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RESUMEN, 

El presente trabajo forma parte de un proyecto genoral denoal._ 

nado 11B1ogfJneele del Cloroplasto11 ,En esta tests oe estudib el funciona_ 

miento de la bo•ba de protones,entend1endoso como el 1ntercruib1o de wo_ 

tonos (H+) por medio de la cadena tre.nsportadora de electrones a trav6s 

de la membrana,en cloroplastos de meo0f1lo a.l.slados de hojas de wz _ 

(~ ~ L,)var.Tuxpeño en treo oot!ldos de desarrollo da 1811 111e1J1AS,La 

!.nveet1gac10n se vi.O co•pleaentada por la med1cl.On de la a.ct1v1dad tanto 

e!.nt6t1ca como h1drol1t1ca de la KfP s1ntetaoa.Ae1 como por obeervac1o_ 

neo de estructura y ultraestructura de loo cloroplastoe. 

En cuanto al funcl.onamlento do la bomba do protones,•• encentro 

quo a medida que el cloropln.5to m!lliura,se 1ncromonta tanto la velocidad 

de captacl.On de protones como la olntes1s de ATP, 

Por otro lad.o,los rosultadoo <lo lo. velocidad de h1dr0llsl.a de 

ATP l.Dl.1can q>1e a a1ti1da que el cloroplMto aru::lura esta actividad se ve -

d l.sml.nuida, 

Tanto estoG reeul ta.dos como la observaclbn del desarrollo es-!.. 

tructural <lel organelo,real1zada en el microscopio nos dan 1111 bues pa_ 

ra diseñar un modelo .funcional del desarrollo del clorople.sto durante el 

crecl.núonto de las plantas en condlc1ones noraales de luz-oscuridad, 



I , ANT<::C'JJE:NTIS. 

l.! .Estructura de los cloroplastos. 

Los cloroplastos son lon plastidios mAa comunes y de gran im 

portancia biolOgica.Son los organolos celulares donde se sfectda la fot_!! 

sinteeis, por medio de la cual las plantas prooucen oxigeno y la mayor -­

parto de la onergfa quimica que ea utilizada por los organismoe vi vien_ 

tea. (Fig.1). 

La forma de los cloroplastos varía. en lao Uferentes oapoclea. 

io:n las plMtas superioren tiene forma ovolde,discoldal o eafbrlca,su ta._ 

mallo es de J a 10 µm de largo,1.5 )lm de gI1lOSO y un diAaotro aproximado 

do 4 a. 6 µm.Constan do una doble membrana. que encierra una faso soluble, 

el eotroma,y una menibrano:.a.F.!l cloroplasto os un organo i'·lexible capaz -

do ca."'11.biar de voluruon,forma y poslclbn en rospueata a un estimulo como 

la luz.(Arntzen y Briantaia,1975). 

En la onvoltura,la membrana externa actoa como barrera de por_ 

mcabilided y la me~brane interna presenta permeabilida.l neloctiva al -­

transporte de motabolitos entre el citoplaema y el estroma del cloro_ 

pla.sto.(Laetsch, 1971). 

Tnternament~ el ('10t'Opl!!.sto entíl. formarlo por un sistema de a;,,_ 

cae membranales discoidales do 50 a 60 nm do diluuetro y do 70 a 100 nm 

de grueso,llamados tilacoidos, loe cuales pueden estar apilados formando 

el grana,o bien no esta.r apilados formando los tllacoldes -lel eatroma;a 

modo de un sistema do tl~bulos anastomosa.dos qUD se unen a los tllacoldes 

de los grana,los cuales estan fijados de un modo firme al estroma.(Hall 

y Rao,1979). 
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Es en la membrana de los t1laco1d.es en d.onde se localizan los 

pigmentos fotoa1ntet1cos y el Sisteo.a. transport.ador de electronc5,razOn 

por lo cual se .describen alguna.a de las ca.racterl.stice.s biolbgice.s de º! 

ta membrana. 

Las ideas actuales bAsica.s sobre la organizacibn molecular da 

las proteínas y los lipidos en cualquier rnem1rane. biolbgica so dan en el 

mo:lelo lel Mosaico Fluido propuesto por Singar y Nicholson (1972). 

Esta membrana tilaco1dal astil. formada por una doble capa le fo! 

foll.p1dos con las cadena.a hidrofobl.oas orientadas hacia. el interior y 

la.a cabezas polares oriente.las hacia el extorior,normalmente los l!p1dos 

constituyen la fase fluida en que las orotetnas flotan libremente y se 

Mntienen en equilibrio dinAmico.r.:stas protoinas pueden ser integrales .o 

porift?ricas,de acuerdo con el grado rle asociacH>n con la merubrana y los 

mbtodos utilizados para solub1lizal:las.le.s protcinas perlf~ricas se se_ 

paran meliante procC'i1!11.1ent.oo suaves,aon eolubles en soluciones acuosas, 

y habitualmente no contienen ll.pidoe,entro las principales encontramos 

el factor de acoplamiento de la fosfor1lacion (CF1) y a la Ferredoxina 

NADP+ oxido-reductasa.Las protel.nas integrales representan mAs del ?flf, 

del total,y para aislarlas se requieren tratalllientos drAsticos.Habitual_ 

mente son 1neolublea en soluciones acuosaa~y la presencia de detergentes 

on necesaria ;>ara mantenerlas en una forma no agregada,entre las princ,! 

pales tenemos a el canal de protones do la ATPasa(llamado CF0) ¡los com_ 

plojos de proMinas y loe plgm1mtu& conoch:l.Cores dtii lu'Z. 1 vn.-rios acarread,2 

rea electrbnicos (CHocromo f y Plastoc1anina.) y los centros de reaccibn· 

P6tl0 y P700. (Robertia y Robortis, ¡984). 

'Rn el estroma de los cloroplastos adcm~s de lo descrito,se en_ 

cuontran granos dCJ almidon, grasas,rlboooma.s, tlcido desox1rr1~nucle1co -



(ADH) ,las enzima.s del Ciclo de Calvin asi como a. mol~culas involucradas 

·en el mecanismo de autorregulacion y repUcacton Jcl oloroplasto como 

el Mido ribonucleico (RNA) tanto mensajero como .le trnnsferencia. (Ro_ 

sinski y Rosen, 1972) • 

I.2. Anatomta de las hojas de plantll.5 C-J y C~4. 

Los pr1moros experimentos sobro la nflcnc1a de la fotos1nte_ 

sis se renlizaron en eupecias cultiva.las en zonaG templilda.s como ol tr_!. 

go,la remola.cha y la e.'lpinaca,poro nu e.<tonoHm a aspecioa tropicales y 

semi tropicales como al sorgo, caña de azo.car y maiz domostro que no todos 

lou vegetales ea comportan de igual manera. respecto a loa factores 11m! 

tantas de la fotoslnteain,ya. quo estos tütimoa para alcanzar su rendi_ 

miento mti..'<imo requieren peq,uc.t'lan concentraciones 1e co2 on comparncibn 

con las otras,oxistiendo pues,dos tipos de ¡>lantaa,las plantas 0-J (es_ 

pinace.) en las cuales ol primor compuesto hidrocarbonado producido por 

las reacciones d.e oscuridad de la fotosintesio ea un compuesto de tres 

o.tomos do carbono(fosfogl1cerato) y las plantas C-4. (ma.!z),en donde -

este compuesto tiene cuatro o.tomos de carbono (Acido oxaloacbtico) .(So_ 

merville y Somerville, ) • 

Auna.io a asto,la. ans.tomia foliar de una planta c-4 es radica,! 

mente distinta a la de una planta C-J. 

Morfológica.mente en un corta transversal da una plan ta C-J 

encontramos una. d1ferenc1ac1tm dorsivontral,en la que se obaerva un p~ 

r6nquima en empalizada con cblulas prismll.ticas formanlo una o mll.s filas 

apretadas entre si y un par&nquima esponjoso const1 tuido poi- cblulas 

radondeadBS 1 con esvacioa intercelula.res,ambos tipos do cblulns conforman 

7 



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

La antom1a de las nlantas C-4 so conoce desde 1934 y se donoml 

na Anatom1a Ttpo Kranz, caracter\ zada por presen:tar dos dlGtintos tipos -

de cHulas fotosintétlcas parenqu1m1ttlcas1las células del mesbfllo y las 

de la vaina vascular,las cu~les son diforent.eo en cuanto a sus actlvlda_ 

des fotoslnt~tlca.s y enzlma.t\cas y, un la organlzaclon do loa tllacoldes 

en sun cloronla.stos.(Jchuster,.1.985). 

Sn el ca.so del maiz (r.-4), el sistema vascular se enc'-lontra ro_ 

doado por una capa. do células redondeadas denom'.nadas células de la vaina 

vascular, las cuales a su vez estAn rorl•?adas por una segunda capa de cltl.!:! 

las largas y estrechaa,llamadas células del mesbfllo, oresentando araban -

diferentes ttpos de cloroplastos.(F'g,2b). 

Sstas dos coronas de cólulas ttenen a·temA.s carla •.urn.,una funcHm 

b\en d\st\nta..Sn las ct!l•.1laa dol meaOfllo loa cloroplastos elntetlzan el 

compuesto de c 11atro A.taMos de carbono,no ooseen ni Rlb.J.losa-1-5-blfosfa_ 

to cnrbox1lasa/ox1genasa (nubtscn) nl Ciclo de Calvin.Por el contrario -

los cloropla.stos de las célulan 1lc la valnn estan dotados de RublsCO y de 

Rlbulosn-1-5-difoofato (RuDP) y pueden f'lnclon11r como los de las plantas 

C-3 en lo roferente n la fase oscura de la fotostntesis. 

!~n c11n.'1to al C 1 clo da fljaclbn dol co2 , en las plantas C-J este 

en~:ra en al mf?t::\hollsmo cel11lar combln.1ndose en los cloroplastos con un 

coinn•rnsto rl e. et neo ~tomos (le carbono, la rlbulosa.-1-5-dlfosfato,pa.ra dar 

'.lll comp11ooto \ntormodi!d:to <Je ao1o :.tomos de carbono.Esta reacc16n oe -

carboxllacl6n esta catallzada por ln rlbulosa-1-5-dlfosfato carboxllasa. · 

El comp11ast.o C·A se esctende lnmedlat.ament.e en dos parte ldlmtlcas por -

la rnloma enzlm'1.,dnndo dos 111.olécu.Las de fosfogllcer:i.to,el cual es reduc1_ 

do :1 t..rlosil fosfato qae se exporta fuera del cloroplasto,al .ci.toplasma., 
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donde es utllizado para el metabol1omo celular y la sintesis de azdcares. 

~n cuanto al aceptar dol co2 ,aunP,es cont1.nua.'llente regenerad.o para ali_ 

mentar el ciclo de reacciones conocidas por Ciclo de Calvin a través del 

cual el co
2 

es incorporarlo por las ~lantae •. (Fig. J ) , 

En las plant"". C-4,el co
2 

atMOsfbrico que difunde al interior 

de la hoja penetra en los cloroplaotos del raeaor110.AhÍ se combina con 

un compuesto de tres Atomoa (\e carbono,el fosfoenol plruvato,para formar 

un compuesto de cuatro .\tomas ele carbono,ol oxalonceta.to.E!ste ~cldo es -

transportado hac1a laa cbl1lla...tt ñe la vaina va.scular,donde es descarboxi_ 

lado¡ el compuesto C-'.3 reeultante vuelvo hacia las células ·lel mesófilo, 

y el co2 Uberndo en las células do l"' vaina vascular entra en el Ciclo 

de Calvin. (n~. 4 ) • 

En este cabo la función oxlgena3a de la enzima RubisCO ea prA_2 

t1.camente inoperante .Ln rea~c16n importante de la ruta C-4 es la do la 

enzima carboxilMte,ln fosfoenol piruvato c...rboxilasa (PE:Pcasa) que usa 

como sustrato fosfoenol plruvato y co2 .Esta. enzima tiene una alta afl_ 

n!da:l por el co
2 

y nula nf'in!dait por el oxigeno,por lo que la catA.liois 

no es inhibida por el oxigeno. 

En cuanto a la.a diferencias morfol6g1cas,dentro de la anatom!a 

Kranz,los cloroplastos do la vaina vascular 111.uastran un dosarrollo pobre 

y variabl~ o~ los grana,ancontrnndose algunos agranales ,se sabe que esta 

périida del grana se da durante su desarrollo.Estos cloroplastos so pre_ 

sentan tÍpiclllllente repletos de almidón,en cambio en los cloroplnstos de 

mes6f1lo por lo general no eo presentan granulas de alm1d6n, tienen grana 

bien 1eearrollados los cuales aumentan tanto en nOmero como en ta.maño du_ 

rMt~ el 1.esarrollo de 18: planta,ademtt.s poseen una caracteristica estru.Q. 

10 
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tural vesiculosa por deba.jo de la. me.,\1rana extorna quo se denomlna retlcu_ 

lo perifbrlco. 

Exlsten evidencias contradlctoriaa entro la ¡>6rd1da o ausencia -

de grana en los cloroplastos de la vaina. vascular y la actl v1dad fotosin_ 

t/itl.ca que presentan durante ol de3al'.TOllo do lna plantas C-4,observandose 

quo estos cloroplastoe presentan b11.ÍJ. actividad. del FS!I ,comparado con la 

actividad del FSII de los cloroplastos do 1tosOf1lo. 

I. 3.Fotos{ntesls en las plantas C-4-, 

La fotoslntests se define como el proceao por el cual las plan_ 

tas y ciertas ba.cter-\as convlerlen la. energ{a. provoni.onte da la luz nolo.r 

en onorg{a qul.nlca (Govlndjee y Govlndjeo, 1975) .La ecuaclbn Boneral de la 

fotosÍntesls es 1 

donde A es el Bubstrn.to qu-J p11ctlo oxldB.'t'Be. 

A trav6s de los años una gran variedad do investigadores han CO] 

tribuido sl estudio de la fotosínt~sls, todos elles con un objetivo funda __ 

mental,descubrir como se realiza la fotoe!.nteols. 

Actualmento ln fotosíntesis se divide en dos fases1una obscura y 

una lumlnoaa.,La faa9 obscura. aucede en el estroma del cloroplasto y consl,! 

te en el denominado Ciclo de Cahln,en donde se ofectll.a lo. fl.jacibn de co2 

utilizando el poder aslo11atorlo del HADPH2 y ATP convirtiendolo a carbol\1 

dratos, 

La segunda faoe 1denomlnada luminosa o fotofosfor1lacl.6n, sa loca_ 

ll~a on la. merubrH.na del tila.col.de,en ésta fase so llevan a cabo las e1guie.,9: 

tas reaccionas 1 

a)Absorct6n de energia luminosa por loa pigmentos coaechndoroe de lua 
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(clorof1las ~ y,!! y carotenoides). 

b)Transforencia de energla a los centros da reacci6n en donde es empleada 

para las reacciones fotoqu!micas. 

c)Fot6lisis del aeua con desprendimiento de oxigur,o. 

d)Transporte de electrones (e-) rlesde el agua hasta el aceptor final NADP + 

para producir UADPH21con generación rle un e:radiente electroqu!mico pro_ 

tónmotrlz que acumula protones on el interior del tllacolde. 

a)S!ntesis de ATP medillllte la. utilizacibn del gradiente electroquímico de 

protonco a trav~:s clti la AT!'ntnt!?tn.Da. 

J,o~ ?ir,mcntón fotnsint~tlcos que absorben la luz par.a iniciar_ 

la conve:ruion de lJ. t!r.crg!2 sol:tr A. enorgt.1 qahúca oe encuentran embebl_ 

aos en la rne;nbrana 1e loa tiln.coirtes,encontranaose en rormns cJ.1versas1 

a) Los primeros J!1 lmportancla son las clornt'ila.s ~ y E• son pigmentos í"OE_ 

me.rtos por un.'l porfl r1na 1 cuyos A.toman de u\ trogeno centrales se coordinan 

con un 16n Mi+ .A bsta oe adiciona una lar¡;a cadena lateral de fitol du_ 

ranto la bios!ntcoio de la clorofila.tas diferentes clases de clorof1lM 

poseen rliferentes sust1tuyen1:us en ol anillo porf1.rin1co.La clorofila !!: 

posee un grupo metilo unido al anillo II ,miontran que la clorofilo. E: po _ 

eee un grupo aldehído.(Fig.5). 

Los m!ximos de s.bsorc16n de la clorofila !!; y !:! en ~ter y acetona 

son respectivarnonte,a 663 nm y 645 nm;y mis curvas de a.bsorcHm se cri1zn.n 

a 652nm. (F1g.6). 

Sin embargo,invostlgacionos espectroE;cbpicaa deta.lludaa do la_ 

célula muestran qud ~ ~hay m~ d8 una formad.e clorofila! ,las cua._ 

les pueden estar asociadas de diferenteo maneras en lo• tilD<X¡•ides y pro_ 

bablemente deben tenor distintas funciones fotoqu!micas, 
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b)AdellAs de las clorofilaa,las me14bra.'11S tllacoidales contienen plgae!! 

tos secundarlos o acceeorioo,los ca.Totono1des,que taabien participan 

en la abaorclOn de luz.Estos cons\s+.en on largas caden!lS de ltomoa -

de carbono unidos por enlaces dobles y conjugados, fomamo un anillo 

de aeis &tomos de carbono en cada extremo1estoe se dividen en dos el.! 

ses1los carotenoa que eon hidrocarbt.u:os que se reportan en dos fon.ns 

y los carotenoles que son alcoholeo y cetonaa, tales como lutelna y 

zeaxant.lna.Estos pigmentoa poseen un espectro de a.baorctón en la ro_ 

giOn do ll00-,500nm.Se cree que loo carotenoidea pueden protegor a lan 

moléculas de clorofila de una oxees\. va fotooxldacHm por exceso de .. 

luz.(Hal.l y Rao,1979).(Flg.5 y 6). 

Todos estos compuestos se hallan dtspuestos en conjuntos :f\.m_ 

cione.lee o agrupaclonee llanuidos foto3\stomas.Dletlntas pruebas experl_ 

1>.ntales indican que 111 efldenda fotootnUtica es una funclbn de la -

longl. tud de onda do la luz lncldente .La representac lOn grAfica que 111e.!! 

tra. tal eficloncia (medida coJUo dosprendimlonto de oxigeno o fijación 

de co2)debide. e. la luz en función do la longitud de onda. ea conoce coao 

espectro de accHn de la fotosinteeio.En las reacoionae fotoquial.cas • 

que implican un dnlco plgmonto,6ete espectro tiene la mie"8 forma geno_ 

ro.J. que el ospoctro de a.beorción del pigr¡ento, 

Sin embargo F.11ereon y col,(1943) al estudiar la eficiencia. -

cuMtica do la producción de oxigeno (o oea el ndmero de llol6culas de 

oxigeno producl.dBB por fotón absorbido) encontró que diellll.nu1a al Uu_ 

minar las c&lulas con una longitud do onda aa.yor a 6851111 a lo coal ee 

lo llamó ca.ld11 del rojo,!lo obstante ei laa células se suplHentaban con 

unn longitud o onda menor ( 6,50-6?0nm) la eficiencia cuAntica 11U11nntaba. 

Eatos reaulatdos eugirleron la existencia de dos roa.cclonoe lwainoeu, 

cada. ur;a. con su 
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longitud de onda caractertst1ca1el fotosistoma I (FSt) y el fotosistema_ 

II (FSII) ,por medio de los cualos so realiza lR fo.so luminosa de la fot.<:>. 

s!ntes1s¡estoa fotosistemas actOan ele manera. secuencial e interrelaciona._ 

da.(Hill y Benfall,1960) .(Fig. 7), 

Dilley y col. ( 1972) realizaron ensayos con ,\cid o dia:>on1oben_ 

censulf6n1co (DABS) y demoatraron <J.UO el FSI ,se encuentra hacia la parto 

extorna de la cembra.na del ttlo.cotde y ol FSII ha•:ia. lu. pa.J.·te 1nterna1es_ 

to ha venido • roforoar ol 11H>ielo propuesto por Jl'1;¡;c y Witt (1978) qui•_ 

noo concluy1,::'on que ol tt'an.oport.e de Alectrories en l~ membrana de los ti_ 

lo..coi<les er;ta en fo:rmn u.o z1g-ZB45· 

Sl ~SI no l'..Gla. MOcindo con la producc1bn da ox:!.gcno,su centro 

de -reaccHm (!5 1&. Cl~l o P?OO quo a.bnorbe luz de lon~l 1..ud ¿o ond:i. larga y 

es rieh1.lmonto flHOJ"•!~C~nt1~.~1 FSII es el .cesponsablc 'le la producción de· 

o.d~p;cno, fiU centro de i·c<:i.cc16n lll\ la cia.¡
1 

o p6Bo que absorbe luz de lon_ 

g\. tud de ondn corta y os fluorescente .Aqul también se encuentran la cloro_ 

fila b a.al como carotenoictes. 

I.4. Transporte de electrones en la fotosíntesis. 

La prooucc16n de llADPH2 1ATP y o2 en los cloroplastos implica -

la transferencia do electrones a través de una. ca-lena. transportadora de -

los m1GmoB .l'Jsta. t.ransfercn:io. electr6n1.ca requiere que cada uno de los -­

transportadores sea reducido y oxidado para que la energía rtel olectron -

pueda. pa.an.r a lo largo de. ln cadena.Esto puede tener lu13a.r vla dos siste_ 

mas1 clclico y aciclico, 

En el flujo de electrones acícllco ,el ATP se genera en u.n sis_ 

tema :lo transferencia electrOnlca ''abierto." junto con desprenrlimiento ele 
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a partir de H
2
0 y formacibn ·de JIA91'!12 a aprttr de NADP .En el nujo do 

electrones c1cltco,el :flujo de electrones es un sistema "cerrado" (al.re_ 

dador del FSI) y el ATP es el nnlco producto fo'rmado.Estos dos sistemas 

se explican a continuaciOn.(Ftg.8), 

1.4.1.Transporte de electrones aciclico, 

El om¡nema del transporta do electrones en la fotos\ntes1a se 

bnsa. en el propuesto por H\11 y Bendall(196o). 

El proceso empieaa con la o.bsorcibn de un fotbn por el conjun_ 

to de plgmentoe antena o colectores del FSU ,La onerg1a de exci taclOn es 

transforlda a una molécula de clorofila en el contra de reacc1bn de una 

unidad fotoslntbtlca,la mol~cula desi¡¡nada as P680,la cual transflore un 

electrbn al aceptar prl.ma.rlo de electronsa designado Q (Kok,, 960 y Dwpwns, 

1963),ol cual e• un tipo de plaetoquinona con caracteriet\cas da reductor 

débil y un donador do electrones prlmarlo msconocldo designado Z .El »­

Mn2+ y el Cl- son esenciales pa.ra el funcionamiento de Z. 

DosJe Q el electron pasa a través de uno. serle de moléculas a_· 

carroadoras ,donde el slguiento aceptar de electronee ae la. plastoqu1nona 

(FQ),una qulnona llposoluble con una cadona lateral larga qua se parece 

a la. ubl.qutnona ie la cadena resp1rator111 1nl tocond.r1al. 

De aqul el elctrbn se transporta al c1tocromo f (Cit.f)Jdel -

oual su po31c16n fue la primora on determ!narse,medlante al uso espac1_ 

fico de 11Utantes del Clt.f.En este ¡>.lnto se he. descrito un oitto de aco_ 

pls.mlento entre 1'Q y Clt.f,donde ss crea la energla Ubre necesaria pa_ 

ra la formac\6n de ATP. 

El siguiente componente de la cadena es la Plastocian\na (:ro) 1 
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es una proteína azul que contiene cobre,su poeic10n esta 11eterminada -

por estudios realiza.1os semejantes a loo hechos con Cit.f .El Atomo '."le ca_ 

bre Je esta protelna es el que transporta los electrones en realidad,ya 

que es capaz oe llltperimentar ciclos Cu(I)-Cu(II). 

De aqui el electr6n es donado al sistem~ de pi81llentos del FSI, 

designado como P700;el cual ea excitado y lona el electrOn al aceptar -

X o P4JQ,que se cree es una protelna ferro-sulfurada. 

La. sustancia rP.Ouctorn de'la ferrl"!doxina (SFR),es el primer a_ 

coptor de electrones 'lel FSI. 

En es:e o?Tl&n 1 el electrbn pasa a una m1lfo-ferro-protoina lla_ 

ma.da Ferredox1na (Fd) .En el aiguiente paso interviene una enzima donomi_ 

na.fa !'orredoxtna-llADP+-oxido roductasa (Fd-NADP+_Rod) ,una navoprote!na 

que contiene Flavin Menin DinucleOtido (FAD) y qtle reduce ol NADP+ dan_ 

rlo NADPH
2
,el cual ea un proiucto primario en osta reacci'On. 

Se ha sugerido que dos moléculas de ATP sa forman simultánea_ 

monte a partir de dos molbculas 1e ADP y dos molllculan de fosfato in6rga __ 

n1co (Pi) rie forma que la energia se conserva en forma do esto compuesto 

de alta energía. 

I.4.2.Flujo do electrones cfolico. 

~n este proceso que requiere luz y cloroplastas el ónlco pro.Ju~ 

to neto es el ATP,ya que para prOOucir NfP únicamente se nccosita un nu_ 

jo de electrones c!clico que implique aOlo al FSI .Esta reacciOn fue des_, 

cubierta en 1954 por Arnon,Allen y Whatley utilimndo cloroplastoa aisla_ 

rlos iie eepinaca.Cuan1o la luz excita al FSI se expulsa. un elcctrbn de la 

clorofila .! en eGtado excitado y f:!ste es cedido a la Fd que se reduce. 
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Por dlt1mo la Fd reduc1da,coda el alectrbn al C1tocromo b (C1t. 

b) y luego a través de la cadena de transporte alectrbn1co vuelve a la. -­

clorofila!!: en al FSI,generl>.ndose un gran1ente electroqu1ml.co para la. fof 

ma.c1on da A'l'P. 

I, 5, Bombas do protones en la. carlena redox del cloropla.sto. 

Bomba en el s1stoma li t1co del agua. 

Algunas partes da la cadena redox del lado aa1 o2 del FSII pa_ 

roce que est!n accesibles a reactivos a ambon lados de la. I'lBmbrana.El m~ 

ganeso so descarga. en la fa.se interna, poro en los cloroplaatos tratad.os -

ol m1lllganeso an1c1onado es donador e.l FSII como el ferric1nnuro.Ambos 1o_ 

nen no pueden a.travesar la membrana. 

El C1t.b559 que es donador •iol FSlI a bajas temporaturas,so ax_! 

a.a con ferrlcianuro y tanto el ci toeromo .b cor.io las reaccianoa 11 t1cas 

del o.gua se modifican con tripsina y otros reactivos que no pueden cniza.r 

la. membrana.~l npa.ra.to productor de oxigeno es grande y a.traviesa la mem_ 

brana y Ubora protones hacia el 1ntcr1or del t1laco1de,La ox1dac1bn del 

agua y transferonc1a de electronee al F'SII Ubera 4 protonee por o2 pro_ 

duc1do (Fowlcr y Kok, 1974), 

La part1c1paciOn de los protones en el lado Meptor del FSII. 

El t lujo cto electrones de Q a la poza do Plastoqulnonas ocurre 

tne11nnte un mecanismo de dos etapas.La reaucc1bn de !.i a dih1ctrox1quinona 

involucra la toma de 2 equivalentes de protones.W1tt (1971), (Fowler y --

Kok,1974). 

Los protones so toman estequ1.ométricamente con electrones en --

una relacibn 111.Ademl\s la roduccion de PQ a. rl1h1droxiquinona involucra 
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des protones por molbcula.Hay dincrepancias entro la velocidad a la que 

se reduce la N y la velocidad a la que el proton abandona. la fase acuosa 

externa,sugiriendo que los protones involucra.loa en la reducc16n no vie_ 

n""1e la faso de inmediato. (H'l.llska,1975). 

I .6. FotofosforilaciOn. 

La fosfor1laci0n ocurre en el CF1-CF
0 

o ATPsintotasa, localiza_ 

la en la cara externa do la vesiculn. del tilacoide-,la cua.l so compone do 

Jos factores funcionalesnma quo es una estructura oxtrinseca olig:omérico. 

llamada CF
1 

que forma un COillplejo eoférico le corca de 9.0-11.5 nm de di!>_ 

metro y el segundo c0mponente ,quo es un c~mplejo ontrinseco en la mombra __ 

na llamado CF'0 ,Gl cucl funclonR. cono un cann.1 :le protonos,al mismo tiempo 

que el CF1 fosfudla al AUP.CF
1 

es el sector catalitico 'le la enzima y ao 

compone 1 e 5 pollpl.lpt.i os lof> cuales se designan como 1 t-res subunidados o< 

tres subunid111les P., ,y una. o, J y f., Las subuni a.:l•Jao< y (1 contienen los si_. 

tios de enlace y cabliticos para el ADP y el h"'P.La subunidad d es la. 

enca.re:a:la rl~ 1.1nir la cr1 a. la particula cF0,la subunidwl 't controla el -

flujo de protonea dentro del complejo y la. subunidad E. inhtbe la activi_ 

dad ca.talitica !el complejo en 111 oscuridad para. bloquear la. hitlr011sis 

:ie ATP.(Fig •• 9), (Nelaon,1980). 

Por otro lado CF 0 se compone de tres pol1p~pt1dos los cuales se 

han designado como subunidades l,II y III. (Fig.9). (Nelson,1980) • 

Una vez genera.ia la energia proiucida durante el transporte de 

elect..rones el complejo CF0 -CF .1 o ATP sintntasa,la aprovecha para. la sint~ 

sis el A'l'P,cliscipan'lo el gradiente proton~otriz.Los valores rle H/2e- en __ 

contrarl os en los cloroplastos oscilan entre 1 .1-1 , 9, lo C'.lal s1gn1 fica que 
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por cada. dos electrones que son transportados por la cadena. se fosforllan 

~e 1.1 a 1.9 ATP. 

l. 7.Acoplamient.o dol Transporto de Electrones a la Sintesis de ATP. 

La sintesis de A'rP aeta. acoplada al transporte de electrones y 

viceversa..~n 1950, Arnan,Whatley y Allen deMostraron que era un requ1.s1to 

que la formacion de ATP y la relucciOn de NADP+ estuvieran acopladnn y -­

tambibn demostraron que la velocida.:l dol flujo electrbnico hacia NADP+de_ 

pendia de la presencia -le ADP y Pi (requerido para la formaciOn de ATP) 1 

bsto puede ser expl1ca.io por medio de la h1pOtesis Q.uiniosmOtica propues _ 

ta. por Mitchell ( 1961) .El sugiere que el flujo de electrones a lo largo 

del sistema de moléculas transportadoras de hidrogeniones cargados posi~ 

tivanicnte en la membrana •!el tilacoido,crea un gradiente olectroquirnJ.co de 

protones a. tra.vl!s de la. membrana. 

El f7nrl19nte consta de dos componontes1una <l1ferenc1a de caneen_ 

tra.ciOn de iones hl.drOgeno o llpH y una liferencia do potencial electro_ 

quimico.!.n ~a.11.ente elcctroquimico y el gradiente de protones se deben a 

la. a.cumulac1bn ·le 1ones M.1r0geno en los tilacoides del cloroplasto,cuan_ 

<lo se transportan los protones rle afUera hacia a.:lontro por medio de las -

plastoquinonas y la fotolisis del agua,depositil.ndose en el espa.cio intra_. 

t1lacoi1al. 

La s1ntos1s de ATP so lleva a cabo por el flujo ie protones a 

travtls !e CF1-cF0 en senttlo inverso ,mediando -por una bomba. de protones 

o. favor de un gra.iicnto en presencia. rlo ADP y Pi qui:t son empleados por -

el factor le acoplamiento uno (CF1) .(Mitchell,1961). 

Sn esta h1-pbtes1s no se postula. la prosenc1a ñe ninguna me.quina_ 
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ria molecular en la que el flujo <le energ!a procedente de la luz se aco_ 

pla a la s1nteo1s de ATP.Sn su lugar el papel crucial lo Ce~empeña una -

membrana que separa una reglón de la otra,que sirve como barrera para la 

formaciOn de los gradientes mencionados.La. membrana proporciona mA.s que -

protecclbn 1 conflnamiento y un mer\lo interno controlado,ya que la dlsposl_ 

c16n asimbtrlca ~e las molécula!;. que tranGportan electrones a través de -

la membrana.,nernlte el establecimiento riel grañlante de protones. 

1Jna '1emostraciOn convincente del papel rl.esempcñado por el gra_ 

:tiente 1e protones en la fotofosforllacion la realizaron Jagcndorf y Url_ 

be (1966) ,al demostrar que la creaclbn de un gradiente artificial ae pro_ 

tones puede rlar lugar a la sin tesis do ATP. 

El modelo qu1.miosm6tico f'.lefine una relación entre las estequio __ 

métrias bAsicas11l+/ATP1H+/e- y ATP/2o-,con el conocimlonto clo dos de ellas 

se puede conocer la tercera.Para estas tres relaciones se han obtenido V.f! 

lores diversos, 

La. relacibn ATP/2e- ha si~o estimarla en cloroplastos por Por_ 

tia y McCarty ( 1974) calculando la. velocidad ac1 transporte de electrones 

basal (Teb) y la concentracibn interna. de H+ durante la. fosforilacibn,11!! 

gando a encontrar una estequiometr!a 1e !JJ. La salida fosforilante de H+ 

re-luce ol ta.mano do la poza ·io H+ y consecuentemente so aumenta la velo_ 

cUe.1 oel transporte de electrones y se reduce la salida basal 10 H+. 

Por otro lado Izawa y Go<>i(l968) encontraron una rela.cibn de 

2ATP/e-. 

La mayor parte ie los reportea respecto a la estequiometrla r-­

H..- /e - apoyan la idea de que se transfieren dos protones por cada par de -

electrones a tra.vbs de la membrana teniendo en los cloropla.stoa una pro­

porclOn -"!e !t /2c- 1o \t ia'1o que hay dos lugares rl.e acoplamiento, 
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Sn este casa la rieterminaciOn de la relación H+ /ATP pue:i• ha_ 

cerse in:lirecta:uente de las relaciones an terloreG 1 tenlenlo que 1 

H+/ATP=H+/e- / ATP/2e- =2x --2-- =J 
1.JJ 

requiriéndose por tanto tres nrotones por cada ATP sintetizada por el --

CF1_:CF0 , (Portia y HcCarty,1974). 

A pesar de todo eeto,no ha habirlo un concenao en los resulta_ 

dos de es;taa relaciones. 

I.8.Biogenesis del Cloroplasto. 

Durante la germinaciOn de las semillas se desarrolla el tejido 

foliar y Jentro de H se desarrollan los organelos que serAn responsables 

de la aotividai fotosintética de la planta.Esto desarrollo se conoce coruo 

biogbnosis riel cloroplaeto. 

Durante loa dltimas 20 años se ha esturiiado can mucho interés -

el desarrollo e lon cloroplastos le hojas rle plantas superiores.Este de. 

sarrollo nuerie aer cstu11a.1o en tres modelos rtiferentes1 l)Estudialldo el_ 

1esarrolla 1e etiopla.stas a nla.stidios inrlucilo por luz en organelos a.is_ 

laiosr 2)Sstulian'.lo •l 1esarrollo 1e etioplastos a plastidios inducido -

par luz en nlantas intactas y J)Slguienno el desarrollo normal de los el!! 

roplaatoa durante la ontogonla de la hoja bajo un r&gimen normal de luz--

oscuri·lad. 

Siendo esta \lltima forma la mti.s apropiada para real.izar loe CB! 

bioa funcionales y eatructurales,ya que es aquí donde se presentan las --

condiciones "in vivo" .Sin embargo la mayoria de loa conocimientos a.cerca 

dal desarrollo de los cloroplastoa se han obtenido a part1r del estUd1o 
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de etioplastos a cloroplastos do plant..S otiola:tas expuestas a la luz -­

después de un periodo te crecimiento en la oscuridad {Baker y Darber,1984). 

Pero bajo tsles conoiciones •l desarrollo parcial <le las hojas 

no tiene s1:1cronia. con aquell"s procesos que requieren luz por lo que el 

empleo 1e etionla.stos no es m1Jy recomen'Jado. 

s~ sabe que el !esarrollo rte los cloroplastos durante el enver 

1ecirf11ento si~e un oroceso en etapas.La secuencia do ostas etapas puede 

variar iepen·llen1o de las conliciones 1e crecimiento.Por ejemplo,la apa_ 

ricibn ie los componentes y ie las activldañes fotosintétlcas es mucho -

ml!..s tardia quo on las plantas etiolrulas.Esto se debe a que en dichas ---

plantas etlola 'as el croclniento lo la hoja se lleva o. cabo on la oscuri_ 

<la.1 ,y la mayoria de los componentes quo participan el el traneporte do -

electrones y enzlmas fotosinttitlcas son formadas a al tos ni velos durant~ 

el crecimiento en la oscur1'1ad .Se ha observa.do que loa etiopla.stoe con~-

>.ienen Cit.f,Cit.b6 y Cit.b
559 

1la pro:lucciOn e PQ pueie ser estimulada 

por la luz aunque cantiñades substanciales pueden estar presentes en e_ 

tioplaston ai 1gurt.l que la PC,Frl-HADP+-Rd .La luz es utilizada prActica_ 

mrmte sblo para 1nrluc1r la formación de pigemntos,conectar los dos foto_ 

sistemas y activar algunos orocesos enzimA.tlcos,lo cual 60 lleva a cabo 

on las ryrirneras horas le iluminacion.,Kirk,.e_t _'!1,1978). 

E:n ol caso de monocotilert6neas como el maiz, se ha observarlo 

que existe un iesarrollo lineal y progresivo entre las cbluln.s de la ba_ 

se a la punta de la hoja, estos cambios en estructura del tejido fotosin_ 

t6tico se ven roflejados en cambios ell la actividad fotosintOtica <1e los 

cloroplastos. Va_?'j,as especie2 que presentan est~ tr11gno rl~sarrollo hnn sirlo 

estudia.las encontran<lose un patron regular <le cambios tanto en la formo. 

ñe los plast111os como en su desarrollo dimensional de la membrana del 
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tl.lacoide.(Leech,2.!: ~,!9?'.)), 

Se consHera. que los cloroplastoa se desarrollan a. partir ds-­

plastidios preexistentes denoial.nados proplastid_ioe los cua.los so encuen 

tra.n en las cUulas iel meristeao basal, estos pcssen una. doble membra._ 

na. que puede ser un poco irregular en su contorno tiene un dlAJiletro de 

l ¡un o monos,rlboso111B.S ?Oa,fibrlllas de ADN,granos de a.l11ldbn y plastp 

glbbulos. 

Por modio de la rücroscopla eloctrOnlca se ha establecido la. 

presencla. de los priaeros cinco estados do desarrollo de pla.stldios de 

cebada. de la. prlaera hoja. do siete dias de edad oreolda.s bajo condlclo_ 

nea normal.es de luz-oscutldad,a partir del 11.erlstenio lnterca.lar,ten1en_ 

do lo slgulenterde 0,05-0.15 ca.so encuentran los eopla.stos a.soolados a· 

mltccondrla.s¡do o.15-0.?5c11.estan los a.mlloplastoa que son plastas lnc_!! 

loros contenlenlo grandes grMulos de a.lmldbn y prlm1tivos cuerpea pro 

l.,.elares1de 0.?5-l.25cm.plastldlos amoeboldeos con sletema la.melar es_ 

caso1de l, 25-l. ?5cm, se encuentran plastldios lnmadurcs que presentan -

plastcglObulos,cuerpos prot1lacoldales con incipiente grana y de l ·?5ca. 

hac1a arriba encontramos cloroplastos ma.duroa. 

En ol caso de etlopla.stos a.l ser ilulllinados hay una considor_! 

ble proliferaciOn m.embrana.l en forma. de cuerpos proloelaree,los cuales 

conslston do una red do to.bulos rogular,los cuales contienen lipldos y 

algunas protelnas que serM utiliza.las paro. la biog6nes1* de los tila_ 

coldes en respuesta a la llumlnaclOn,(Bakor y Barber,1984). 

En malz so ha obaorvado que los stloplastos presentas son di_ 

mt.irflcos,los de la. valna vascular contienen varlos cuerpos prola1telB.I'ea 

y los protllacoides as arreglan en capas para.lelas .En contra.ate los de 

mosbf1lo contienen gran oantldad de cuerpos prolar:ielares largos y mult!_ 
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centrados y los t>rotilaco1'1es se arreglan rle manera muy irregular.Si e~ 

tos son trrutsferiños a iluminacibn continó.a el cuerpo prolamelar pierJo 

su ana.!"ioncia !'l!gulnr y cristalina formanio una agrupacHm ie to.bulos, s.~ 

guido •1e un rApir\o aumen•.o en su volumen pa..ra quB despuC!s -le ·ma faso de 

retardo se 1 eaarralle el grana y loa tilacoidcs para formar las cloropla.:! 

tos maduros.So forman primero laminillas aplanadas con un arreglo regu_ 

lar de tObulos intorconecta.1os;poster1ormente estas lrunlnlllas son sepa. __ 

rañas ianlo el estroma o bien que-lan compactas en pilas fomanio el grana. 

Eato ocurre tanto en etloplastos como en cloraplastos de plantas crec1Ja.s 

en condiciones normal.ea '1 e luz-oscuridad. 

Los companentos '1ol cuerpo prolamelar son usados en la produc __ 

cl6n •le los tilacoiles.So ha visto que los et1oplastos de mes6filo conti~ 

nen suficiente material en el cuerpo prolrunelar para incrementar el A.roa 

tllaco11al hasta cuatro veces en las primeras 15 horas de 1lum1nac16n, -­

mientras que los etioplastos do vaina contienen material suficiente para 

Incrementar el A.rea tilacoidal en un 15().ll.Sn los cloroplastos de vaina -­

la. fonna.c16n tilaco1r1al '1de novo'1 se completa prA.ct.icamonte entre la.s 12-

24 horas rtespu&s del comienzo do la iluminaclOn y los tilacoides del meaO_ 

!'llo son s1ntetizados hasta 72 horas despubs do comenzar la 11um1nac10n. 

(Daker y Barber,19tl'I). 

La 1'ormac10n l"iel cuerpo prolamelar es paralela a la acu.mulaciOn 

de la protocloroflla.'~n etioplastos cuMlio son 1lum1nados,la f1tolaci6n 

ele la clorofila se presenta para dar lugar 11 la fotoreduccibn de la prot_2 

clorofila a clorofila, y si la 1lwdna:c1on es suficienternenta intensa la -

r&1ucc10n rte la protoclorofila es muy rApida..AdemM, se ha observado que 

la clorotUa .!! no es oetectable hasta un t1empo ~espu&s de quo la clorofi_ 

la!!: es ~etectada.Extensivas 1nvest1gac1ones,en particular do Shlyk y -
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F'TG~ -:J..1 .Dosarr0110 co111oa.rat 1 vo entre un cll)roplBSto (luz) y un ot1 opla.sto ( oecurldnd). 

P.oplM to con una os tre_ 

cha "apreoton·• con una 

1111 loconrlrla,. 

A111\loplAAto con fil"llOOtl 

no l\l.mld6n (A) y un cucr_ 

po protllncoldal prlmi l! 
vo, 

Pli\alldlo amoboldeo.So a_ 

procian algunaa perfora_ 

cloneo en el siete•& la_ 

"'r.lar, 

Pl.lst1rJo lnJnaduro con gl6b¿, 

los on11lof111coe &trapados 

dentro de un CPT a111orfo. 

Cloroplaato mirluro con un· 

grano d• al11ld6n (A) no mal, 

un CPI' pequeno y rlboaoraaa 

(r) asoctn.dos con loe tlla_ 
cotdee, 

Proplaato 

Et!opl&stos e.laladon do pla¡¡ 

tas do avena do 10 diaa do 

edad 

CPL-Cuorpo proluolar 

EUopln.tttoa ai&la.doa doapu6s 

de 5 m.ln •. de Uu11tna.c16n.El 

CPL se doaorganhu1 y la.e la_ 

melaa del entro11a se hacen 

ale la.rgM, 

Et1ocloroplaato '"in l'lltu" de!! 

pulte de 15 1.tn, de 11u::lna._ 

c16n,so observan perfoctar111rn_ 

CPL. te las luelaa. 

Plastldlo deopuh do 24 hrn. 

luz,preeonta un eatroaa.tocen_ 

tro (E) y ple.stogl6buloo, 



col. (1971) ha.o est~bleoido que la clorofila 2 es el precúrsor ne ía clo .• 

rofila .!!• 

Un factor que puede afectar el 1esa..."Tollo ae la ultraestructura 

ie loG cloroplastos es la intensidad lwninosa,y~ que bajo fuerte ilumina_ 

cibn se incrementa el nomero de cloro!)lastos por unl1ad 'de Area.E:l grana 

aunque es mé.B pequeño es mé.s numeroso y hny una mayor cantictaddde estroma 

con alta cantir\a-J te enzimas tel Ciclo ·1e Calvin, se incrementa la canti_. 

dad de clorofila y la actividad de los fotosistemas, en comparacHm con 

los etioplastos irradiados con baja intenaidad luminosa.(Baker y Barber, 

1984). 

Un hecho importante durante el desarrollo da los cloroplastos 

es la donen loncia de la fotofosforilacibn con el pH y la temperatura del 

medio ~e incubaciOn,lo cual puede ser diferente para los cloroplastos de 

las dist1ntae regiones de la ho,Ja,ya que en el11t1nos casos se ha observa_ 

do que la m!lxima actividal fotosint6tica delos cloroplastos de la parte -

superior rte la hoja se han obtenido a pH y telltJlerat'1ras mayores que para 

el caso de cloroolastos provenientss cte la parte basal de la hoja. 
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II.JUSTIFICACION Y OBJETIVOS, 

Dcbldo a que la mayor111 de los estudios sobro la blogénesls del 

cloroplasto se han efectuado toman o coJJ10 modelo el desarrollo de etiopl"! 

toa de plantas ettoladas expuestas a la luz deeJ>16s de un periodo de ere_ 

c11liento en la oecuridad,no ha sido pooible conocer si eete procoeo de -­

biog6nesis ocurre do manera similar en cloroplastos de plantas crecidas -

bajo cond1ctonus normales de luz .. oncuridad ,ra.zon por la cual se dec1d16 -

eetu:liar la blog<lnesis del cloroplaato en plantas crecidas bajo tales CO.!! 

dicionos, 

Aprovechando ol hecho de quo los cereal.es presentan un desa.rr6_ 

llo progresivo 'J gradual do sus células desdo la base a la punta de la -­

hoja a partir dol mertetemo ba.sal,se ellg.l6 el empleo del maiz para la -­

reelización del presente trabajo, por considerarlo un buen aodelo para la 

caracterización de la biogbnesl.s del cloroplasto,Eete ttpc de plantas C-4 

presenta dos .tipos dl.stintoo de cloroplastoe,los de mesOfilo 'J los de vaj. 

na vascular .En este caso ea estudiaron los cloroplaetoa de mesOfilo ,ya -­

que éstos cont1.enen ttlacoldee con la presencia de sus dos fotoaisteraas -

funclonales,llevando a cabo el proceso fotoetntético on la fase luainosa 

de la misma manera que loe cloroplastos do plantas con metabol lsmo C-Jr a 

diferencia de loe cloroplastos de val.na vascular los cuales ca.recen o -­

precontan uao 11uy baja actidad relacionada con el FSII. 

En vista de todas estas consideracioneo ee '.decidió utilizar oo_ 

ao modelo de estudio a los cloroplastos del mos6f1lo do mal.z,. 
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Considerando por otro lado que se conoce el riesarrollo de los -

fotosistemas durante la biog~nesis en otros modelos de es tullo (aj. plan 

tal otioladas) decid irnos estudiar el desarrollo funcional ria la bomba de 

pro+.oncs,cntendiéni.ose como el intercambio rie Protones a travbs de la -

Membrana por medio del transporte le olcctrones, para la generacibn de un 

gra:l1cntc que favorezca la sintesie rle ATP acoplada al transporte de e_ 

lectrones, por lo que tambilm se realizaron me:llciones de la actividad -

del complejo CF1 -CF0 o ATPsintetasa tanto· en la h1dr011s1s como en la -

sintcsis de ATP rlurante el desarrollo de este organelo y en relac10n con 

la. a.cti viilad de la bomba ile protones. 

HIPOTE:sIS DE TRABAJO. 

Si existe una correlacion anMomico-fisiolO¡¡ica. progresiva du_ 

rante la marlur:icion ae los cloroplastos de mosO!'ilo de maiz ~~L.) 

var.Tuxpeño,entonccs la actividad de la bomba de protones serb. diferente 

durante los tres estados de desarrollo da los cloroplaotos aquí estudia._ 

dos. (base 1 medio y punta da la. hoja) , 

Con base en lo anterior se plantea. el siguiente1 

OBJl?I'IVO G;;:N:;;RALl 

-Conocer el funcionamlonto de la bomba de protones en cloroplastoe de -­

mesOfilo de maiz (l'!!! ~ L.)var, Tuxpeno,durante los tres estados de 

rl es arrollo, 

OBJl?I'IVOS ESPECIFICOS1 

-Medir la actividad de la bomba de prot.ones y compararla en los tres es_ 

t.a.Uos de dttsarrollo. 

-~1oil1r la actividad hiilrol1t1ca rle la ATPsintetasa por melio de activa_. 

cion con luz y compararla en los tres estados de desarrollQ. 
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-"fl!'11r la activl ta.1 slnt&tica -io la ATPsln ,etasf\ y comnarala en los tres 

estarlos de '1esR.rrollo. 

00Reallzar estudios estructurales ana.tomicos te la hoja y lR. presencia de 

la An:1tomia Kranz en los tres estados ·le riesarrollo. 

-Realizar estudios ~e ultraostructura y d1ferenciac10n del cloroplasto. 



nI, MATERIALES Y 11<."'l'ODOS, 

I II.1.Material biolOgico. 

lII, 1.1.Condiciones de siembra, 

Para ente trabajo se emplearon semillas de maiz (Zea !".!l.'! L.)_ 

variederl Tuxpefio donadas por el Dr. Gregory El:lmeados del Cent.ro lnterna_ 

cional do Mejoramiento de Maíz y Trigo (CIMMYT). 

Las semillas se sembraron en cajas de plAstico ( J5x2'.)x8, 5 cm.) 

q~¡itenierrlo suelo preparado previamente con tierra do hojas y tierra. ne_ 

gro. mezcladas 111 con una al tura de 4cm, sobre la cual se colocaron a.pr!?_ 

ximadMentc 40 semillas por ca.ja y se cubrieron con una. capa. de 1cm. do 

tierra. 

Las plantas fueron crec1Jas en un invernadero con 12 horas de 

luz y 12 horas de oscuridarl, con una. temperatura de zo! 5 ºe en el ,¡{a y _ 

10! 5 ºe luronte la. noche y se irrigaron las cajas diariamente con agua. 

corriente. 

lII,1.2.Cosecha. do las hojas de maíz. 

So cosecharon las hojas de entre 15 y 20 dias de eja.d .En las _ 

hojas se detaninaron tres esta'os fisiolOgicos.El primero correspon:liO_. 

a. los dos primeros centimotros do la hoja a partir le la base de la mis_ 

ma., el segu?ño corrcspondib a los s1gu1cntea dos centímetros y el tercero 

corrospond.10 a los dos ul timos centimetros pertenecientes a. la. punta de _ -

lo. hojiqdenominandose a. cada secciOn base,medio y punta respectivamente,, 

)6 



II .2.A1slaJOiento y Resuspension de los cloroplastos da mesof1lo. 

A partir de las hojas se aislaron cloroplastos de mesofllo de 

acuerno al siguiente método120 gr. de hojns de maiz en \:uen estado se la_ 

varan con a.gua corriente y se enjuagaron con ag\lEl destlla.iasdespués con 

la ayucla de unas tijeras se cortaron las tre~ secciones de la hoja,corr~ 

pon\lentes a la base, medio y punta de 2cm. aproximo.da.mente cada una. 

Estas secciones se colocaron (por separa.do) en un vaso do 11CU,! 

.fora previ"1'lcnte enfa·ia.lo a 4°c, a dnnde se habían agreGadO 50 ml. de me_ 

dio te aislamiento que contenia1sacarosa 0.5 M, MgC1 2 5 lllM,KCl 10 mM, 

Mor.1gua.;or tricina-KOH 20 mM,pH 7,8,albOmina do bovino desgrasada (BSA) 

0.2t y pol1vin1l pi=ol1dona (PVP) 0,1;!:. 

:::n el presente trabajo se pobraron tres rnerlios de aislamiento 

para obtener clo~oplastos rle mes6fllo Tipo II hasta obtener el arlecuado 

que :l1era clorcpla.stos activos y acoplados por tiempo ouficiente (4-5 ho_ 

ras) para la realizacion de las pruebas experimentales .Los tres moclios --

probados se presentan a cont1nuac10n dcnominandoso A,B y C respocti vame!'! 

-,e. 

ll!:DIOS A B e 
l!RACTIVOS COllCENTllACIO!f!S (M) 

Sorbi tol o Kani tol 0.3'.3 

Sacarosa 0.5 

Trla-HCl pH 7 .8 o.os 
Tr1c1na-KOH pH 7,8 0.02 O.OJ 

KgC12 0,005 0.005 0.005 

KCl 0.010 

laCl 0.3 

B:DTA (!la) 0.0005 

-----
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- -~I.QS_ 
_ _REACTIVOS 

BSA 

PVP 

-Kercaptoetanol 

--~ B C 
_____ COHC~l!MIONES___{&,__ __ 

0.1 % 0.2 % 
0.1 % 

0.01 mM 

Carla secc10n so homogenolz6 on una licuadora Osterlzer Custom 

Mod .L-21 por 5 segundos a mt>.xima velocidad ,El homogeneizado se filtro 

a través le 4 capas de gasa colocadas en un embudo do f1ltrac16n rAplda, 

el filtrado resultante se centrifugó· a 1500 x g durante J minutos en una 

centrifuga Beckman Mod ,J2-21 a 4°c, 

El sobrenadante se desechó y la pastilla que contcnia los el.e> 

roplastos se rosusponrl10 con un pincel en un volur.icn de 0.4ml.con un mii. 

<iio de resuspons10n que conto.n1a eacarosn O.~ M,Mgel2 ~ mll,Kcl2 10 mM, -

amortiguador tricina-KOH 10 l'lM pH 7,8 ,BSA 0.1% 1las muestras se mantu 

vioron iurante 4-5 horas en tubos de centrifuga a 4°c. y en la oscuridad, 

Todos los pasos de aislamiento se efectuaron a 4°c aproximadamente. 

III, J, Doterm1nnc1on <lo la concentración do clorofila en las suspon_ 

sienes obtenidas de cloroplastos del meeOfilo de las tres se.!: 

clones •le la hoja. 

Debido a que el cloroplasto presenta dos tipos distintos de -

clorofila cuando ee aisla,la el orofila ~ y la clorofila .!! , el cilculo de 

la cantidad de clorofila presente sera reflejada por la suma de ambas --

fracciones. 

En base a esto, para ·-letermlnar la concentrac10n de clorofila -

so empleo el métoio espectrofotomlltrico i>ropuesto por Arnon (1949) que -
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consiste en lo siguiente• 

Se utilizaron 7 tubos ne centrífuga. cl1nica,que conten1an 5ml.dc soluciOn 

de acetona al U~ (a temperatura amb1entc)a los que se les adicionaron -

.50 pl de suspension de cloroplastos1(a dos 1c ellos de base,a otros dos 

de medio y ot!'os dos de punta), se taparon con parafilm y se agitaran vi 

gorosamon'.e en un Vortex-Genio Moo .K-550-G y fueron incubados en la os_ 

curidad durante 8 min.1con el fin de que la clorofila fuera extraida sin 

ser C1af\a.rla. por la luz lurant11 os+.e lapso.Sl sbptimo .,.~ubo se mantuvo ca_ 

mo bla.nco,parn calibrar el espF.1ctrofotOmetro. 

Tranocurrido el tiempo anterior se centrifugo por 5 lllinutos en 

una centrifuga clinica Mod.CL No.197-A a 500 x g para precipitar los re .. 

slduos de los cloroplas'".os y se ~eca.nto a. otros tubos de ensaye para evi 

tar la resuspens16n il e los miamos. 

C~ a solucUm resultan te se leyO en un esnectrafotOmetro PYE:. 

llnioam Mod .SP6-550 contra soluciOn de acetona al 80% como blanco a una -

longitud ".le on:ia ~e 663 y 645 nm.La cantidad de clorofila se determino -

por el m~todci de Aman empleanlo los coef'icienteu de extinciOn molar es_ 

pecificos propuestos por Mck1nney (l94l)para extractos de acetona al 80% 

lo cual se indica a continuaciOn1 

Clorofila a (mg/ml)= (12,7)(A663)- (2.69)(A645) 

Clorofila b (mg/ml)= (22.9)(A645)- (4.68)(Aó6J) 

Clorofih Total (mg/ml)=(20,29)(A645) + (B.05)(A66J) 

A=Absorbancia 

III. 4.HediciOn de h captac1on do protones (Domba de H+) • 

La entrada de protones(H+) se evaluO registrando los cambios 

de pH foto!l.nducirlos en la n1ezcla de reacciOn conteniendo cloroplastos 
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(Newman y Ja;¡eniorf,1964). 

El t?'ansporte de iones y de H + se asocia al flujo de eloctronos 

y a la conservac16n de la energia en los cloroplastos.E:ste flujo de alee_ 

tronos inrlucido por la luz resulta en un 1ncremento interno Jel pH dabi __ 

do tal vez a la cantaclOn de H+ en el interior do la membrana t1lacoiñal. 

Para me<1ir la bomba de H+ ea conven1onte ajustar el pH del med1o eaterno 

a 6.0 ,1epen1iendo de la capacidad amorti¡;uadora de la mezcla de reacción, 

el cambio en la elevac10n del pH puede observarse en mezclas da reacción 

que contenisa.n solo cloroplastos y verse incrementad.o notablemente en --­

presencia do aceptares de electronos como el motil viol6geno (MV) el cual 

actda a nivel de FSI ,este cambio de pi! injucido por la luz puede ser tan 

grande como 0.11 uni<laaes ie pl!,es oecir de un pl! inicial oe b.O a b,11 011 

ln luz. (llewman y Jai¡en lorf, 1964) . 

El equipo rcquorl:io para la f!ledicHm de la bomba .ie 1t consis_ 

tiO do un electrodo do viirio marca Orlan ne respuesta raplcta en contacto 

con Jml. <le mo1io rte reaccion que contenib. KCl 100 mM ,MgC12 5mM y amorti_ 

guador tricina-KOH lmM pH 7 .6,MV 5mM emplearlo como aeoptor artificial do 

olect.rones y cloropl:istos hasta. una concentrac10n fl'nal de clorofila de 

25pg/ml.Antes <le encender la luz en cada ensayo se ajusto el pH n 6.0. 

El electrodo mencionado estaba conectado a un potenc16metro Corning Mo_ 

delo 12 de escala. expandida de Scicntific Instruments,él que a su vez e~ 

taba conectado a un reglst .. a-Jor Beckman ·•10·· a 10 mV. 

El dispositivo uaado consta de un proyector con lAapara de luz 

01anca la cual incide sobre un lente de Izawa que esta constituido por -

soluciOn -le sulfato de cobre (cuso4) al 20% contenido en un frasco plano 

de v1drio1el cull.l elimina el calor y hace las funciones de filtro,adem!s 

do concentrar la luz en la cAmara ele reacc16n que se encuentra sobre una 
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2 

1- Graflcador 

2-Potenctómetro 

4 

3-Aollatbr ( El11Ctrodo dentro del medio de r~acclop + claraplastos) 
4-Lente de /zawa. 
6- Proyector 

FIG. 12. OiS(JOSlflvo emp/eacb para la medición de. la acffv/dad de la bomba de protones 

y la Slnte!J/!J de ATP. 
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base de 8<!1tac10n magnllt1ca Spin con plato térmico Mod.48o) que mantiene 

hom.ogénoa la suspensHm rle cloroplastos y ayuda. a lograr una 1lumlnac16n 

constante sobre los cloroplastos contenidos en la cfi.mara de reacción. 

(Fig.12), 

-CA.lculo de la bomba. de µrotenes. 

L~ velocidad y el cambio 1 n nH,sn "''Jede 11sU.mar debido a ln -

deflexiOn del pH ,ocasionalo ~or la ad1c10n -le una. cnntidad de Acido -­

eetAn1ar,en nueatro caso para conocer los ncq de H+ captalos en cada uno 

de los ensayos .Se. hizo una proporciOn 1mtro el ca.iibio que se obtiene en 

la escala dP.1 graficarlor con 0.5 pl. -le HCl 0,01 N que equivale a 1.6666 

neq !! + /ml. y el caMbio on esta escala causado por la bomba cuando se en 

ciendo la luz. 

Para realizar este cilculo se consiieran los siguientes elatos•. 

volu::ion tot<ll empleado Jml., vclocidcl de la ca.rta del ¡¡ra.ficalor que es 

una pulgnda por minut9,cantidad de clorofila agregada qua es de 25¡1g/ml. 

y la calibraciOn con HCl 0.01 ¡¡.Los resultados so expresan en neq H+x 

mÍi~ clx hr7
1

, 

III.5.MediciOn de la s1ntesis do ATP, 

En el estudio de las reacciones de fotofosfor1lac10n do cloro_ 

pla.stos O cromatOforos bacterianos es necesario medir la cantidatl de ATP 

sintetizado .Generalmente se ha utilizado la especificidad química de a.l_ 

gunaa reacciones enziTl\é.ticaa por el ATP ¡m:rn. reaccionar con sustratos co_ 

mo por ejemplo glucpsa o J-fosfoglicerato para obtener compuestos como -

la glucosa 6 fosfato y el 1,3 :lifosfoglicerato.!':stos productos cuando -

reaccionan respectivamente con NADP+ o NADH + H+ van a dar lugar a un -

cambio en absorbancia a )40nm.D1cho cambio se utiliza para moctir 1rr1ire_9 
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tamente la cantidad de A'l'P sintetizado.Otro método qua se ha usado es -

el oistema luciferlna-luclferasa,donde ae relacionan directamente los -

cuantos de luz eml ttdos por dicho s1 atema con l~ concentrac16n de ATP -

en la muestra. 

Nl shimura y Chance (1962) han desarrollado un método de medi_ 

ciOn del ATP que presenta algunas ventajas sobre los métodos citados·~.!! 

te método no necea! ta que sustancias qu1m1cas como enzimas, ajenas. a la 

fotofosfor1lac10n estén presentes on ol medlo de reacc16n.Se dobo tener 

presente sin embargo al utilizarlo que ol medio de rcacc!On debe cante_ 

ner sustancias de capacidad amortiguadora minima y que su aplicabilidad 

depende del pH 1concentraci0n da metales como el Mg2+ presente en la _ 

muestra y concentraciOn de sales como el cloruro de sodio y potasio. 

La stntcsis de ATP se m\dlO por medlo del camblo de pH foto_ 

inducido on la mezcla de rcacciOn conteniendo cloroplastos a pH 8,Al_ 

berty (1951, ! 968) ha calculado el nómcro de cqui valen tes producitlos en 

esta roacc\On do fosfor\lac!On como func!On del pH.La carga neta del -

ADP a pll mayor de 8 es de -3,mientras quo la de el ATP es de -4 y la -

dol fosfato es do -2 por ln que1 

-4 -3 -2 + 
ATP + H;fl ::.------------> ADP + HP04 + 1 H:¡O 

para pH 8 el + nómaro de oqu 1 valentos de H
3
o producido por cada equi va_ 

lente de ATP h'droliza:lo es de l,y para pH 7,0 es de 0,7 por lo que _ 

existe un cnfll.p-rori1! ~o en la re.acc16n del pH mA.s adecuado para modlr la -

fosfnr\laclOn .E:ntoncea aunque el pH 6pt•.mo de la reacción sea prOximo a 

? ,la equi.valencta entre protones y ATP s'.ntetisado es mayor a pH 8,0 por 

lo que so realiza la medlci6n a pH 8,0,(Nlshlmura y Chance,!962). 

~n l:t fotofocfo:i::tlac1.6n oe consume una mol de protones por C,! 
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da mol de ATP sintetizado, ~stos µratones no es tan dlrectamente rel.!tclonl! 

dos con los or()tones de l:i bomha· o lo~ protones qun se tr:msportan por 

el cr0 duro; te la slntesls.(Nlshlmura y Chanco,1962), 

E;l 'l.\spositl vo empleado fub el mioma quo para la bomba de pro_ 

tones.La mezcla de reacción tambtlrn fué la mlama que la ut11lzada nnte_ 

rlorniente pero a rH 8 .O .Ademo.s se ad lclonO Adenoeln Di fosfato (ADP) lmM 

y fo•fato lnorgllnlco (KH2ro4) JmM ,Se agrogaron cloroplastos oqul valentos 

a 50 ¡•e;/ml ele clorofila.Un" vez comoleto todo se Uumlno la muestra y -

so ldid1o el ca,blo de pH en el Uem"o seguido por medio del graflcadorr 

despubs 1~ l11z ful?! a ·m.g:icta y la nuestra se caU br6 de la m1ema manera que 

para ll'\ bomba '1e protones. 

-Cll.lculo do 1't slntesis de ATP. 

Para obtenor la velocidad de la nintesls de ATP a ?artlr dsl --

trazo obtenido en el graficador se consideran los siguientes datos1volu_ 

man total em~leado )ml .,velocidad de la carta que os una '1ulga.da por mi_ 

nuto,cantidad de clorofila agregada So l'g/ml y la cal1braci6n con 0,5 pl 

de HCl 0,01 N que equivale a 1.6666 neq H+ /ml.Con estos valoras obton~moe 

un ml.mero que llain'1lllos factor el cual serA multipllcado por la distancln 

recorrida on cada trazo y asl obtener la velocidad de la slntesls do -­

ATP exnresado como nmoles de ATP x mg-1cl x hr -l. 

!TI. 6.Med1c16n do la hidrol\sls de ATP. 

Para lll medlclon de la hldroltsts de AT'P oe aislaron cloronla_!! 

to.~ de mesOfilo Tipo I ,del mismo modo que en la sección II .2. ,oxcepto -

que en esta caso ol mP.dto de aislnmlento fue el slgti.1enteisorb1tol O.J5 M, 

llcldo ascorbico 5 DM,Acldo 2-(N-Morfollno)ctano sulfOnlco (HES) 



20 rnM pH 6.~.en este caso se realizb un lavado ds los cloroplas"!.os y Pº!! 

teriormente so resuspend.1er6n en o ,liml. do un medio que contenla1 sorbi tal 

0.35 M,MgC1 2 1 mM,Mnc12 1 m'I, N-2-hiirOxictil piperazina-ll'-2-1>.cido etn­

nosulfOnico (H~PES) 50 m.'I pH 7,6.~st;u; susocnsioncs de cloroplastos se --

guarriaron en tubos "º ensaye en el rofrigera.:.1or,cublertos con papel alum! 

nio para protegerlos do la luz durante una hora aproximada.mente. 

Se dotnrmlnO la cantidad de clorof1l:\ como se indico anterior_ 

monte. 

ActivaciOn de cr1 -cr0 . 

La activncibn rle CF1 -CF0 se hizO con luz para causa.:!" un cnmbio con 

formacional en CF 
1 

• 

Se toma.ron 17 pl e un medio quo contenfo1 sorbi tol ¡, 2 M y a_ 

mortiguador t.ricina-KOH 100 mM pH B.O al que se le adiciono 44 pl do un 

modio que conten1a1MgC12 5 mM y amorti¡;uador tr1cina-KOH 15 mM oH B.0--­

mllll 40 fil de cloropla.:;ioi:; equivalentes a 12.1 pg/ml de base116.2 pg/ml 

de aedio y 14,7 pg cl/ml de puntnrtodo esto ee mantuvo en agitac1on an -

la oecurlde.d. por un m1nuto 1tranocurr1do osto tiempo la lltlestra se puso -

en la luz (la fuonte de luz fue un proyector de lu1 blanca 15001r/a2) a 

una distancia élo !Ocm, y en agi tacion constante por 1,5 min.Posteriormen_ 

te ee agregaron 0,9 ml. de medio de reacciOn de la ATPasa el cual conte_ 

n!a1Me<Jl
2

?. "1ll,Nl14r.1 '.1 mM,ATP 2.2 mM y nmortiguador tricina-KOH 15 mM 

p~ B.o. 

ncapulm se apagb la luz y se mantuvo en la oscuridad y agita_ 

c16n const:inte i;>or mP.rtio :ninuto para posteriormente ietener la reacción 

con 0.5 ml. ''" .\c\do trlr.lorodc~Lico (TCA) al :JO% w/v y se centrifugo -

la prepa.:racHm a t 500 x g por 5 minutos, 'U fosfato presente se d-eterm1nb 

por el oigu1ent~e :t1l!to:io. 



Determ1nac16n de Fos.f"'atos, 

La dete?:"m1nac16n dc"fosfatos se hizo d~ ac11erdo al m~tcuo de -

Fiske-Subbarow, 

i..a curva estA.ndar para la dr.itorr:ünacHm Je fosfatos se hizo en 

0.8 ml. de soluc10n que contnnia de O a 0.15 pmolos '10 fosfato.(Tabla 1 

y GrAl'ica 1), La muestra se llevo a un volumen nnal de J, 2 ml. con agua 

destilada.Las muestras problema también oe llevaron a este volumen. 

Pos:.erlonnente se adlclonaron O ,5 ml. de he.,tamolib:iato de -

amonio al 6,ó % en agua mAs lici:lo sulfürico (Hz504) 7,5 N en una propor_ 

e ion ! 1 l y se agitaran vigorosamente en un Vortex-Genie Mo:I, K-550-G y -

ne agregaron O .4 ml, de roactivo de color que contenia 1 .5 gr. de suli'a __ 

to ferroso (Feso4) 11sueltos en 50 ml. de agua a los que se les agrego 

l ml. 1e Hz594 7, 5 N ,se a.p;1tnr6n vigorosamente y se dejaron roposar 10 

t1.lnuto:; a temporatura. ambiente. 

Posteriormente se dotarmln6 su absorbancia a 66o nm. en un os_ 

pectrofotOmetro y se grAfico la curva patron, obteniendose ademfls la actL 

vidad de la ATPasa de las muestras problema, expresadas como pmoles Pi x 

mg-lcl X hr~l 

III.? .Técnicas de microscopia de cortes transversales do hojas de 

ma!.z y 1e suspenoiones de cloroplastos de mes0f1lo de maiz. 

III.7.LHicroscop!a de luz, 

Se biso en base a Parra G, ( 1985) do la s1guiente 11anora1 

Se h1c1eron cortes transversales de aproximadamente 1 llllJl,de -

cada estado da desarrollo de la hoja 1a maiz,con ayuda de un bisturLEo_ 

tos cartea se 1'1jaron en glutaraldoh!do al J % on solución aaortiguadora 
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TABLA !!, 1 

Curva estArrlar para la determ1nac16n de fos!atoa, 

Conoentrac10n de fosfatos 

"1lc~onado (pioles) 

0.02 

0.06 

0.100 

0.1.50 

Absorbancia 

66o rm. 

0,0)0 

0.108 

0.179 

0.275 

1'abla ! .C11rva est.\ntlar para la deter11lnsc1on de foa!atos. 

Las condic tones exporimontalos se describen en matarla.loa y a6todos. 
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do foafa.toa 0,1 11 pH 7,2 duranto 2 horas.Se lava.ron con Jaei1o qua conto_ 

nia. sa.caroaa. 0.25 11 en &11ort1guador de foafa.toe O.l K,iii 7,2 a 7.4,rea_ 

l11&ndo Clllllb1oa cada. 15 ainutos y dejando el tej1do au11erg1do en el ae_ 

d1o durant• toda. la nóche a 4°c.se f1jb con tetrox1do de oalll.o (oee4) al 

2 % en Mort1guador de fosfatos ¡il 7 .2 en la. caapana. de extraco1on duran_ 

te 2 horaa. 

La.a aueatra.a fijada.a se deahidra taran on una ser1e de soluclo _ 

nH de etanol del JO al 100 % ( v /v) quo hiban en a.u11ento do au concantr&_ 

c\bn do 10 en 10 % roallzando canib1os ca.la. 10 ainutos y luego con 6x1do­

~. proplleno al lOo;( durante 15 a1nuton( cada una ) , 

Las auestras deehldratadas oe 1ncluyoron en OP1Epon (111) en -

dosecador durante 24 horae,al co.bo de esto t1eapo la. auestra oe coloob -­

en c&psulaa con Epon al 100 % para dejar pol1aer1za.r en lo. oatufe. a. 6o0c 

por l¡{l horas.Obton1da.s lo.e auestras, so real11.a.rbn cortes aelll.f1nos con -

un 11\l.crotoao Re1chert UMOJ,estoa cortes ae t1ñoron con he.utox111na.-eos1_ 

na y so sxaaina.ron en un a1croscop1o de luz Junoz La1tr..Ta11b1&n aa h1c1e_ 

ron cartea f1nos para a1croscopta electronlca.. 

IlI ,7,2.Microecopla alectronica. 

Se hir.b an base a Parra ( 1985) •lo la siguiente Ullera1 Muestras 

peque!laa :le suspensiones do cloroplaatos proveniente• de loe tres estados 

de desarrollo de hojas da .. ,.tz so 1'1j.ron en gluta.raldeh!do ü ;?:( en a_ 

aortigu.tor ae fosfatos 0.1 K pf! 7,2 durante 2 horaa a 4°C.Estas prop.¡_ 

rac1onea ea lava.ron 4 veces ( 15 ainut.os coda le.vado) en 8DIOrt1guador de -

fosfatos 0.1 K pi! 7,2 conteniendo sacaro10. 0.25 K.~nsegu1do. se poatf1ja.:_ 

ron (doble fijacibn}en soluoibn do Oeo4 al 2 % en el mismo a.mort1guador 

a pi! 7.4 durante 2 horas a 4°c. 
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Poster1ormente se lavaron 4 veces ( 15 JD1nutoe cada lavado} en 

aedio de saca.rosa en fosfatos y se deshidrataron en sories graduales C0,!2 

tinuas de et.1mol del JO a1 100 % rea.11z.'1Jldo Calllb1oa cada 10 minutos y -­

luego con 6J:1do de µrop1leno1ota.nol (111) y Ox1do de prop1leno al 10~. 

Las 1111eet:cas desh1dratadas so 1nf1ltraron con OP1Epon (1,1} en desecador 

durante 24 hor1UJ,al cabo de este t1empo ln.o 11111estras se colocaron en c&.p_ 

llulas con Epon al 100 1' para su 1nclue1bn,las cuales se colocaron en la 

estufa a. 60°c por 48 hora.e para la pol1merkac10n total de la res1na. 

Ya listas lM 11Uestras, se realizaron cortos finos en un ultra_ 

microtomo Roiohert UMOJ,los cuales se colocaron en rejillas de cobre,se -

tiiloron con acetato de uran1o al 2 % on a.gua. doet11ada y pH 4-S por JO -

minutos a te11paratura Mb1ente y con c1trato de plo110 al 2 :C por 10 a1n!\ 

tos a. tempere.tura ambiento .Loa cortes se examinaron en un 111croscop1o -

electrbnico marca JEOL/100 B operando a SO KV y ajustado a 50 µi. el con_ 

lfonsad11r. 
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IV.RESULTADOS. 

En el presente trabajo se estud 10 el funclonSJDlento de la bomba 

de H+ durante la blog&nesls del cloroplasto do mosOfl lo rle hojas de maiz -

(Zea ~ L,)var.Tuxpefio,crecldo bajo condlclones normales de luz-oscurl_ 

dad .Para lo cual se determino la funcionalidad de los cloroplastos por mo_ 

dlo do las medlclones de las slgulentos actlvldaaos fotoqu{mlc1lll1la nctlv! 

dad de la boP1ba de H+ ,la nctlvldad tanto sint&tlca como hldrolittca de la 

ATP alntetaea asi como la dotontnai:lOn de la relación de la cloroftla J!/ 

clorofila E•Se obeervO ademAB la eotructura anAtomlca de la hoja y la pre_ 

sencla do la anatomía Kranz (por microscopia de luz y mtecroscopfo olectr,2 

ntca)ael como la ultraeetructura de los cloroplastoe.A contlnuactón se pr_!! 

eentan los resultados de estas determ1nac1onea y observaciones. 

IV.l.Obtenclón da cloroplastos de aesOf\lo, 

Para la obtenclOn de cloroplaetos do mesOfllo tipo II ,acoplados 

y activos por un tlempo suficiente (4-5hro)para poder realizar las pruebas 

experlmontales se pobraron tres medios do alslamtento (ver Materisles y ÍI~ 

todos) ,atando ol medlo "B" ol adecuado para obtener cloroplaetos de mesOf! 

lo con las caracter!etlcaa antes menclonadae.El grado de acoplamiento de -­

los cloroplastos so slgulO mldlondo la actividad de la bomba de protones, 

T•nlondose que con el :::cdlo "A" y "C" no se reglstro actividad alguna de -

la bombo. do p:cotonos, a:. entras que con el medio 11 B" se obtuvo una acti vldad 

<lo la bomba de H+ aa.t\afactorla. 
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IV, 2.0baervac10n de cortos transversales· de los tres cs .. ~ados do de_ 

s::i.rrollo 1e hojas de mn.\z por rnlcroscop{a do luz y al microsc.2 

p{o electrbnlco. 

IV. 2.1.Mlcroscopia ele luz. 

Las observaciones morfológicas por microsco'Jla de luz de cortes 

transversales rlP. los trP.B estados de desarrollo de hojl\s de mRtz se mues_ 

tr~n en l~s mlcrograf1as df! lr\ ft@ra Ta, Ib y te, 

Sl primor r.s+.ado 'le desarrollo oertcnece al denomtnado base que 

corres~ndc a los dos prtmeron centtmetros de la hojn,TJn corte transver_ 

sa.1 de esto astado se muestra en la mtcrografia de l!\ figura Ia,en donde 

nademos observar en prtmer térmlno la capa -io células de la epidermis su_ 

perlar (Es) y la do la epldermls lnforlor (El) a ambos lados·' :del corte -

respectjvament8,as{ como un estoma (e) con sus células guardia. 

Los componentes estructurales de la hoja como xllema y noema 

y ol tejido ·le la valna vascular (CV) se encuentran poco desarrollados, 

pero ya eo noslble dlferenc•ar las cblohs de la valna vascular (CV) qua 

son mAs r&londeadns que las del mesOfilo (CM) las cualeo son mas alarga_ 

da.a.Ambos ttpos celulflt'es muestran la oresencia de cloropla."'>tos, stendo 

mM alargados los de la v'anil vascular (cv) y ambos con forma ovoide. 

En un corte transversal de hoja. de malz oortenec1entes a el ª!: 

gunflo es ~.arlo denom' n:ulo med lo encontra1J1os l "l5 estructur1.s mAs des'lrroll R_ 

das compara4 .1 vamente con los cortes de b~se. A ·•groso mo:io" Bf! puad.e ver 

que es poslblP. dlferenclar la eplderl!l s sup13rlor 8 1n1'or~or(~s y Et) a -­

ambos laaos del corto,asl como el toj1do d~ la val na vascular (GV) y ol -

tejldo del mesofllo (CM).O:sto •.nalca que en este estado es ya mlu! d1st.1n. 

gu\ble ln Matom!a t1'l0 Kranz.Ambos tipos •le cblulas presenta.n cloropl'1.S_ 

tos, los del mesOfiln t'enen forma ovolde y han aumenta1o en nó.mero a.unq•1c 
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(a) (b} 

Flg.I. Cortee traneverea.les de una hoja de lllliz (Zea ~ L.)var. Tuxpeflo,correapondiontas a dos estlldoe 

de desarrollo. {a) bue y {b) 11edlo, Es1Eoldenle superlor1Ei1Epldoraie tn!erioe1CK1cblulaa del mes6f1lo1 

CV1célulaa <le la vaina1 c111clorople.sto de us6f1lo1cv1cloroplaato de la vaina1e1Htoaa. 



-.., 
Es 

.-

Flg.Ic.Corw transversal do una boj& de 11&iz (~ ~ L.)vu. Twcpeiío 1correapond1eate 111 tercer tstado 

de dosarrollo (punta). Ra1lpidol'l1ia auperior1Ei1Eptdel'l1iB infartcr1ClhcUulu del a6aof1lo1CV1cUulu de 

l& va.tna1cv1oloroplentos de la vatna1ca1cloroplaatoa del aeabf1lo1e1eatoaa. 



no tienen un tamaño muy homogftnso ron cuanto a los de la vaina. vascular 

son alargados, (Fig,Tb), 

Bn este estado las células del 111esOfllo Uonen forna poliédrlcs. 

mlentras que las células de la va.lnr. vanculaT tlenen foraa circular, 

En el corte transverns.l del tercer estado llamado punta ae se_ 

ftalan 18'3 celul8'3 de la epldermts superior e inforior (Es y Ei) a ubos -

ledos del corte .Las c&lulas del tejido de valn>< vascular y del tejido. 

del11esofllo (cv y CM) estAn ya. mejor definidos,a;lem&.n de observarse loa 

demA.s componentes estructurales de la hoja.,lo que significa que la ana_ 

toda Kranz esta ya perfectamente definida, (Fig, I ,c), 

L8'3 c~lulae del t•jido del mesofilo {CM) presentan tllUIJ"os -· 

variables con foriaaa poilw.lrlcaa, mientrM c¡uo las de la vaina vascular 

eon redondas. 

En este estado loe cloroplaatoa de la. vaina vascular eon aayo_ 

res en no.moro comparados con los do las células del mesof1lo.Los cloro_ 

plai:itoe de la vaina. (cv) siguen slemo de for11a alargada y grande• en 

tanto que loe del 11eoOfllo (ca) son 11as pequeños y de forma ovoide, 

IV .2.2. Mlcroscopit. electronlca. 

Para observar diferenclas morfolOgtcas mfls f1nas se empleo el­

mlcroscop1o olectrt>n1.co en los cortes tranevereales de los tres astados 

de desarrollo de la. hoja. de ma!z. 

En cortee flnoa perteneoientos al primer estado de desarrollo -

dcnominedo base (Ftg, II a), se oboervan cloroplaatos tanto de mesOfilo 

(cm) coM do vaina. (cv),Aqu! no os po•ible definir ambo• tipos celulares, 

La eatructura de los clor~plaatos ya es definido. pero se encuentra poco 

desarrollada y so observan tllaco1da no e.pilados on aaboa tlpos de clo_ 

57 



:roplastoa asi como grAmllos densos osmlbfilos,los cuales probablemonte -

eaan plaatoglObuloe (pg) .Estos plo.eto¡;lbbulo• fueron ro portados por Lic]l 

tenthaler (1968),Rn los cloroplaato• do vaina. se observan adomluo grlUlu_ 

loe de almidbn (a) .Rl tama.lio y la forma do a111bos tlpoo de cloroplaatoe -

es dlferente,los de JlesOfllo son mas pequeños y de forma. ovoide y los de 

vaina son m!s gr•nies y alargados. 

Ea importante hacer notar que en ambos tipos celulares se pro _ 

sentan mltocondrias, lM cuales se localizan m.uy prbximaa o. los cloroplB! 

tos.Esto col.neldo con lo reportado por Wellburn ( 1984) quien indica. que -

loa cloropla.stos en sus pri.meros estados do desarrollo requieren onergla , 

necesaria para continuar su formac1cm,tnl enorgia os proporcionada por -

laa ml.tocon1rlas, 

En los cortos f1noe del segundo estado (medio) la estructura. de 

los cloroplastos se encuentra. bien deflnidn y un poco mAs dessrrollaJa. -

que en el estado anter1or,obeervtndose grandes cantidades :lo plastoglo~ 

los.(Fl.g,TI b,), 

Los cloropla.ntos de mosbf1.lo siguen stendo mas pequeños que los 

do la vaina prenentnM.o aon su forma ovoide y alargada respectivamente, 

En los cloroplantos de vaina el n!Ulero de g?&nulos de almldbn ha aU11sn_ 

tado.No_tMos que los cloroplastoo de mesofilo presentan un alstema laml_ 

nsr mll..s desarrollado con la presencia de tilacoides apl.ladoo formando -­

grana, mientras que loa de va1na son agranalos, 

Al hr.cer u.11 corte fino trn.n.Rversal de la. hoja pertenec.\ente al 

torcer estado de deoarrollo (punta) (Fig.II e}. so observa que los cloro_ 

plnstos de mosbfilo presentan un s1nteaa laminar mAB deoarrollado f'orllll.!! 

do m!Vl grana1as1 como la presenc1a de plastoglbbulos {pg) .Los cloroplas_ 

Los ne ven dtstributdon alrededor de la membrana plasmltica. 
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(a) (b) 

F\g.I!.Hlcrograflaa electr6ntcaa de cortas "ranavorsalea de hojaa Je ma!z (Zea ~ L.)ve.r.Tuxpeño,corro_!! 

pond lentes a. dos eatadon de desarrollo (a) ba.se ( b) med.1 o, cv 1 cloroplaato de vai.na1 cm1 cloroplaato .Je 11e_ 

sbf\ 101 a1 a.l.N\d6n1 pg1plastogl6bulos1111 al tocondrias, 



°' o 

rtg.IIc.Mlcrogra.fla olectrOnlca do un corto tranavorsal do una hoja do JU.Íz (!!,!! .!!!.\'.! L.)var.TUXpfliiO , 

porteneclanto· al tercer ostado de deearrollo ( (l.lnta), cvoclo.copla.ato do va1no.1 c•ocloroplasto da .. ..e_ 
f1lo1 pg1pla.stogll>bulo1 , 



En el caao de los cloroplastos de vaina {ov) ,se ve que son ri_ 

coa en slstoma. lamolar pero no forman grana {g).estoo oloroplastos as a_ 

rreglan a.lredooor de la. meGbra.na plasmttica orientan:lose ha.ola. el centro 

de la oelula¡oe observa ta.abi&n la proaencla do plaatoglObulos., 

Comparando nueetros resultados con otros anteriores,oncontra_ 

moa que Perchorowlck y Glbbs(l980)en cortes transversa.los do hojas :le -

111a!z de 12-16 dlas de edad ,observaron que la parte basal de la hoja se -

encontraba. enrrollarla y presentando una anntomia Kranz. :rudimentaria no 

¡udien:lo eer d1st1.ngulbleo loa cloroplaatoo do la va.1.na y los del mesOfl_ 

lo,a.!ln a gran s.ur.iento,('.l4,000 X), 

Por otro lado Miranda.,!!! _!1 (1981) realizaron estudios a.natóm.! 

coa de hojaa de ma{z de G!eto dlas y oncontraron que deode la base de la. 

hoja ya se encontraba presenta la a.na.tomfa Kranz¡la.o c6lulas de la valna. 

eran 11"8 pequ0dan que las del mesOfllo,y el arreglo centtlfugo de los -­

cloroplaatos do la vaina ae presento a partir de loo )cm, deode la base -

de la hoja.Loe elemontoa vasculares aparecieron totalemnte desarrollados 

desde 0-5o•· do la hoja, la cual coincide con lo reportado por nosotros, 

IV. J.Observaclones por mlcroecop{a electrontca de las suspensiones 

de cloroplastos de los treo estados de desarrollo,alolados de 

hojas de maíz. 

Para el presente traba.jo se toaaron micrograflas de las dlfe_ 

rentas muestraa de suspensiones de cloroplastos alelados de loa tres es_ 

tadoe de desarrollo. 

En la 111icrografia III a,corrosponcliento al primor estado de d.!! 

sarrollo {baso) se observa la carenc1a. de doble mombana externa.La eetru_Q 
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tura. del cloroplasto se encuentra defin1do. y la organ\r.acl6n lBllelar con 

foraao16n de poco grana,encontrandoso un rnlMBro promcd1o de 4.72 ! i.45 

tllaco\dss por grana (tomando coao westra 25 grana). 

Sn la. mlcro¡¡rafla. corresPondlento al negundo estada (medJo) -­

{flg,IlT b) taJ11bl6n ne observa la carencia de doble membrana.Se observan 

algunoe plastoglobulos as\ coma un s1stoma la.llela.r can una. llayor organl_ 

uclon y foraac\on de grana. {g) ,el nu~ero de tila.caldas proaedlo por -­

gra.n11J11 fu& do 6.6 :!: .1.5 (tomando co110 ,.uestra. 15 grana). 

Al observar la mlcrograf\a (ill c) del torcer estada { !'lnta) ,so 

observa nuevamente la carencla de la doble aorabrana.Se observan pla.stoglb_ 

bulos,¡;:¡ slsteu luelo.r so encuentra. mejor organizado observando•• un -

1ncreaonto en el ntunero de t\lacoldeo por granUM,llegando a encontrarse 

un ndmero proaoolo de 15,7 :':. J,6 (toJaal1do co110 muostra 21 grana) .En este 

eatado le. estructura del cloroplasto se encuentra bien dlferenc1ada. 

En algunos cauos so ha encontra:lo que los cambtos en la 1nten_ 

s\dlld de luz tienen efectos sobre la estructura. del cloroplasto,Al exa_ 

int~ar la ultrao•trnctura del cloroplasto de plantas crecUas bajo varias 

Intensidades de luz se •ostro que .Plantas crecidas con luz de baja lntarr_ . 
si.dad tienen gran desarrollo de grana,comparndo con 1118 crec\daa a altae 

lntens\da.dee de luz .E:stos cam.b'loo estaban correlac1oaM.oa con un& aenor 

relaclOn do Cl!/Cl }! en cloroplaatoe con grana.(es decir alto contenido 

de cloroflla .!!) • Loe resultados a.qui presentados muestran que en el 1Ut1_ 

mo eetado de desarrollo la ultra.estructura do los clcroplMtow del aosb_ 

filo es Ms rlca. en grana y con una. rolaclon de Cl~/Cl}! mayor en coapnr! 

c'lOn con loe otros 1os esta..1oeaaug1r\.endo que a mayor contenldo d~ Cl~ 

oxlste mayor ap\lam\ento do t\lacoldes por granllJll, 

:•or ol contrario,Parra (198.5) encontrb que en cloroplastos con 
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(a) (b) 

F1g.III.Hlcrograf1a electronlca que muestra. cloroplaatos a1aladon da aos6f1lo de hojna do mo.iz • 

(2!! .!!!1.!! L,)var. Tuxpeño corrsepondiefttoe .. doo ostadoe do desarrollo de la hoja (a)ballo 1 (b) 

aodlo. E1eetro11a1 g1granua 1 pg1plaatogl6buloe. 



ir 
~~~ 

F\g,IITc .Mtcrograf1a electronlca que mueotr& cloroplaotoo de aes0f1lo ai•lodoo :ie hojas do aaiz 

(~ ~ L.)var.Tuxpeño corresporJilonto o.l torcer eotado de desarrollo do la hoja (punta), 

E 1 estro11a1 g1granu111 t1 tnacoides 1 pg1 plastoglbbulos, 



myor cantidad de grana la relaciOn de ClJ!/Cl}! era simtlar a al encontrl! 

da en cloroplastoa agranal.es, oato puede deberse a la diferencia en las 

varleladea utilizadas en cada trabajo, 

Lesse y Thomson (1971)realizando eatudlos morfolOglcos de los 

plaatldlos le diferentes reglones de desarrollo do hojao de iaa!.z de sl,!! 

te 11as de edad crec11as en la luz,observaron que en las preparaciones -

correspondientes a los primeros 4c11. de la hoja contenlan algunos plas_ 

tldlos de los denomlnadoe proplaat!dlos lntactoe y contamlnaclOn por com_ 

ponentes celulares,partlcularmenta ribosor.iae y membranas celulareo,Los -

plastldioe de los prl~eros 2cm. (11 partir de la lnsercton de la hoja)-­

eran gramos y presentaban le 2-J tilacoldes por granlll\l,Loa plaatldlos -

do loa !llguinnten 2cm, ora.n do 1-1t veces mt.a grmiea que los de la sec_ 

clOn anterior,y con 2-6 t\lacoldee por granum.En los siguientes 2cm. los 

cloroplastos de mesO.t'!lo oresentaban numeroso grana y los de la valna -­

presentaban de 2-'.l t· lacoldee por gran\111,Los cloroplaatoa correspondlen_ 

tes a los llltlaos Sea. de la hoja 11oetraban dos tipos distintos de clo_ 

roplastoa,loe de la vaina. eran elongadoe e intactos y loa del mesOfilo 

eran llA.s rfldonieados y se presentaban uaualaente rotos, 

Por otro lado Leech y col,(f971) estudiaron la estructura de -

leo plaatidlce y 111 composlciOn de l!pidcs y &.cides grasos en 5 regiones 

suceoivaa de hojas de ma!m crecidas en las mtemaa condtclcnH anteriores 

en donde las secclonea fueron de 2c•.cada una encontrandoea desde la -­

eecciOn A a la &.Observaron que laa c&lulas de la secclOn A tenlan vacu2 

las pequellaa y plsatldlos de entre ¡,5-2,0 pm de longitud y entre O.S---

0,75 ~· de ancho,algunoe con cuerpos prolamelaras pequeflos y poco gran,., 

con 1-2 tilaco!des.En la aecc16n B las cfllulas eran mAs largas y abundan_ 

tes y altaaente vacuoladas,loa cloroplastos incrementaron hasta 2 vecoa 



su longltud 7 BU ancho an coaparaclbn con los anterlores .Rn la Jaa7oria 

de los pla.st1d1os so oboervan cuerpos prolu•brea, aunque mAs pequtlion, 

Preaantandose de 4-6 t1laco1dea por grllll\lm,En la eeccH>n C,ya era poe1_ 

ble dlferenclar los cloroplaetoa de mes6f1lo de. loa de val.na,amboa t1pos 

de pla.at ld1on eran similares en tamaño y for""'' En la eecclOn D y K todos 

loe ila.attd!oe eran a!e grandes que en la ••cclon e.ntsr1Dr1pero loa do -

la vaina eran mas elongados y largos,con aOlo reminiscencias de grana. 

En los del aesOfilo el gran& se encontraba 11\ly blen desarrollado,con -­

hasta 12-15 . tUacotdes por granua, observandose quo los pla11Udioe equ! 

contenidos estaban en est&dos sucesivos de desarrollo. 

Todo lo anterior es taab16n coaparsble con lo reportado por 

Leech,,!j; _!!:! (l9?J)1Leese y Leech,(1976)1Bakar y Leech (1977) y Porchoro,.. 

w1ck y Ctbbs (1980) para cloroplastos do hojas do aatz de 7 dias de edad 

crectdas bajo las 11iaaas condiciones Qlltoribro:s. 

IV, 4.Contontdo do clorof1la .!! y clorofila.!? y au rolac10n en los -

cloroplnstos de mesOftlo. 'durante tres etapas de deoarrollo de 

la hoja de mtlz, 

F.n la tabla 2 observ&111oe loe valorea corrosponHentes a Htaa 

med.1ctones,loa cuales son comparables con otros obtenidos por otros au_ 

tares. 

Se observa que la co.ntldad do clorofila .!.... ea ma,yor en relacibn 

con la cantldad '1ia clorofilo.}! en las tres etspas de dasarrollo.S:etos dJ! 

toa son comparables con lo• obtenidos por Mayfield y Ta,ylor (1984) ,en -

hojas de 11a.ÍZ de .10-14 dias da edad bajo fotoperido de 16 hra, de lus :r 

8 hrn,oscurtdad,observan'loso que tanto la Cl,!! como la 01]1 •• encuentran 

presentes do•de las secciones mA.s jovenes do la. hoja; aunque )a cantidad 
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TABLA N, 2. 

Rolacllln del contenido do clorofila .! /clorofila _!! de lo• cloroplastoa 

de aeebfilo d• hojas de aatz de tres eatados de desarrollo. 

Retado de desarrollo 

Baso Medio Punta. 

Datos obtenidos. 2.88 :!: o.4; 3.279 .:!: 0,25 J,I¡() :!: 0,)1 

Porchorowic• y 

G!bbs (lQBO). 2.5 ! 0,7 ).1 :!: 0.5 ),2 .:!: 0.5 

lla:field y Taylor 

(1984). 2.5 ).8 



de aabas so lncrementb grandomonte en la.s socclonoo aAa g¡aduraa do la --

hoja, 

IV,5.Actlvldad de la captaclbn de protones (Bomba do H+) 

Loe datos do esta actlvldad corresponden al pro11odio do 5 doto,;: 

•1nac1ones en cada caso. 

Como ao observa en 111 tabla J los cloroplastos do aesbfilo al.!! 

lados del tejldo banal de l& hoja prssontnron una velocidad de bomba do 

H+ promedlo de 2544.028 neq ll+ X mg "1cl, X hr:1 1 pllI'a el tejido de media 

hoja se observó un incremento de esta act\.v1dad alcanzan::lo un valor de 

7865.87 noq,H+ x mg"1cl x hr;1 que es casi\ tres voceo 11&yor,compnrado -

con la actividad del tsjido de la baae1g¡ientras que para el tejido corro!!. 

pondionto a la punta do la hoja,la actividad alcansb un v&lor do 

16,784,7) noqH+ x ing"
1cl x hr-1 , el cual ea 6,5 veces aA8 grande en com_ 

paracton con la actl vidod de loa cloroplantos de la base y 2 vocea uyor 

con respecto a la actividad de los cloroplastoo de med la hoja. 

Estos dntoe indican c¡ue durante el desarrollo de loa cloropl"'!. 

tos de moaOf1lo a lo largo do la hoja de mab so da un increaonto en la 

actlvldad da la bomba de protonoe,1eade la baae hacia la punta de la ho_ 

ja. 

En la grA.fica 2, observamos los gra.f'icoo de la captacibn de 

protones eornapondiente• a loo tres estados do desarrolle. 
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TABLA N, 3, 

Velocidad do la captac16n do protones (H+) on cloroplaatos de 11ee6f1lo -

de ma1z en tres estados cte desarrollo, 

Rllfl'A HEDIO BAS!J 

neq H+ X llg-1c1 X hr -l 

17,285,677 9645.2987 2534.0J67 
19,841.2685 6714.7282 2916.J092 

19,566.3121 8718,6536 2356,6779 

lE,992.2918 79JJ,8847 1926.3098 

14,253.13?2 8006.18S3 2986.8105 

6122.4795 

;¡ = 16, 784. 7J74 7865,8768 2544.0288 

Tabla J,Velocidad de la capt.,c16n ·:le protones (H+), 

Mocito ie reaccl6n1KCl 100 mK,MgC1 2 5 1111!,uortlguador tr1c1ns-KOH l llM 

pll 7,6, KV O.~ mM,pll 6.0,VolUJ11on final Jal,Cloroplaetos squlvalentoa a 

25 pg/111, 1lwn!nacl6n de luz v1slble.Ad1o1ones para la titulaci6n1 l pl 

de HCl 0.01 N o 5 ¡il le HCl 11,01 N.Los reaultadoa ae expresan en inoq H+ 

mg-1cl x hr:1 • 
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IV. 6, Medicion de la act1Yidad elnU.tlca de la A:rP stntetasa. 

Se aldiO la velocidad de e!nteais de ATP es treo estados de 

san-oillo del oloropln.sto de "eeOf\lo do hoja.a de na!z,por ""tivaclOn con 

luz. Loe datos da osta.s determinaciones corresP.,nden al pro11edio da S 11~ 

diclonas. 

Se observo que los alorcplastos alslsdos da hojas de aalz a -­

partir dol tejido basal no presentaron actlv1dad de slntesis de ATP (Ta_ 

bla ~).En cuanto al tejido de aedia hoja estos presentaron una act1v1dad 

da ?8,6o )'Moles de ATP x mg-1cl x hr-1 en promedio y para el tejido de -­

punta la actlv1dsd se incromento hasta un valor de 18~.20 JlllOlss de J.TP 

mg-lcl x hr-l, en pro .. dlo, 

Notamos que al igual que con la act1v1dad de la boaba de H+ ,la. 

veloc !dad de la s I ntes ls de ATP "ostro un incremento desda la baae a la -

punta de la hoja. 

En la grtú'ica J, observamos loe trazos obtenido• de la velocL_ 

dad de aintesis de ATP corr.espondlente a loe tres estadoo da desarrollo. 

Muoetron resultados pueden ser c:omparablee con los reportados 

por lle.yfleld y Taylor (1984) quienes encontraron qua ciertas prota1nas • 

pertsnectantee o.l co11plejo cosechador de lu~ o involucradn.s en la s!nte_ 

sis de ATP medld11B lnmunolbgicaaente estaban ya presentes en el tejido -

basal de l& hoja en de=ollo,Estos autores augleren que l& fotofoefo_ 

rl.lacl.On puede t•n•r lugar en o~ta parle l!M ln!Mdura da la hoja a 1r "!! 

•entando progros1vamente hacta la. parta llA8 madura,lo tu• aataria contri 

buyendo a incra11entar la. velooldad de s!ntosla da ATP .!In muestro trabajo 

no se observo aotividad fcsforl.lante en los 2 prl.Jloroe cent!aotros da la 

hoja,lo cual ¡uodo deberse por un lado a. que la aot1v1dod aqui presente 

haya. e1do tan baja que ful> 1apoe1ble detectarla con el dlepoe~tivo amplo_! 

?1 



TABLA 11, 4 

Velocidad de la s1ntas1s de ATP en cloroplastos de mse6f1lo de maiz. 

RlNTA ~IO BASE 
-1 -1 

¡iaol'ée ATP X "IS el X hr • 

194.269 113.344 

229.617 64,962 

205.)SJ 102,:¡40 

142.548 52,849 

149.213 59,536 

~ 184.200 ?B.6o7 

Tabla 4.Veloctdad de la slnteeis de ATP, 

Medio de rsacclonaKCl 100 mK,MgC12 5111'1,aaort1guador trlcina.-KOH l llM, 

¡il 7,6,llV 0,5 llM,ADP l mM,KHz1'04 3 111!,pll 8,0,Volumen final Jiü,Cloro_ 

pl.aatoe equi Y&lentes a 50 pg/ml de cloroflla.IlU11lnacl6n con luz vie.J:. 

ble .Adiclonea para la titulaci6n15 pi de HCl 0,01 11, Loe resultados -

-l -1 
le expresan en rmoles ATP X. mg el X hr • 
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do para la. medlcl.bn de tal actividad.O bien pudiera ser que los oloroplas_ 

tos alsla.dos a na.rtl.r del teDldo basal eetuvleran desacoplados .Esto se co.!! 

probó en el laboratorio al medir la.s actividades del transporte de electt"J? 

nee,de estas preparaciones (Reyes,tenis 1989)* observandosll que pe.re. el e.!! 

ta.do de base ol transporte de electronce basal fue igual al transporte de 

electrones fosforl.lante (al agregar AD? Y Pi) y al transporte do electrones 

desacoplado (con cloruro do araonfo)lo cual noo 1.n:llca qus realmente existe 

un desacoplamiento en los cloroplastos. 

Nuostros resultados taab1bn son comparables a. los obtenidos por 

Reyes * quten encontró en cloropla.stos de mesófilo da u{z en la.a al.sma.s 

condiciones quo loe aqu{ eatuil.ados,quo lo. producclbn de ATP er& ausento -

en cloroplMtos del tejido basal,mlentras quo pa.ra loe cloroplastos de la. 

secc\on media y de la punta so obtuvieron los siguientes valoro• respectt_ 

va.mente1?l.28 pmoles ae ATP x 111g-\1 x h-l y 209.lb pmoles da ATP x 11g-
1cl 

x h-1 ,lo cual es muy el.mi.lar a. lo reportado sn el presente tro.bajo. 

Todos estos resulte.dos stn embargo son bajos comparados con las 

activilad.es cte slntesla e1e ATP observadas en cloroplastos aislados ele hoja.e 

co11plotas de asp1na.ca,en donde se han encontrado act1.v1a.ad.ea de 400 1u1olea 

ele ATP x mg-\l x h-1 ,(Mltchcll y Hill,198'1). 

tV.?.Meal.cl.On de la. acttvtdad hldrolÍtl.ca de la ATP stntetasa •• 

En la tabla. 5 se observa que la volocide.d do hldrOUsls de ATP 

en ol estado de base es aucho mayor conpa.rada. con Ía do los estados de me_ 

di.o y punta.Pa.ra el estado de base la velocidad alcanzada fue de 412.53 -

µmoles de PI x mg-\1 x h-1 ,en el estado de 11edl.o la. velocidad disminuyó 

a 288.ll µmoles de PI. x mg-\1 x h-l y para ol !Utl.ao astado denominado -

.punta. la velocl.dañ obtenida fue de 295,46 11moles de Pi x 

*Comun1caclbn tJersonal. 
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!l'ABLA N, 5 

Ked tciOn de la act t vidad h1drol1 tlca de la ATP sintetasa de cloroplastos 

de mesOf!lo de malz en tres estados de desarrollo, 

Estado de Actl vldad en % 

desc.rrollo, ¡iiloles P1 x 
-1 -1 

og el x hr Actividad• 

Punta 295,46 71,62 

Kedlo 280.11 67,00 

Done .. 412.SJ 100.00 

Tabla 5,HedtctOn do la actividad hl:lrOllttca de la ATPsintetaaa, 

Modio de acttvaciOn de ATPasMMg012 2mH,ATP 2.2 llM y amortiguador trlcl_ 

nm-KOH 15 1111'1 pi! 8,0, 

Medio do incubación y cloroplaatos equivalentes a 12.1¡16.2 y 14.? µgel 

x ml.de base,medio y punta.Ilum1naci0n ds luz visible.Se detuvo la reao_ 

ciOn con TOA al JO,(.DeterminaciOn de fosfatos por el nétodo do Flsko-Su_ 

bbarov,Los resultados se oxpresan en )lllOlea Pi x m¡¡-101 x hr-l, 
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mg-1cl x hr·.L,~atos dos 1Utimos resultadoe son muy similares ya que la 

d.1ferenole. entre uno y otro es. despreclable. 

Algunos datos sobre esta actividad han sido report&dos para -

espinaca. ,en dorxle se han encontrado los slgulentes valores 1 48 )IJIOles 

de Pi x mg-
1cl x hr-l (Hr.ngartor,~ ~.1981)1177 pmoles de Pi x mg-1cl 

x hr-l (Ravlzzn1 .~ !:!_,1980), 

Otro mecanismo de act1vaclon de la ATPasa es p~r medlo de al_ 

coholes,co110 el '1otano (Anthony y Jagendor!,1963,1986),el cual pareceª.!! 

tb1ule.r preferentemente la Mg2+ -ATPasa lo cual se utilizo en el preeente 

trabajo,con este 11&todo es posible observar activUsdes 11!.s altas en -­

cloroplastoa de espinaca (hasta un 50% mAa de actividad) en comparacion 

oon las observadas por activacion con luz .• 

Reyes ( 1969) * reallzll acti vaciOn do ATPasa con ""tanol en --

cloroplastos do moso!Uo de malz bajo las mismas corñic1ones que los del 

presente trabajo,ancontra.ndosé una discrepancia. en cuanto a lo reportad.o 

en la literatura, ya que so obeervo que par& cloroplaatos de ma.lz,la set,! 

vaoiOn con luz presento mayor actividad que la aatlvaci&n por aetanol 

obtenl6ndose los siguientes resultados137 1111oles Pi x ag-1cl x hr -l 1 

17.6 ~moles do Pl x mg-1cl x hr-l y 24.5 }'lloles de Pi x mg-1cl x hr-l , 

pera ol tejLio de baso,modlo y punta respectivamente.Cabe ha<lor notar 

que el patron de comporta11len+.o es slrnl.ln.r con ambos tipos de aotlvacl&n 

encontré.ndosa una mayor acti vldad para el estado do base, seguido del os . 

tado de punta y por dltililo ol estado de media hoja,elendo la diferencia 

entre éstos dos ti.lttm.os desproc1able. 

* coiaunioacton parsonal. 



V .DISCUSIOll, 

Como se ve durante lo. b\og&nesi• del cloroplaato de mea0!1lo -

de a&b,ee posible observar 11ferenclae en cuanto a sus act1v1dadee fot!? 

qu{a\cR.S as! como on su estructura y ul traestructura. dura.nt.o lon d lfere.!! 

tea eatados do iesa.rrollo aqu1 en tui lados, 

.U pr\nciplo del deaa.rrollo se observa que la actividad de la 

bomba do µroton<>S ea llUY baja,esto debido tal vez a que loa cloroplaatos 

en est.6 88t.ad.o do desarrollo se encontraban en una. etapa muy joven de d_! 

earrollo por lo que sus t1laco1deo pud\eeen no contener tod05 lo fosfol_L 

pidos de la aombrana ocasionando el que los t1laco\des no tuviesen l& 

estructu= de un 66CO totalmente laperneable favoreciendo aei un eaca11• 

de protones a tra.vtis de membrana a ou constante d1elflctrlca ha.ja, 

Por otro lado, ¡x:demoo pensar que en l>Bte estado de desarrollo 

atut estando presente todo el cooplojo CF
1
-cr0,és.te no tuviera el arreglo 

conforaacional necesario para ov1tar fugas de protones a través del cF
0 

1 por lo tanto evitar el alaacenaJt1ento neto de protones y ooao conso_ 

cuencia a.rectar el funcionamiento do la boaba de protones adn exlatlen_ 

do un transporte de electrones como lo muestran los reoultadoe. 

Un enfoque que pemtt1r1a obeervar lo anterior ,eeria el apl1_ 

car expertaentalJlente bloqueadores del CF0 como ea el caso del Diclclo_ 

hox1l carbod1aida (DCCD) o el Cloruro de tr1fon11 estallo (Tl'SnCl) y me_ 

dir ou e!ecto •obre la fotofosi'orllac10n tanto cfol1ca cono acícl1ca.S1 

obeervaraaos que axiste fotoi'ooforllaciOn dcl1ca en loe cloroplo.ntoa de 

baos a concontracionos bajan del bloqueador esto nos lndica.r1a que on º! 

ta fase de 1eoarrollo algunos CF1 ya se encuontran unidos n CF0 ,pero que 
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alguno& CF 
0 

estar!an l1 brea a la dlfu.s lOn do protones, 

En este caso,dobldo & que la act1 vldad do la bomba. do protones 

os lllU)' baja, &sta. no genera un potencl a.l eloctroqu!mico suficiente para -

que se de s!ntosis de ATP,aunquo &ate gradiente si se suficiente para ".!! 

tivar ol e\ tio activo de la ATPasa (cr1) para que haya hidrOllei• do ATP, 

Lo cual indirectamente nos irdica un cambio de potencial de msabrana, lo -

que Yiono a sor congruente con la baja actl vid ad de la boaba de protones 

en 6sto estado de desarrollo, 

En .. tadoa posteriores da deaarrollo (medio y punta) la actl Vl 

dad do la bo:ba de protones au11ente progre ni va11onte gonertndose un gra_ 

diente elootroqu{aico euf1ciente para qua haya f'otof'osforllaciOn.Esto d.! 

bido tal. vas,a que en eatoa aetadoa desarrollo se encuentran aunque no -· 

to1as sbpor lo aenoe,las enzbaa alniaas necosariaa de la ATPaaa para 

que ee lleve a cabo la Hntesls de ATP. 

Ea posiblo que en el astado basal no se encuentren todas lu -

eubunidadea que conf'orman la ATPasa,slno solo las alniaas necesarias para 

que dicha enzima presente actl vldad h1.drolltlca coao sucoie sn cloroplu_ 

toe y al tocondriaa roconetl tu!das ,Esta hlpOteals .. congruente con la 1'1".! 

eencia de actlv1ded hldrol1tica de la ATPasa 7 la auaencla de fotof'osfo_ 

r1lac10n en loa cloroplaetos en aste nivel de deaarrollo, 

A eete respecto aorta interesante realizar aetudll.oa con c1erto11 

CDlllpuOStos que sean ospec!flcos on GU uni0n a. detenolnadaa subunldadea -

del complejo cr
1
-or0 y oboenar ast cono ""que. tales 11ubunlclade1 se van 

conforman1o n través. del desarrollo del cloroplaoto,En este caao 1011 an_:.. 

ticuorpca contra los oubunldados aisladas sor1an da gran utilidad, 

Pu"1en exint lr ciertos aecanieaos de regulac16n presentes en -

el cloroplaato qun favorezcan la s (ntesls de ATP desfavorecierño la act_!: 
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vtdad hidrolttica. del ATP on los estados posteriores de deearrollo {medio 

y punta)dol cloroplasto de la hoja do mal.z. 

Otro aspecto iaportanto a estuHar aorta la. ca.racterizacibn del 

desarrollo 'le la actividad enzim!tlca dol estroma de cloroplastos intactos 

de •esOíllo para poder integrar la lntormao16n con la w¡u{ presente y tener 

as{ un panoraaa .U coaploto de la blogllnesie del cloroplasto, 

Debeaos mencionar ademb.s que todo eoto a su vez esta relacionado 

en cierto grado con los cambioo ultraestructurn.leo de los cloroplastos,es_ 

pec{tlcanonte con el n~mero de t1lacoid.os por granum durante el desarrollo 

de la hoja do ma.fz,ya quo existe por tanto una aoyor ll.rea de captaoi6n de 

luz dando una aayor etlcl.oncin íotosintbtica.Adell!a de que indicarfa que -

durante el desarrollo do loe cloropla.stos de mes6í1lo de mafz se da un in~ 

cremento en ol ntunero de cadenas transportadoras de electrones o b1.on un' -

mejor ensamblaje de laa ya existente•, , 

Por alti110 debOJ1os mencionar que debido a que los cloroplastos -

del meoOí1lo ~· desprendan !aoilllonte del tejido !aliar y a l(UB las c6lulas 

de la vaina. va.acular t\snon una pared celular muy resistente no es auy fl_ 

cil la obtanci6n de cloroplastoo de vaina,por lo que serta intereoanta de_ 

sarrollar t6cnicas &deouldas para prepa.ra.r oloroplasto tanto Tl. po I y II de 

vaina vascular y caracterizar su dosarrollo bio<¡UÍruicamente para entender 

de roma integrada el desarrollo de ambos t\pos do cloroplastos y observar 

coao es que se aco~lnn para. llevar a cabo el proceso fotostntlltico.En nue.!! 

tro caso loe reeult&dos no •• ver1a.n aíectados nor la. preoencia de cloro_ 

plastos 1e valna ,ya que con el "Ho:lo de &iolsmlento amplaodo ea ha rapo,!: 

tndo una contaminaci6n por cloroplastos de vaina en preparaciones de clor.2_ 

pla.stos de mes6f1lo haeta del 10%,(llalbot .!: A.Hoisington, 1982) 
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VI, CO!ICWSIO!IF.S, 

Al hacer el eetud1o de las actividades f'otoqu!ml.cas de los el_!! 

roplo.stos del mesbf'11o,ae1 como obsorvac\ones de estructura y ultraes.:.._ 

tructura. correspond1entee a. dl.etl.ntan etapas de deea.rrollo de la hoja. -

de utz se encentro lo s\gu1ente1 

-Los cloroplastos del mesb!Uo do maiz son un buen modelo para el estudio 

de la. bl.og6neel.s del cloroplasto,ya que a medida. que se desarrolla. la -

hoja os poel.blo observar ca11b!os en cuanto a sus act.1vl.dadoo fotoquU1l_ 

cas aat como en su estructura y ultraastl'Uctura. 

-Los procesos que se llevan a cabo durante la blog&nes1s del cloroplasto 

en condJc1onea non.a.les de luz-oscur\dad tienen aspectos en cornon con 10 

observado durante el desarrollo de etloplastos a cloroplastos en corsa_ 

les,etendo 8.llbos tlpoo de estu1loe complementarlos. 

-La actl. vi.dad de la bomba de protones, ea vo l.ncrsmentada durante el de_ 

sarrollo de los cloroplantoe,l.nd \.cando que existe un aejor y aayor aco_ 

plam!ento de la mombrann.,on relac10n con laa de11As activida.dee f'otoqui_ 

m1cas. 

,:La act1 vldad s1ntbtl.ca de la ATPsintetasa, ee ve l.ncremontad" " medida 

que se deearrolla el cloropla..to .Aunqus para el estado corrsspondiente 

a la bane de la hoja no oe oncontro act1v1dad algun1i. 

-La actl vlda.l · htdroli ti.ca de la ATPs1ntetasa,se ve disminuida a 11edida 

que el oloroplasl.o madu.rn 1dob1.do t&l vez a la existencia de un mecanis_ 

rogula.tor~o propi.o del cloroplaato 1que desfavorezca este proceso a tra_ 

v&e del desarrollo de la hoja de maiz, 
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-Se observan ciertos c11.111blos eBtl\lvturaJ.•s y ul tt'll95 true tura.les de los •• 

cloroplastoo ad coao la anatoml.a foliar do la hoji<, loa cuales estan en 

relac:16n dlrecta con los '!Mlbloa on lM di!erentos actividades :Cotoqit!_ 

•lcaa lur".nte la blogbnesis del cloroplasto. 

·AC?I queda mucho por hMer ¡l?r lo quo es laportante real1sar =t..s estudios 

aobre el tema para obtener un conoc11al.ento !OM ampl \o acerca de la bio_ 

gtnesls del cloropl ... to, 
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