continuacién:

Clorofila a (mg/ml)= (12,7)(A663)- (2.69)(A6LS)
Clorofila b (mg/ml)= (22,9)(A645)- (4.68)(A663)
Clorofila Total (mg/ml)=(20,29)(A645) + (B.05){A663)

A=Absorbancla
IIT.4.Medicion de 1 captacién de protones (Bomba de H') .

La entrada de protones(H’) se evalus registranio los cambios

de pl fotoinducidos en la mezcla de reaccidn conteniendo cloroplastos
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(Newman y Jageniorf,1964).

El transporte de fones y de H+ se asocia al flujo de electrones
y & la conservacion de la energla en los cloroplastos.fste flujo de elec
trones inducido por la luz resulta en un incremgnto interno del pH dabi
@0 tal vez a la captacion de H' en el interior de la membrana tilacoidal.
Para medir la bomba de H+ es conveniente ajustar el pH del medio externo
a 6.0 ,lepenilendo de 1la capacidai amortiguadora de la mezela de reacciodn,
el camblo en la elevacitn del pH puede observarse en mezclas de reacclién
que contengan so6lo cloroplastos y verse incrementado notablemente en ---
presencia do aceptores de electrones como sl metilviclégeno (MV) el cual
actta a nivel de FSI,este cambic de Pl inducldo por la luz puede sar tan
grande como 0.4 unidades de pH,es decir de un pH inicial ae 6.0 a 6.4 en
1a luz.(Newman y Jagenlorf,i964).

El equipo requeriio para la mediecién de la bomba ie H+ consis_
ti6 de un electrede de vidrio marca Orion de respuesta raplaa en contacto
con Jml. de meilo de reacelén que contenia KC1 100 mH.MgC12 5mM y amorti_
guador trieina-XKOH imM pH 7.6,MV 5mM empleaio como aceptor artiflcial de
electrones y cloroplastos hasta una concentracidon final de clorofila de )
25yg/hl.Antes de encender la luz en cada ensayo se ajustd el pH a 6.0.

El electrodo mencionado estaba conectado a un potencidmetro Corning Ho_
delo 12 de escala expandida de Scientific Instruments,él que a su vez es
taba conectado a un regist-aior Beckman 10" & 10 mV.

El dispositivo usado consta de un proyector con lampara de luz
otanca la cual incide asobre un lente de Izawa que esta constituido por -
selucién de sulfato de cobre (CuSOu) al 20% contenido en un frasco planc
de vidriojel cual elimina el calor y hace las funclones de filiro,ademas

de concentrar la luz en la cdmara de reaccién que se encuentra sobre una
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| - Groficador
2-Potencidmetro
3- Agltacor (Electrodo dentro del medio de redcciop + cloraplostos )

4-Lente de Izawa.
8- Proyector

F1G. 2. Dispositivo emplecdo pora lo medicion de lo actividod de lo bomba de protones

y la dntesis de ATP.



base de agltacién magnética Spin con plato térmico Mod.4803 que mantiene
homogénea 1a suspensitn de cloroplastos y ayuda a lograr una iluminacidn
constante sobre los cloroplastos contenidos en la camara de reacecién.
(Pig.12).
~CAlculo de la bomba de protones.

Lg velocidal y el cambio 'n nH,se miede nstimar debide a la -
deflexién del pH ,ocasionalo por 1a adicion 4e una cantidad de dclido --
estAniar,en nuestro caso para conocer los neq de H+ captalos en cada uno
de los ensayos.36-hizo una proporcidn entra el cambio que se obtlene en
la sscala del graficalor con 0.5 pl. de HC1 0.01 ¥ que equivale a 1.6666
neq M‘}/ml. ¥ el cambio en esta oscala causado por la bomba cuando se en_
ciende la luz.

Para realizar este cAlculo se consideran los siguientes datoss
voelumen total empleado 3ml.,velocidad de la carta del graficalor que es
una pulgada por minutg,cantidad de clorofila agregada que es de Zj)xg/ml.
¥y la calibracién con HC1l 0.01 N.Los resultadcs se expresan en neq H+x

mét clx hr.-1 .

III.5.Medicién de la sintesis de ATP,

En el estudlo de las reacciones de fotofosforilacién de cloro_
plastos 6 cromatéforos bacterianos es necesario medir la cantldad de ATP
sintetizado .Generalmente se ha utilizado 1a especificidad quimica de al_
gunas reacclones enzimAtieas por el ATP para reacclonar con sustratos co_
me por ejemplo glucpsa o 3-fosfoglicerato para obtener compuestos como -
la glucosa 6 fosfato y el 1,3 aifosfoglicerato.Estos preductos cuando -
reacclonan respectivamente con NADP+ o NADH + H+ van a dar lugar a un -

camblo en absorbancia a 340nm.Dicho camblo se utiliza para medir imiirec
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tamente la cantidad de ATP sintetigado.Otro método que se ha usado es ~ -
el olstema 1uniferina—lucifara.s.a,donde se relaclonan directamente los -
cuantos de luz emitidos por dicho sistema eon la concentraclon de ATP -
en la muestra.

Nishimura y Chance (1962) han desarrollado un método de medi_
¢lon del ATP qQue presenta algunas ventajas sobre los métodos citados.Es
te método no necesita que sustancias quimicas como enzimas,ajenas a la
fotofosforilacion estén presentes en el medio de reaccidn.Se debe tener
presente sin embargo al utilizarlo que ol medio de reaccldn debe conte_
ner sustancias de capacidad amortiguadora minima y que su aplicabilidad
depende del pH,concentracidn de metales como el M32+ presente en la
muestra y concentracién de salee como el cloruro de sodio y potasio.

La sintesis de ATP ese midié por medlo del cambio de pH foto
tnductdo en la mezcla de reaccién conteniendo cloroplastos a pH 8,A1__
berty (1951,1968) ha calculado el ntmera de equivalentes producidos en
esta roacelén de fosforilacién como funcién del pli.La carga neta del -
ADP a tH mayor de B es de -3,mientras que la de el ATP es de -4 y la -

del fosfato es de -2 por 16 quet

KP4 M mommmmmameee > 0P~ P07 + 1 0"

para pH 8 el ndmero de eguivalentes de H30+ producido por cada equiva
lente de ATP h'drolizaio es de 1,y para pH 7.0 es de 0.7 por 1o que
existe un compromizo en la reacclén del pH mAs adecuado para medir la -
fosforilactén.Entonces aunque el pH oéptimo de la reaccldn sea proximo a
7,1a equivalencia entre protones y ATP sintetizado es mayer a pH 8.0 por
1o que se realiza la medicion a pH 8.0.(Nishimuza y Chance,1962).

En 1a fotofocfortlacién se consume una mol de protones por ca
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"da mol de ATP sintetizado,3stos protones no estan directamenie relaciona
dos con los orotones de 1a bomba o los protones que se transportan por
€l CFy durante la sintesis.(Nishimura y Chance,1962).

El ‘iispositivo empleado fué el mismo que para la bomba de pro_
tones.La mezcla de reaccién también fué la micma que la utilizada ante__
riormente pero a pH 8.0.Ademds se adiciond Adenosin Difosfato (ADP) 1mH
y fosfato Llnorginice (KHZPOh) 3nM.5e agregaron cloroplasteos equivalentes
a 50 )lg/ml da c¢lorofila.Una vez comnleto todo se tlumind 1a muestra y -
g0 Midio el canblo de pH en el tiemno seguido por medio del graficador;
después 1la luz fua aagada y la nuestra se callbrs de la misma manera que

para 1n bomba 4e protones.

=Calculo de 1a sintesis de ATP.

Para obtener la velocldad de la slntesis de ATP a partir del =«
trazo obtenide en el graficador se consideran los sigulentes datosivolu_
men total emnleado Jml.,velocidad de la carta qus es una >ulgada por mi_
nuto,cantidad de clorofila agregada 50 pg/ml ¥ la calibracidn con 0.5 pL
de HC1 0.01 N que equivale a 1.6666 neq H'/nl.Con estos valores obtensmos
un nimero que llamamos factor el cual serd multiplicado por la distancia
recorrida en cada trazo y asl obtaner la velocidad de la sintesis de --

ATP exnresado como nmoles de ATP x mg—lcl *hrt,

111, 6.Medicién dr la hidrolisis de ATP,
Para la medicion de la hldrolisis de ATP se alslaron cloronlas

tos de mesofilo Tipo I,del mismo modo que en la secclén IT.2.,excepto -
que en este caso el medio de aislanlento fus el sigilentaisordbitol 0.35 M,
actdo ascorbico 5 nM,actdo 2-(N-Morfolino)etano sulfenico (MES) ~—----
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20 . m4 pH b6.5,en este caso se realizod un lavado de los cloroplasios y pos
terlormente se resuspendlerdn en 0.hml. de un medio que contenfa:sorbitol
0.35 M,Mg@lz 1 mM.MnCl2 1 wM, N-2-hiirbxictil piperazina-N'-2-Acido eta-
nosulfénico (HEPES) 50 mM pH 7.6.%3stas susnensiloncs de cloroplastos se --
guamiaron en tubos e ensaye en el refrigeraior,cublertos con papel alumi
nio para protegerlos de la luz durante una hora aproximadamentie,

Se dotnrming la cantidad de clorofila como se indico anterlor_
mente,

Activacion de GF‘1 -CFg.

La actlvacion de CF, CF

4 CFp se hiz4 con luz para causar un camblo con

formacional en CFi'

Se tomarsn 17 pl e un medio que conteniarsorbitol 1.2 My a_
mortiguador tricina-KOH 100 mM pH B.0 al que se le aliclond 44 p1 de un
medlo que c:on!.enia.:l'lgcl2 5 m y amortignador tricina-KOH 15 mM oH 8,0---
nas k0 pl de cloroplastos equivalentes a 12.1 Pg/ml, de bYase;i6.2 pg/ml --
de medlo y 14.7 pe c1/ml de puntaitolo esto se mantuvo en agitacion an -
1a oacurided por un mirmto,transcurrido este tiempo la muestra se pusc -
en la luz (1a fuente de luz fue un proyector de lus blanca 1500!«/-2) a
una distancia de 10cm, y en agltacién conatante por 1.5 min.Posterlormen_
te oe agregaron 0.9 ml. de medio de reaccién de la ATPasa el cual conte_
nianMgClz ? mH,NHum 1.1 nM,ATP 2.2 mM y amortiguador tricina«KOH 15 mM
™ 8,0,

Deopués sa apagd la luz y se mantuvo en la oscuridad y agita
cion constante por medio minuto para posterlormente detener la reaccién
con 0.5 nl. de acido triclorodestico (TCA) al %0 % w/v y se centrifugh -
la preparacidn a 1500 2 g por 5 minutos,®l fosfato presente se determind

por el siguiente método.



Determinacidn de Fosfatos.

La determinacién de’fosfatos se hizo de acuerdo al métouo de -
Fiske-Subbarow.

La curva estandar para la determinacién le fosfatos se hizd en
0.8 ml. de solucién que contenia de 0 a 0.15 pmoles de fosfato.(Tabla L
y Gratica 1), La muestra se llevé a un volumen tinal de 3,2 ml. con agua
deatlilada.Las nuestras problema también se llevaron a este volumen.

Posteriormente se adicionaron 0.5 ml. de hestamolibdate de -
amonlo al 6,6 % en agua mAs Acido sulfurice (HZSOQ) 7.5 N en una propor__
clén 1:1 y se agltaron vigorosamente en un Vortex-Genie Mod. K-550-C y -
se agregaron 0.4 ml. de reactivo de color que contenia 1 5 gr. de sulfa_
to ferrosc (FeSOu) disueltos en 50 ml. de agua a los que sc les agregd -~
1 ml, de stpb 7.5 N,se agitardén vigorosamente y se dejaron reposar 10 --
mimitos a temperalura amblente.

Posterlornente se detormind su absorbancia a 660 nm. en un es_
pectrofotémetro y se grafico la curva patrén,obteniendose ademis la acti
vidad de 1a ATPasa de las muestras problema,expresadas como pmoles Pi x
mg-'lcl x heol.

III.7.Técnicas de microscopla de cortes transversales de hoJjas de

malz y de suspensiones de cloroplastos de mesdfilo de malz.

IT11,7.1.Microscopia de lug,
Se hizo en base a Parra G,{1985) de la sigulente manerat
8e hicleron cortes tranaversales de aproximadamente 1 mm,de -
cada estado de desarrollo de la hoja de maiz,con ayuda de un blstur{.Fes_ _

tos cortes se fijaron en glutaraldehfdo al 3 % en solucién amortiguadera



TABLA R, 1

Curva estAndar para la deterninacisn de fosfatos.

Concentracion de fosfatos - Absprbancia

sdicionado (pmoles) 660 nm,
0.02 0,030
0.06 0.108
0,100 0.179
0.150 0.275

Tabla | fuxva estAnlar para la determinaciéon de fosfatos.

Las condiclones exporimontales se describen en nateriales y mbtodos,
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de fosfatos 0.1 M pH 7,2 durante 2 horas.Se lavaron con medio que conto_
ni{a sacarosa 0.25 M en amortigusdor de fosfatos 0,1 H.p{i 7.2 8 7.4,rea_
lizando canbios cada 15 minutos y dejando el tejido sunergldo on el me
dio durante toda la noche o 4°C.3e £136 con tetroxido de osmio (0501‘) al
2 % en amortiguador de fosfatos pH 7.2 en la campana de extracoidn duran_
te 2 horas. '

Las muestras fijadas se deshildrataron en una serie de soluclo_
nes de etanol del 30 sl 100 % (v/v) que hiban en sunento de su concentra
cion de 10 en 10 ¥ roaligando cambios caia 10 minutos y luege con bxidow-
Ao prepilenc al 100¥ durante 15 minuton{cada uma ).

Las muestras deshldratadas se incluyoron em OP1Epon (111} en -

desecador durante 24 horan,sl cabo de este tiempo la muastra se colocd ==
en cApsulas con Epon al 100 % para dejar polimerizar en la astufa a 60°C
por 48 horas.Obtenidas las muestras,se realizarbn cortes seaifinos con -
un microtomo Relchert UM03,estos cortes se tifieron con hematoxilina-eocal_
na y se examinaron en un microscopio de luz Junez Leitg.También se hicle_

ron cortes finos para alcroacopia electronica.

I11,7.2.Microacopla electronica.

Se higd en base a Parra (1985} do la sigulente maneras Muestras
pequefias de muspenslones de cloroplasios provenlientes de los 4res estadcs
da desarrollo de hojas de malz 6o !'djaron en glutaraldehido al 2% en a__
nortiguador de fosfatos 0.1 ¥ pH 7.2 durante 2 horas a 40 Estas Propa_
raciones se lavaron 4 veces (15 ainutos esda lavado) en amortiguader de -
fosfatos 0.1 M pH 7.2 conteniendo sacarosa 0.25 M.Znseguida se postfija”
ron {doble fijacién)en solucién do 0s0), a1 2 % en el mispo amortiguador

a p 7.4 durante 2 horas a 4°¢.

51



Posteriormente se lavaron 4 veces (15 minutos cada lavado) en
nedio de sac.a.rosa en fosfatos y so deshidrataron en series graduales con
tinuas de etnnol del 30 ol 100 # realizando cambios cada 10 minutos y ==
luego con éxide de propilenojetanol ({1l) y &xido de propileno al 100%.
Las muestras deshidratadas se infiltraron con OPsBpon (111) en desecador
durante 24 horas,al cabo de este tlenpo las muestras se colocaron en cAp_
dulas con Epon al 100 % para su inclusién,las cuales se colocaren en 1a
estufa a 60°C por 48 horas para la polimerizacién total de la resina.

Ya llstas las muestras,se realizaron cortes finos en un ultra
microtomo Relchert UMOJ,1los cumles se colocaren en rejillas de cobre,se -
tifieron con acetato de uranio al 2 % on agua destilada y pH &5 por 30 -
ninutos a tempsratura amblente y con citrato de plemo al 2 % por 10 minu
tos a temperatura amblento.los cortes se examinaron en un microscoplo -
electrdnico marca JEOL/iOO B operande a 50 KV y ajustado a 50 pm el con__

densador.
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IV,RESULTADOS.

En el presente trabajo se estudi6 el funclonamlento de la bomda
de H+dumnte la biogénesis del cloroplasto de mesofilo de hojas de malz =
(Zea mays L.)var.Tuxpefio,crecido bajo condiciones normales de lus-oscuri_
dad .Para lo cual se determino la funcionalidad de los cloroplastos per mo
dio de las medlciones de las slguientos actividades fotoquimlcasila activl
dad de la bomba de H+.1u actividad tanto sintética como hidrolitica de la
ATP sintotasa as! como la determinaéion de la relacién de la cloroflla a/
clo;?ofiln be3e observd adends la estructura andtomica de la hoja y la pre_
sencla do la anatonfa Kranz (por microscopla de luz y mlscroscopin electrd
nica)asi como la ultraestructura de los cloroplastos.A contlnuacidn se pro

sentan los resultados de estas determinaciones y observaciones.

IV.1.0btencién de cloroplastos de meséfilo,

Para la obtencion de cloroplastos de mesofilo tipo II,acopladoa

l y activos por un tlempo suficiente {4-5hrs)para poder realizar las prusbasa
expertnentales se pobraron tres medios de atslamlento (ver Materlales y 'n_e_:
todos),siendo ol medio "B" ol adecuado para obtener cloroplastos de mesdfi
1lo con las caracter{stlcas antes mencionadas.El grado de acoplamiento de -~

los c¢loroplastos ss siguld midlendo la actividad de 1a bomba de protones,
Teniendose Que con el medio "A' y "C" no se reglastrd actividad alguna de -
la bomba do prutones,mientras que con el medio "B" se obtuve una actividad

do 1a bomba de H' gatiafactoria,
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IV,2.0bservacibn de cortes transversales'de los tres es*ados de de_
sarrollo de hojas de malz por microscopla de luz y al microscg
plo elecirdnico,

IV, 2.1.Mtcroscopla de luz.
las observaciones morfoldglicas nor microscooia de luz de cortes

transversales de los tres estados de desarrolle de hojas de malz se mues
tran en las micrografias de la figura Ia,Ib y Te.

31 primer estado e desarrollo nertenece al denominado base que
corressonde a los dos primeros centimetros de la hoja.Un corte transver_
sal de esto estado ge muestra en la micrografia de la figura Ia,en donde
nodemos observaxr on primer término la capa de células de la epidermis su_
perior (Es) y 1a de la epidermis inforior (EL) a ambos lados’ del corte -
respectivamenté,as( como un estoma {e) con sus células guardlia.

Los cemponentes estructurales de la hoja como xillema y floema
y =l tejido -te la vailna vascular (CV) se encuentran poco desnrrellados,
perc ya es nosible diferenctar las cslulas de la vaina vascular (CV) que
son mAs revion;leadas que 1as del mesofilo (CM) las cuales son mas alarga
das.Ambos tipos celulares muestran la vresencia de cloreplastos,siendo --
mas alargados los de la v'ana vascular (ev) y ambos con forma ovoide.

Sn un corte transversal de hoja de malz vertenscientes a el se
gundo estado denominado medlo encontramos 11s estructuris mis desarrolla_
das compara‘.fvamente con los cortes de base. 4 "groso modo" 8e puede ver
que @8 posible diferenciar la epiderm s supsrior o interror(ie y Bi) a --
ambos lados del corte,asl como el tejido 4e la vaina vascular (CV) y el -
tejido del mesefilo (CM).7sto indica que en este estado es ya mas distin
guible 1 anatomf{a tino Kranz.Ambos tipos de células presentqn cloroplas_

tos, los del mesofilo t'enen forma ovolde y han aumentalo en nimero aungue
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Fig.I. Cortes transversales de una hoja de malz (Zea mays L.)var. Tuxpeflo,correspondientes a dos estados

de desarrollo. {a) base y (b) medio. EsmiEvidermis superiorjEiiEpidermis inferios;CHicélulas del mesdfilo;
CVicélulas de la valnaj cmicloroplasto de meséfilojevicloroplasto de la valnajerestoma.
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Fig.Tc.Corte transversal de una hojs de malz (Zea mays L.)var. Tuxpefio,correspondiente sl texrcer estado
de desarrollo {punta). RsiBpldermis sunerior;EliEpidermis inferior;CMichlulas del mdsofilojCVicédlulas de
la valnajevyeloroplantos de la valnajcmicloroplastos del mesdfilojesentoma.



no tlenen un tamafio muy homogéneojen cuanto a los de la vaina vascular
son alargados, (Fig.Tb).

En este estsdo las celulas del mestflle tienen forma polisdrica
nientras que las células de la vaina vascular tienen forma circular.

En el corte transversal del torcor estalo llamado punta sé se_
fialan las células de la epidermis superlor e inferior (Es y Ei) a ambos -
lados del corte,Las células del tejido deo vaina vascular y del tojido
delaeasfilo (CV y CM) estan ya mejor definidos,alents de observarse los
demAs componentes estructurales de la hoja,lo que significa que la ana
tomia Xranz esta ya perfectamente definida, (Fig., I.c).

Lan células del tejldo del messfilo (CM) presentan tamafios -
variables con formas poilédricas,mientras que las de la valna vascular
sen redondas,

En este estado los cloroplastos de la valna vascular son mayo_
res en namerc comparados con los de las células del mesofilo,Los cloro
vlastos de 1a vaina (cv) siguen siendo de forma alargeda y grandes en --

tanto que los del messfilo (cm) son mas pequefios y de forma ovolds.

1V.2.2. Microscopia electronica.

Para observar diferenclas morfologlcas mAs finas se emplec el-
microscoplo electironico en los cortes transversales de los tres estados
de desarrollo de la hoja de ma{z.

En cortea finos pertenecientes al primer estadc de desarrollo -
denoninado base (Fig, II o}, se observan cloroplastos tanto de mesbfilo
(cm) como do vaina {ev),Aqul no es posible definir ambos tipos celulares,
La eatructura de los cloroplastos ya es definida perc se encuentra poco

desarrollada y se observan tilacoids no apilados en ambos tipos de clo
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roplastos asl como gramulos densos osmisfiles,los cuales probablemente -
sean plastoglotulos (pg).Estos plastoglébulos fueron reportados por Lich
tenthaler (1968).Bn los cloroplastos do valna se observan alemis granu__
los de alnidon (a).E1 tamafio y 1a forma de anbos tipos de cloroplastos -
es diferente,los de mesofilo son mas pequefios y de forma ovolde y los de
vaina son mAs granies y alargados.

Es importante hacer notar que en anbos tipos celulares se pro _
sentan mitocondrias,las cuales se localizan muy préximas a los cloroplas
tos.Esto coincide con lo roportado por Wellburn (1984) quien indica que -
los cloroplastos en sus primeros estados de desarrollo requiersn energla ,
necesaria para continuar au formacitn,tnl enorgla es proporcionada por -
las mitocondrias. »

En los cortes finos del segundo estado (medio)la estructura de
los cloroplastos se encuentra bjen definida y un poco mAs desarroliala -
que en ol estado anterior,observandose grandes cantidades de plastogloths
los.(Fig.TT b.).

Los cloroplastos de mesdfile slguen slendo mas pequefics que los
de la vaina presentando asn su forma ovoide y alargada respectivamente, ~
En los clororplantos de valna al ntnero de gramilos de almidon ha aumen
tado.Notamos que los cloroplastos de mestfilo presentan un sistema lami_
nar mis desarrollado con la presencia de tllacoides apilados formando --
grana,mlentras que los de valna son agranales.

A2 hacer un corte fino transversal de ila hoja perteneclente al
tercor estado de desarrollo (punta) (Fig.IT c),se cbserva que los cloro_
plostes de mesdfilo prosentan un sistema laninar mis desarrollade forman
do mhs granajasi como la presencia de plastoglébulos (pg) sLos cloroplas_

Los se ven distribuides alrededor de la membrana plasmatica.
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Fig.IL.Micrografias slectrénlcas de cortas transversalss de hojas ie malz (Zea maym L.)var.Tuxpefio,corres
pondlentes a dos estados de desarrollo (a) base (b) medio. cvicloroplasto de vainajemicloroplasto de me_

s6filojatalridén)pgiplastoglébuloe;mimitocondrias,
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Fig.I1c.Micrografia electrénica de un corts transversal de una hoja de nalz (ggg LN L.)var.Tuxpeno ,
perteneclents al tercer ostade de desaxrrollo (punta). cviclogoplasto de vainai cmjcloroplasto de nesd
filos pgiplastoglébulo; .



En el caso de 103 cloroplastos de vaina (ov),se ve que son ri_
cos en sisteua lamslar pero no forman grana g),estos cloroplastos £e a_
rreglan alreduwdor de la membrana plasmitica orientandose hacla el centro
de la célulagoe observa tambidn la prosencia de plastoglébulos,

Comparando nuestros resultados con otros anteriores,encontra_
mos que Perchorowick y Gibba(1980)en cortes transversales de hojas de -
malz de 12-16 dias de edad ,observaron que la parte basal de la hoja se -
encontraba enrrollada y presentando una anatoamia Krane rudimentaria no -~
pdiende ser distinguibles los cloroplastos de la vaina y los del mesdfi_
lo,atin & gran aumento, (34,000 X).

Por otro lado Miranda et al (1981) zealizaron estudlos anatdmi
cos de hojas de naf{z da slate dias y encontraron que desds la base de la
hoja ya se encontraba presente la anatomf{a Kranzjlas cédlulas de 1la vaina
eran nAs pequeflas que las del mesdfilo,y el arreglo centtifugo de los --
cloroplestos de la vaina se presentd a partir de los 3Jom. desde la bass -
de la hojJa.,Los elementos vasculares aparecieron totalemnte desarrolladoe

desde O-50m. de 1a hoja,la cual coineide con lo reportado por nosotros.

IV, 3.0bservaciones por microscop{a elactronica deo las suspanslones
de cloroplastos de los tres estados-de desarrollo,aislados de
hoJas de mafz.

Para el presente trabajo se tomaron micrografias de las dife__
rentes mueatras de suspensiones de cloroplastos alslados de los tres es
tados de desarrollo.

En la micrografia ITI &,correspondiente al primer estado de de

sarrollo (base) se observa la carencia de doble membana externs.la eatruc
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tura del cloroplasto se encusntra definido y la organizaclén lameler con
forsacibn da poco grana,encontrandoso un mimero promedio de 4,72 T 1,45
tilacoldes por grane {tomando como miestra 25 grana).

En 1a micrografia corresrendiente al segundo estado {medjo) --
(18,117 b) tanbién ne observa la carencia de doble membrana.Se observan
algunos plastoglobulos asi como un siatema lamelar con una mayor organi_
zaclon y formacion de grana (g),el numerc de tilacoldes promedioc por --
granum fus de B.6 + 1.5 (tomando como muestra 15 grana).

Al ovservar la micrografia (TII c} del torcer astado (punta),se
observa nuevamente la carencia de la doble merbrana.Se observan plastoglé_
bulos.El sistoma lamelar se encuentra mejor organizado observandoss un -
incremento en el ntimero de tilacoides por granun,llegando a encontrarse
un némerc promedie de 15,7 + 3.8 (tomando como muestra 2] grana).En este
eatado la estructura del cloroplasto se encuentrs bien diferenciada.

En algunos casos se ha encontralo que los camblos en la inten
sidad de luz tienen efectos sobre la estructura del cloroplasto.Al exa
g\lpu 1a ultraectructura del ¢loroplasto de plantas crecllas bajo varles
intensidades de luz se mostrd que plantas crecidas con lus de baja intem
sidad tienen gran desarrollo de grana.con:parmio con las crecidas a altas
intensidades de luz.Ratos camblos estaban correlaciomados con una menor
relacion de C1a/C1 b en cloroplastos con grana.(es decir alto contenido
da clorofila ]_:_>).Los resultiados aqui presentados muestran que en el ultl_
no estado de desarrolle la ultraestructura de los clecroplastos del mesd
filo es mas rica en grana y con una relaclén de (ﬂg/Cl‘_b WAYOr en compara
clén con los otros dos estaiosisugiriendo que a mayor contenido d.' Clb

oxiste mayor apilamiento de %tilacoides por granum.

Por ol contrario,Parra (1985) encontré que en cloroplastos con
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(a) ()

Y1g.III.Nicrografia elactrénica que muestra cloroplastos alslados de meséfilo de hojas de malz .
(Zea mays L.)var. Tuxpefic correspondientes a dos estados do desarrollo de la hola (a)base y (b}
nedio. Ejestroma) gigramim 3 pgiplastoglébules.



Fig.IITc.Micrografia slectronica que muesira cloroplastos de meséfilo aislados :de hojas de mais
(20a mays L.)var.Tuxpefio correspondients al torcer estado de desarrollo de la hoja (punta).
Esestroma; gigranumjt:tilacoides ; pgiplastoglébulos.



mayor cantidad de grana la relacién de 015/91_13 era simllar a al encontra
da en cloroplastos agranales,esto puede deberse a la diferencia en las --
varielades utllizadas en cada trabajo.

Lessa y Thomson (197i)realizando estudioa morfoldgicos de los
nlastidios le diferentes regiones de desarrollo de hojan de malz de sis
te 1ias de edad crecidas en 1la luz,observaron que en las praeparaciones -
correspondientes a los primeros 4cm, de la hoja contenian algunos plas__
tidios de los denominados proplastidios intactos y contaminacion por com_
ponentes celulares,particularmenis ribosonas y menbranas celulares,lLos -
plastidios de loe primeros 2em. (o partir de la insercion de la hoja)--
eran granles y presentaban le 2-3 tilacoldes por granum.Los plastidios -
de lon &lgulontes 2em, eran de 1-1% veces mbs grandes que los de la LT
cion anterlor,y con 2-6 tilacoldes por granum.En los sigulentes 2cm. los
cloroplastos de mesofilo nresentaban numercso grana y los de la vaina --
presentiaban de 2-3 t'lacoldes por granum.Los eloroplastos correspondian_
tes'a los tltinos Scm. de la hoja mostraban dos tipos distintos de clo
roplastos,los de la vaina eran elongados e intactos y loa del mesofllo
eran mAs redonieados y se pressntaban usualmente rotos.

Por otro lado Leech y col.{1971) estudlartn la estructura de -
los plastidios y la composlcién de 1ipidos y Acidos grasos en § regiones
sucesivas de hojas de mair crecidas en las mismas condiclones anteriores
en donde 1as secclones fuersn de 2cm.cada una encontrandose desde la --
seccién A & la E.Obssrvaron que las células de la seceldn A tenlan vacuo
las pequeilas y plastidios de entre 1.5-2.0 pm de longitud y entre 045===
0.75 pa de ancho,algunos con cuerpos prolanslares pequefios y poco grans,
con 1-2 tilacoldes.En la saeccién B las células eran mds largas y abundan

tes y altanente vacuoladas,los cloroplastos incrementaron hasta 2 veces
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sa1 longitud y su ancho en coipu-ucibn con los antsriores.fn la mayorfa
de los plastidios se observan cuerpos prolamelares,aunque mAs pequefios,
Presentandose de 46 tilacoides por gramn.En la seccidn C,ya era posi_
ble diferanciar los cloroplastos de meséfilo de loa de vatna,ambos tipos
de plastidios eran similares en tamafio y forma.En la seccidn D y E todes
los thstidies eran mAs grandes que en la seccldn anteripripsro los de -
1a vaina eran mas elongados y largos,con adlo reminiscenclas de grana.
En los del mesbtfilo el grana se encontraba muy blen desarrollade,con --
hasta 12-15. tilacoides por granum,cbservandose que los plastidios aguf
contenidos estaban en estados sucesivos de deaarrollo,

Todo lo anterior es tambien comparable con lo reportado por
Lesch,et al {1973)1Leese y Leach,(1976)1Baker y Leech (1977) y Perchorg_
wick y Cibbe {1980) para cloroplastos de hojas de malz de 7 dlas de edad.

crecidas bajo las mismas condlclones antoribres,

IV.k.Contenido de clorofila a y clorofila b y su relacidén en loa -
cloroplastos de mestfilo ‘durante tres etapas de desarrollo de
1a hoja de malz. ‘ i

Fn la tabla 2 observamos los valores correspondientes a estas

nediciones,los cuales son comparables con otros obtenidos por otros au_

tores.

Se observa que la cantidal de clorofila a_ es mayor en relaclén
con la ¢antidad’ds clorofila b en las tres etapas de desarrcllo.Estos da
tos aon comparables con los obtenidos por Mayfield y Taylor (1984),en -
hojas de nafz de 10-14 dfas de edad bajo fotoperidy de 16 hrs, de lus y
8 hra,oscuridad,observanioss que tanto la Cla como la Clb se encuentran

presentes desde las secciones mis Jovenes de lz hojajsunque la cantidad
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TABLA N, 2.

Relacidn del contenido de clorofila a /clorofila b de 1os cloroplastoa

de mestfilo de hojas de malz de tres estados de desarrolle.

Batado de desarrcllo

Base Med io Punta.
Datoa-obtenidos. 2,88 + 0.43 3.279 + 0.25 3.80 + 0,31
Parchorowice y
Gibbs (1980). 2.5 = 0.7 31+ 0.5 3.2 % 0.5
Maytield y Taylor
(1984). 2.5 3.8
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de ambas se incraamentd grandemente en las seccicnoa mAs maduras de la --

hoJa.

IV.5.Actlvidad de 1a captaclén de protones (Bomba de R+)

Los datos de esta actividai corresponden al promedic de 5 deter
minaciones en cada caso.

Como se observa en la tabla 3 los cloroplastos de mesdfilo als
lados del tejido basal de la hoja presentaron una velocidad de bomba de
B promedio de 2564.028 neg H' x mg lcl, x hril jpara el tejido de media
hoJa se observo un incremento de esta actividad alcanzando un valor de --
7865.87 neq.K" x mg'lcl x nril que es casi! tres veces mayor,comparado -
con la actividad del tejido de la baseymientras que para el tejido corres
pondiente a la punta de 1a hoja,la actividad alcansd un valor de w-=----

1 x hel, el cual ea 6.5 veces mAs grande en com_

16,784.77 neq” x ng”
paracion con la actividad de loa cloroplastos de la base y 2 veces mayor
con respecto a la actividad de los cloroplastos de medla hoja.

Estos datos indican que durante el desarrollo de les cloroplas
tos de mesdfilo a lo largo de 1a hoja de mais se da un incremento en la
actividad de la bomba de protones,lesde la base hacia la punta de 1a ho_
Ja.

En la grafica 2,observamos los graficos de la captacidn de --

protones correspondientea a los tros estados de desarrelle.
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TABLA N.3.
Velocidad de la captacidn de protones (H+) on cloroplastos de mesofilo -

do maiz en tres estados de desarrollo,

FUNTA MEDTO BASE
neg H' x ng'lcl x el
17,285.677 9645.2987 2534.,0367
19,841 ,2685 é71h,7282 2926.3092
19,566.3121 8778.6536 23566779
12,992,2918 7933.8847 1926,3098
14,253,1372 8006.,1853 2986,8105
£122,4795
x = 16, 784.7374 7865.8768 2544,0288

Tabla 3.Velocidad de la captacion de protones (H+).

Modio e reacclioniKCl 100 mM.l‘lsGl2 5 mM,amortiguador tricina-KOH 1 M
pH 7.6, NV 0.5 mi,pH 6.0.Yolumen final 3al.Cloroplastos equivalentes a
25 pg/ll. Tluminacién de luz visible.Adlclones para la titwlaciém 1 p
de HC1 0,01 N o 5 pl is HC1 6.01 N.Los resultados se expresan en ineg H*
1

ng el x hr:l.
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Snmoles de H

[—
S nmoles de H*
S5nmolesde H

—
base. medio. punta  min

Grofico Na 2 Groficos de la medicidn de la bomba do profonss en cioroplostos de mésofib de base,
medio y punta de hojas de maiz tuxpelo. Condiciones de medicidn iguoles a la tobla.3



IV.6. Mediclon de la actividad sintstica de la ATP sintetasa.

Se m1did la velocidad de sintesis de ATP es tres estados de --
sarrollo del oloroplasto de mesdfilo de hojas de malz,por sctivacion con
luzs, Los datos de estas determinaciones corresponden al proredio de 5 me
diclones.

Se obaervé que los cloroplastos aisladaé de hojas de malz & -~
partir del tejido banal no presentaron actividad de sintesis de ATP {(Ta_
bla 4).En cusnto al tajtdr:; de media hoja estos presentaron una actividad
de 78,60 ymoles de ATP x mg'lcl x b en promedic y para el tejido do —-
punta 1la actividad se incromentsé hasta un valor de 184.20 pmoles da ATP

1o x hr—l. en promedio,

ng”

Notamos que al igual que con la actividad de 1a bomba de H+.lgx A
velocidad de la sintesis de ATP mostrs un incremento desde la base a la -
punta de la hoja,

En la grafica J,observamcs los trazos obtenidos de la veloel _
dad de sintesis de ATP correspondiente a los tres estados de desarrollo.

Huestros resultados pueden ser comparables con los reportados
por Mayfisld y Taylor (1584) quienes encontraron que ciertas proteinas
pertenecientes al complejo cosechador de lur o involucradas en la sinte_
sis de ATP medidns inmunoléglcamente estaban ya presentes en el tejido -
basal de la hoja en desarrollo.Estos sutores sugieren que la fotofosfo_
rilacién puede tener lugar en ostia porte mas inmedura de 1a hoja e ir am
montando progrosivamente hacia la parte maa nadura,lo que estaria contri
buyende a incrementar la velocidad de sintosis de ATP.En nuestro trabajo .
no e observd actividad fesforilante en los 2 primeros centi{metros de 1a
hoja,lo cual mede deberse por un lzdo a que la actividad aqu!i presente

haya sido tan baje que fub imposible dstectarla con el dispositivo emplea
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TABLA ¥, b

- Velocidad de la sintesis de ATP en cloroplastos de mesdfilo de mais,

PUNTA MEDIO BASE

. jmolta ATP x 5g Yol x nr”l,

194,269 113,344 -
229.617 64,962 -
. 205.35) 102,340 -
142,548 52,849 -
149.213 59.530 --

¥= 184,200 78.607

Tabla 4.Velocidad de 1la slntesis ds ATP,

Medio de reaccion:KCl 100 uH,HgClz SaM,arortigundor tricina-KOH 1 =M,

pil 7.6,MV 0.5 mM,ADP 1 nH.KHZPOh 3 oM,pH 8.0.Volumen finul 3ml.Cloro_
plastos equivalentes a 50 pg/ml de clorofila.Iluminacibn con luz viei

ble .Adiciones para la titulacisni5 pi de HCl 0.01 N. Los resultados -
1 -1

88 expresan an }mnles ATP x.ng el x hr
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do para la medicidn de tal actividad.0 blen pudlera ser que los cloroplas
tos alslados a partir del tefiido basal estuvieran desacoplados.Esto se com
probd en el lavoratorio al medir las actividades del transporte de electro
nes,de estas preparaciones (Reyes,tesis 1989)* observandoss que para el es
tado de base ol transporte de electrones basal fue igual al transporte de
elsctrones fosforilante {al agregar ADP Y Pi) y al transporte de electrones
desacopledo (con eloruro de amon{o)le cual nos indica que realnente existe
un desacoplaniente en los cloroplastos.

Huestros resultados también son comparables a los obtenidos por
Reyes ¥ qulen encontrd en cloroplastos de mesdfilo de mafz en las mismas --
condiciones que los agul estudiados,que la produccién de ATP era ausento -
en cloroplastos del tojido basal,mientras que para los cloroplastos de la
secclon medin ¥ de la punia se obtuvieron los sigulenies valores respecti_

1x:‘J.

vamenter71.28 pmoles de ATP x ng-]'cl x h'1 ¥y 209.16 pmoles de ATP x ng”

x h_l.lo cual es muy similar a lo reportado en el presente trabajo.
Todos estos resultados sin embargo son bajos comparados con las

activiiades de sintesis ae ATP observadas en cloroplastos alslados de hojas

completas de espinaca,en dorde se han encontrado actividades de 400 pmoles

de ATP x mg 'cl x h™L.(Mitchell y H111,1984),

TV.7.Meddcion de la actividad hidrolftica de la ATP eintetasa..

BEn 1a tabla 5 se observa quse la volccided de hidrolisls de ATP
en ol astadc de base e3 Rucho mayer comparads con ia de los estados da me
dlo y punta,.Para el estado de base la velocidad alcanzada fue de ¥12.53 -
pmoles de P x mg-lcl x h_l,en el estado de medio la velocldad dismimtyd
a 288,11 pmoles de PY x rg Lol x nt y para ol #itimc estado denominade -
munta la velocidad obtenlda fue de 295,46 paoles de PL x ...

*Comunicacién personal.
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TABLA N. 5

"Nedicién de la actividad hidrolitica de la ATP sintetasa de cloroplastos

do meatfilo de malz en tres estados de desarrolle.

Estado da Actlvidad en %

deserroilo. pmoles Pi x ng-lcl x et Actividad.
Punta 295,46 71.62
Med Lo 280,11 67.00
Busé., 112,53 100.00

Tabla 5.Medicitn do la actividad hlirélitica de la ATPsintetasa.

Medio de motivaclén de ATPaautMgClz 2aM ,ATP 2.2 i y anortiguador trici_

na-XOH 15 mM pH 8.0,

Medio de incubaoclén y cloroplastos equivalentes a 12.1;16.2 y 14.7 pg cl

x ml.de base,medio y punta.lluminacién de lug vislble.Se detuvd la reac

c18n con TCA al J0%.Determlnaclén de fosfatos por el nétode de Fisko-Su_

bbarow.los resultados se oxpresan en pmoles Pi x mg_lcl x hr"l.
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lcl X hr"‘\'.bstoa dos tliimos resultados son muy similares ya que la

-
d1ferencia entre uno y otro cs'daspzeciuble.

Algunos datos sobre esta actividad han sido reportados para -
espinaca ,en donde se han encontrado los Big‘ule'ntes valores ) 48 )llolea

1 101

de Pi x mg ¢l x het (Hangarter,et a1,1981);177 pmoles de PL x ng
x hr ™t (Raviezni 8% 1,1980),

0tre mecanismo de activacién de la ATPasa es por medlo de al
coholes,cono el xotano (Anthony y Jagendorf,1983,1986),e1 cual parece es

2+-A’I‘Pasa lo cual se utilizd en el presente

timular preferentemente la Mg
trabajo,con este método es posible observar actividades mAs altas en «-
cloroplastos de espinaca (hasta un 50% mAs de actividad) en comparacidn
con las observadas por activaclén con lusz.

Reyes (1989)* realizs activaclén da ATPasa con .metanol en --
cloroplastos de mestfilo ds malz bajo 128 mismas condiclones quo loa dal
presente trabajo,encontrandosé una discrepancia en cuanto a lo reportado
en la literaturs,ya que se observd que para cloroplastos de maig,la acti
vaclon con luz presentd mayor actlvidad que la activacidn por metanol

obtenléndose los sigulentes resultadoss3? pmoles PL x ng-lcl x hr-l [

27.6 ynoles da PL X ng Yol x het y 245 pmoles de PL x nz Y1 x het ,
para el tejldo de baso,medio y punta respectivamente,Cabe hacer notar --
que el patrdn de comporiamiento es similar con ambos tipos de activacidn
encontrandese una mayor actividad para el estado de base,seguido del os
tado de punta y por dltimo ¢l estado de medla hoja,slendo la diferencia

entre éstos dos altimos despraciable,

* comunicacion parsonal.



¥.DISCUSTION,

Cono se ve durante la blogsnesis del cloroplasto de mesdfilo -
de ma{s,es posible observar liferencias en cuanio a sus actividades foto
quinicas as{ como en su estructura y ultraestructura durante los diferen
tes estados de desarrollo aqul estuiiados.

Al principlo del desarrollo se obssrva que la actividad de la
borba de nrotonos es muy baje,esto debldo tal ver a que los cloroplastos
en esté eatxdo do desarrcllo se encontraban en una etapa muy Joven de de
sarrollo por lo que sus tilacoides pudiesen no contener todos lo fosfol_i_
pidos de 1a monbrana ocasionands el que los tilacoldes no tuviesen la
estructura de un ssco totalmente impermeable favoreciando asi un escape
de protones a traves de membrana a ou constante dielécirica baja.

Por otro lado,podemos pensar que en éste estado de desarrollo
atin estando presente todo el complojo CFI-CFO. éste no tuviera el arreglo
conforsacional pecesarlo para evitar fugas de protones a iravés del CFO
y por 10 tanto evlitar ol almacenaniento neto de protones y como conse _
cuencia afectar el funclopamlento de la bomba de protones ain existien
do un transporte de slectrones como 1o muestran los resultadoa.

Un enfoque que permitirla observar lo anterlor ,serlia al apli_
car experimentalments blogueadores del CFq como es el caso del Diciclo_‘
hexil carbodimida (DCCD) o el Gloruro de trifonil estafio (TPSnCl) y me_
dir su efecto sobre la fotofoaforilacidn tanto cfclica como aciclica.Si
observaramos que exlste fotofosforilacidn ciclica en los cloroplastos de
base a concentraciones bajas del bloqueador esto nos indicarla que en os

ta fase de desarrollo algunos CFEl ya se encuentran unidos a CFO,pero que
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algunos CFy satarfan libres a la difusién de protones,

En este caso,debldo a que la actividad de la bomba de protones
es muy baja,ésta no geners un potencial electroquimico suficlente para -
que se de si{ntesis de ATP,aunque &ate g:r:adiente. sl es auficlente para ac
tlvar el sitio activo de 1la ATPasa (CFl) para que haya hidrélisis de ATP.
Lo cual indirectamente nos indica un camblo de potencial de membrana,lo -
que viene a ser congruente con la baja actividad de la bomba de protones
en adate estado de desarrollo.

En estados posteriores de desarrollo (medioc y punta) la activi
dad de 1a bozba de protones auments progresivanente generdndose un gra
dlente electroquimico suficiente para que haya fotofosforilacitn.Este de
bido tal vee,a que en estos estados desarrollo se encuentran aunque no --
tolas slipor 1o menos,las enzimas minimas necesarlas de 1a ATPasa para ==
que s 1leve a cabo 1a kintssis de ATP.

Es posible que en el estado basal no se encuentren todas las -
subunidades qua conforman la ATPasa,sino sble las minimas necesarias para
q\ie dicha ensima presente actividad hidrolitica como sucede en cloroplas_
to8 y mitocondrias reconstituidas.Esta hipdtesis es congruente con la prg
soncia de activided hidrolitica de la ATPasa y la ausencia de foiofosfo
rilacion en los cloroplastos en este nivel de desarrcllo.

A este respecto aeria interesante realizar estudios con clertos
compuestos que sean oﬁpoci:(‘icoa on su unidn a determinadas sudunidades -
del comple jo GFl-GFO y observar asi comd es que. tales subunidades se van
conformanio a travéa del desarrollo del cloroplasto,En este caso los an:
ticuerpos contra las nubunldndeé aisladas serian de gran utllided.

Pueden existir clertos mecanismos de regulacién presentes en -

el cloroplasto que favorescan la sintesls de ATP desfavoreclende la actl

78



vidad hidrolftica del ATP an los estados posteriores de desarzrollo (medlo
y punta)del cloroplasio de la hoja do male.

Otro aspacto importante a estuiiar serfa la caracterizacién del
desarrollo e la actividad enzimitica del esiroma de cloraplastos intactos
de maadfilo para poder integrar la informacién con la aqui presante y tener
as{ un panorzaa mAs completo de la biogbnesis del cloroplasto.

Debenos menclonar ademds que todo esto a su ves esta relaclonado
en clerto grado con los cambios ultrasstructurales de los cloroplastos,es_
peci{ficamonte con el mimero de tllacoides por gramm durante el desarrollo
da la hoja de mafz,ya quo exlste por tanto una mayor Area de captacidn de
luz dando una mayor eficlencia fotosintdtica.Ademss de que indicarfa que -
durante el desarrollo de los cloroplastos de mestfilo de malr 8e da un in_-
cremento en ol ntmerc de cadenas transportadoras de electrones o blen un -
mojJor ensamblaje de las ya existentas.,

Por altimo debsmos menclonar que debido a que los cloroplastos -
del nesdfilo se desprenden facilmente del tejide foliar y a que las cdlulas
de la vailna vascular tlenen una pared celular muy resistente no es muy fi_
cil 1la obtencitn de cloroplastos de valna,por lo que seria interesante de_
sarrollar técnicas adecualas para preparar cloroplastc tanto Tipo I y II de
vaina vascular y caracterizer su desarrollo bloquimicamente para entender
de forma integrada el desarrollo de ambos tipos de cloroplastos y observar
como es que se aconlan para llevar a cabo el proceso fotosintétice.En nues
tro caso los resultaios no se verian afectados nor la presencia de cloro__
plastos 416 vaina ,ya que con sl método de alslamiento empleado se ha repor
tado una contaminacion por cloroplastos de vaina en preparaciones de cloro

plaatos de mestfilo hasta del 10%,(Walbot & A.Holsington,1982)
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VI, CORCLUSIONES.

Al hacer ol estudlo de las actividades fotoquimices de los cle
ropleatos del mestfilo,as! como observaciones de esiructura y ultraes’
tructura correspondientes a distintas etapas de desarrcllo de la hoja -
de malz se encontrd lo sigutente;

-lLos cloroplastos del mesbdfile de malz son un buen modelo para el estudio
de la biogénesis del cloroplasto,ya gque & medlda que se desarrolla la -
hoja o8 posible observar camblos en cuanto a sus actividades fotoqulii_
cas as!{ como en su ostructura y ultraestructura.

-Los procesos que se llevan a cabo durante la blogbnesis del cloroplasto
en condicionea normales de luz-cacuridad tienen aspectos en comén con lo
obgervado durante el desarrollo de etloplastos a cloroplastos en cerea_
les,slendo ambos tipos de estuilos complomentarios.

-La actividad de la bomba de protcones,se ve incrementada durante el de_
sarrollo de loas cloroplastos,indicando que existe un mejlor y mayor aco_
planiento de la mombrana,en relacibnAcon 1las deads actividades fotoqui__-_
micas.

-La actividad sintética de la ATPsinteiasa,se ve lucrementada a medide
que s0 desarrolla el clorcplasto.Aunque para el estalo correspondiente
a la bane de la hoja no se cncontrd actividad alguna.

-La actividal - kidrolitica de 1a ATPsinteiasa,se ve diemimuida a medida
que el cloroplaslo malura,debido tal vez a la existencia de un mecanis
regulatorio propio del cloroplasto,que deafavorezca este proceso a tra

vés del desarrollo de la hoja de mafsz.
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=5e obeervan clertos camblos estruvturales y ultrasstructurales de los -~
cloroplastos asl como 1a anatomia foliar de la hoJjs,loa cuales astan en

relacitn directa con les nanbles on las difersntes actividades fotoqui

nicas dur.nte 1a blogdnesis del cloroplasta.

~-Atn queda mucho por hacer por lo que es importante realisar mas estudios
aobre sl tema para obtener un conocimlento mas ampllo acerca de la bio_

génesis del cloroplasto.
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