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INTRODUCCTION

x a. EL ORIGEK DE LA VIDA

Desde que Alejandro Ivanovich Oparin, en 1038
publicé El Origen de la Vida, pasando pdr los trabajos
de Calwvin, Urey, Miller, Abelson, Groth ¥y VWeyssenhoff y
mas recientemente Juan Oré, Ponnamperuma con Mariner Yy
Carl Sagan, parece demostrarse que en los comienzos de
la bhistoria de la Tierra, el procesco de la Fotosintesis
modificé profundamente el carécter de .su atmésfera y
suministré las condiciones esenciales para el

desarrollo y evolucién de 1la vida. Los materiales

A e mmm i e s
R R LI ETT L aIoT

et 1

LEEE ConCcan =2 han hallado en

los depésitos de esquisto de Fig Tree (Sudafrica), que

Chlznaen Iormas J hildrocarburos, algunos de
Daturaizza lsoprenoide, porfirinas, purinas Y
Pirimidinas. Las técn’oas

de datacidn isotépica indican
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que dichos esquistos tienen, al menos, 3100 millones de
afios, Reclentemente, se ha descubilerto que algunas
formaciones rocosas antiguas contlenen vestigios
reconocibles de organismos vivos, comprendiendo formas
fotosintéticas. Asi, por ejemplo, cilertas variedades de
cuarzo encontradas en el sur de Ontario contienen
féslles microscéepicos de formas coloniales de algas
verde-azuladas. Se estima que estos depdésitos tienen al
menos 1500 millones de afios, por ello, si esta
estimacién es exacta, la fotosintesis en nuestro

planeta opera, al menos, desde entonces.

Es posible que los primeros Pracursores de los
seres vivos, los llamados protobiontes, se encontraran
en un planeta con una atmésfera carente de oxigeno o de
diéxido de carbono, o inclu=o de ambos. Unicamente 1la
evolucién de organismos capaces de generar ambos gasss
puede haber creado el ambiente adecuadﬁ para que se
desarrolle la vida en todas sus formas. En este sentido
Schopf, en 1874, propuso el sigulente esquema de

evolucién de la vida en 5 pasos:

1. Iniclalmente aparecieron slstemas exentos de
moléculas de porfirina. Los organismos m&:s
sl Loa VD 4T O0 SOl L DL DR DELErmanror 035, - =

spendian completamente de  la  fermentacién ce
IIIpuasToy Grganlios SoridLsgicos sintenizadios an



los compuestos organicos del océang como sillares

de construccisén ¥y fuente de combustible.

Con el crecimiento Yy Pproliferacién  de estas
células, que pPravocaron el progresive agotamiento
de los materiales organicos relativamente
sencillos, que se daban en e} medio acuoso,
aparecieron organismos que contenian porfirinas de
hierro con funciones similares a 1gs actuales
cltocromos. Estos organismos eran capaces de
producir reacciones anaerobicas, con el sulfato,
diéxido de carbono, nitrato u otros compuestos
organicos. Estos Organismos no solamente fueron
capaces de utilizar nutrientes, ng disponibles por
via fermentacién, sino que Obtenian mayaor
pProduccién de energia a partir de estos
nutrientes. )

El siguiente Pa2s0 en la evolucién consistis en 1la
aparicién de 1los enzimas que ampliaban la ruta
biosintética establecida Previamente en el sentido
dea la aparicisén de metal-porfirinas, dando
porfirinas acomplejadas con el magnesio ademas del
hierro. Esto dis lugar & la formacién de
clorofilas ¥y a la apariciséon de organismos
AILAR IS DL oS is:odetezbtrcioa, Capaces de utilizar
la luz solar en Tuente de energia, si bien todavia

A neCesarios los nutrientes organicos.
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energia, €S0s  organismos fotosintéticos eran
capaces de 1nvadir habitats que contenian mucho
menos material organico para abastecer las
necesidades celulares, Tales habitat, apenas
contenian materia organica, pPor la que era
lmposible la existencia de los organismos que

dependian exclusivamente de ella,

Tras la situacisn descrita en el punto 3,
solamente pudieron sobrevivir aquellas células que
fueron capaces de utilizar compuestos organicos
senclllos, especialmente el CO=. Los
fotoasimiladores surgieron como fotoautétrofos
anaerébicos, capaces de utilizar 1la energia solar
para formar susg pPropios materiales organicos;
cuando aparecieron las rutas que fijaban el
disxido de carbono, similares a las de los
autetrofos. Asi, las primérag células
fotosintéticas surgieran, probablemente, hace 3000
millones de aflos, aunque al principio no fuesen

capaces de desprender oxigeno.

Con el desarrollo de las ficobilinas y el
establecimiento de la unién entre el fotosistema I
con el fotosistema II de 1a fotosintesis, los
iones Thidroxilo producidos a partir del agua
pudieron utilizarse come donores de electrones,
dandec luzar a 1la introduccién de CXigeno libre en

el ambients,




Los primeros heterétrofos aersébicos consumidores
de oxigeno surgileron cuande el nivel atmosférico de
este elemento alcanzé una concentracidn critica comno
resultada de 1la fotosintesis. Por 1o tanto, fué
necesario que transcurrieran 1000 millones de afios
despues de la aparicién del O= en la atmésfera para que
se desarrollasen los vertebrados aerdébicos y las

plantas vasculares.

Como resultado de esta evolucisén se increments la
concentracidn de oxigeno en la atmésfera,
transformindose parte de éste en 0zono, gue actud como
pantalla frente a 1la radiacién ultravioleta. Como
consecuencia de este apantallamiento los organismos
vivas pudieron +trasladarse de 1las aguas profundas a
otras mAs superficiales y algunos de ellos pasaron a la

tierra.

En  la actualidad existen organismcs que  se
integrarian en los pasos de la evolucién descritos por
Schopf. Como ejempla de la primera etapa podrian
cltarse los micoplasmas y la segunda prodria estar
representada por las bacterias anaerocblicas, siendo las

algas verdeazuladas el ejemplo del pasc 5.
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Ir =. BUCARIOTAS Y PROCARIQTAS

Todos 1los ejemplos citados hasta el momento
pertencen al grupo de células brocariotas. Sin embargo,
todas las plantas que existen hoy en dia, con excepcidn
de “las bacterias ¥ las algas verdeazuladas, s0on
organismos complejos con celulas eucariotas. Las
praocariotas no son realmente multicelulares, asi los
tejldos vegetales no aparecieron hasta el desarrollo de
las celulas eucariotas. Las diferencias entre celulas

eucarlotas y procariotas se resumen en el cuadro 1.



Cuadro 1

PRINCIPALES DIFERENCIAS ENTRE PROCARIOTAS Y EUCARIOTAS™

..._.............-—.-.-—-—......_._._...___--............-_-.....-.__—.....-.........._--—n--.-..-——..--.__—-...-.*-.-.-...--.-..._.-.‘......--_-—-.__-.....-.-—

PROCARIOTAS

La mayor parte son células pequefias (1-10 pm),
Todas son microbios; las de morfologia mds
tospleja soiolllegan a agrugaclones filanen-
tosas o micelios de cuerpo blando (p.e, acii-
nokICetos, mixobaciarias, algas verdeazules)

Son nucleoides sin membrana asociada,

Divisién celular directa, ?eneraimente por
*fisidn binaria®, La ¢romalina contiene
DNA, pero no proteina: no se tiflen con la
técnica de Feulgen, No existen microtubos
ni centriolos,

No existen por lo general sistemas sexuales
y €1 se dan la transferencia quética es
unidireccional, del donor al hijo,

Los organismos multicelulares nunca se desa-
rrollan a partir de zlgqtos haploides, No
exisie diferenciacidn Yisular,

Este grupo incluye todas las formas anaerd-
bias y algunas asrobjas,

Grandas variaciones en los patrones metabs-
licos, No tienen mitocondrias, las enzimas
para la oxidacién de moléculas organicas
estédn ligadas a las membranas celllares

SIoexiste folosintesis, las enzimas estan
tleadas 3o laz nenbranas celulares, Esta
folosintesis puede ser anaerchia o aersbia
tibarands 0z o depositando azufre,

N3 suistzn novimiantos intracalulares,

EUCARIOTAS

La mayor parte son células grandes
(10-100 pm), Algunas son microbins,
Los Gltinos estadios evplutivos son
los vertebrados y las planias
superiores,

El nicleo estd encerrado por una
menbrana

Divisidn celular por varias formas

de mitosis, Muchos cromesomas con-
tienen DNA, RNA, y proteinas; se ti-

flen por la técnica de Feulgen, La

gayoria tienen centriolos y microtu-
os,

Poseen sistemas sexuales, con igual
participacién de ambos progenitores
en la fertilizacién,

La seiosis produce formas haploides,
los ;1?otos se desarrollan a partir
de diploides, Los erganisaos multi-
telulares muestran un axtensivo de-
sarrollo de los tejidos,

Todas las formas son ‘aerobias, ex-
cepto algunas modificaciones secun-
darias,

Los mismos patrones wetabélicos de
oxidacidn (es decir, ciclo de Krebs,
citocromes, etc), Poseen mitocon~
drias,

Si axisie folosintesis. las enzimac
gstan ligadas 2 los cloroplasins,
liberando Oz,

Movimiantos intracelulares;fagaci-
tasis, pinocitosis, corrientes,

THutfard (1378)






3. LA FOTOSINTESIS

Toda la wvida en nuestro planeta depende de la luz
solar, es decir, de la fotosintesis que realizan las
plantas, organismos fotosintéticos capaces de captar la
luz solar. Podemos definir 1la fotosintesis como el
empleo de 1la energia solar por las células de las
plantas para efectuar la bilosintesis de los componentes
celulares, en un procesco fundamental para todos 1los
organismos vivos. Este es el proceso a gran escala que
convierte compuestos ilnorgénicos simples y estables en
la combinacién rica en energia de materia orgénica y
oxigeno. El proceso fotosintetico consta aparentemente
de tres fases fundamentales: a) la separacidén de atomos
de hidréogenoc de un donador electréonico; b la

transferzncia de Adtomos de hidréigeno desde un conmpuesto

il

intermedic de 1la primera fase a la tercera; y <) la
utilizacidn de los Atomos de hidrégeno para reducir un

aceptor elecirénico (Rablnowitch y Govindjiee, 1971).



La energia solar constituye no solamente la fuente
energética inmediata para las plantas verdes y otros
autotrafos fotosintéticos, slno también, en ultimo
término, 1la fuente energética para casi todos los
organismos heterétrofos, a traves de 1la actuacién de
las cadenas alimenticias de 1la blosfera. Ademas, la
energia solar capturada por el procesao de la
fotosintesis es la fuente de cerca del 90 % de toda la
energia empleada por el hombre para satisfacer las
demandas de calor, luz ¥y potencia, ya que el carbén, el
petrélec y el gas mnatural que son los combustibles
utilizados para la mayor parte de las maquinarias
fabricadas por el hombre, son los  productos de
descomposicidn del material biolégico generado hace

millones de afios por los organismos fotaosintéeticos.

La 1luz <(radiacién visible para el ojo humano)
comprende solo una estrecha banda en el espectro de la
energia radiante. La porcién visible de este especiro
esta comprendida entre 38¢ y 760 mnm. El hecho mas
destacable es que dentro de esta Zona, se encuentran
también la visiéon del resto de animales, el

fototropisme y 1o mas importante, la Fotosintesis

Las plantas v animales gue no pueden
Viven & FUDSLELS Gz Lans plantas
omlnteticas. La mayor parte de los organlismos, para

LN VLVLI, Ciensn Q= Ccnsumir energia PCr medls de
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y conducen a la conversisén de todos los compuestos de
carbono a su forma mAs oxidada, por ejemplo, el diéxido
de carbono. La fotosintesis, en plantas superiores,
restablece el equilibrio, consumiendo CO= ¥y produce
compuestos organicos mas reducidos a la vez que genera

OxXigenao.

Ademas de las plantas superiores, existen otros
organismos capaces de utilizar 1la energia luminosa en
Sus procesos metabdlicos, incluyendo procarioctas y
eucariotas, como son las bacterias fotosintéticas y las
algas. Las bacterias son los organismos vivas mAs
pequefios de los conocidos, su diadmetro varia entre 0.1-
2 pm, aunque algunas pueden llegar a medir 500 um. Las
bacterias fotosintéticas o fotoautétrofas utilizan la
luz como energia vy, bajoc condiciones anaerodbicas,
producen azucares. Dos tipos de bacterias sulfurosas
(verde y roja) pertenecientes a las f@ebdomonaleg, son
fotolitétrofas. Para ellas la fuente de hidrégeno no es
el agua y no se desprende oxigeno en este proceso. La
bacteria sulfurosa roja posee una variedad de clorofila
1lamada bacterioclorofila, de color verde ennascarado
por el reojo de los carotenoides. La bacteria sulfurosa
verde posee otro tipo de <clorofila que no estéa
enmascarada. Ambos tipos bacteriancs estan adaptados
Sllr =T oag =23, termales, donde el He
&3 la fuente de hidrégeno. Otro tipo de bacterias de la
Tazllla e Las Fseudomorales, utilizan la energ:a
tuninosa para escindir el hidrégenc de la materia

crasnlion, For 1o que s2  las llama foto~organéfobas.
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Este tipo de bacterias rojas no Quifurosas posee

bacterioclorofila enmascarada por los carotenoides.

Las bacterias praocarictas fotosinteéticas
desempefian un lmportante papel en la biosfera ¥ son un
buen material experimental para investigar los pracesos
fotosintéticos. Estos organismos pueden clasificarse en
tres grupos: las bacterias verdes, como el Chlorobium,
las bacterias sulfuronsas Purpuras, como Chromatium, vy
las bacterias purpuras no sulfurosas, como el
Rhodospirillum Y Rhodopsuedomonas. Tants las bacterias
verdes como las sulfurosas purpuras, son autétrofos Yy
utilizan compuestos de azufre inorganico <(Hz=8) como
donadores de electrones para la reduccién fotosintética
del CO=z, pero las bacterias pirpuras no sulfurosas son

fotoheterotréfos Y utilizan el succinato o el maleato

en lugar del H=8S. Las reacclonesg bacterianas
fotogquimicas necesitan la existencia de algunos
plgmentos fotosintéticos como los carotenocides,

bactericclorefila Y en el Chlorobium 1la clorofila

(Kumar y Singh, 1979)

Los eucarictas fotosintéticos comprendan, no
solamente las plantas verdes superiores, sino también
formas inferiores, tales como las algas pluricelulares

wnicelulares verdas, pardas y rojas, asi como las
euzlennides, los dinoflagelados v las diatoméas. Gran
FEivE o dE la investizacisn en totosintesis esta basada
lgas microscéplcas como Chlorella,

rmtnas, Sconsdesmys, Anacystis, y Porphyridium
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Estas formas vegetales son faciles de tultivar y pueden
reproducirse las condiciones de crecimiento. Sus ciclos
vitales relativamente cortos, Junto con sus rapidas
tasas de crecimiento, unido a la forma de cultivo
sincronizado, gue permite obtener una poblacién de
células <con igual grado de desarrollo y estado
fisliolégico, hacen de estos organismos un excelente

materlial para propésitos experimentales.

Debido a Su morfologia, color y aparato
fotosintéetico las verdeazules, perteneclentes a las
Clanofices se han incluido en el grupo de las algas, a

pesar de ser procariotas con gran parecido a las

bacterias. Las algas verde azuladas  pueden ser
unicelulares o© coloniales, mlentras que otras son
filamentosas. Sin embargo, se diferencian de las

bacterias por la presencia de fotosistema II, en su
aparato fotosinteético. Poseen xantofililas, clorofila a y
B-caroteno, ademas de filcpercltina (pigmento rojo’ y
ficooianina (pigmento azull, Una caracteristica
importante de cilertas verdeazules es su capacidad para
fijar nitrégeno atmosférico para convertir el Nz en
NGz~. Como organlismos fotosintéticos son capaces de
obtener el hidrégeno del agua, aungque en la oscuridad

pueden llegar a ser heterdtrofos.

Los protistas son organismos fotosintéticos qgue

n
o
3
o
i
-

mante se 1ncluven en el grupo de las plantas.

Laz carunilitas, criscfitas, xantcfitas, diatomeas, algas

carias,  algas verdes, dinorlagelados, euglenocides ¥y
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hongos flagelados, son los principales exponentes de
los protitas. La composicién en pigmentos varia para

cada especie. Asl, en las algas verdes predomina la

clorofila a, aunque también estan presentes la
clorofila b; o, B y e-carotenc y cinco o seis
xantofilas. Las crisofitas tienen uno Q dos

cloroplastos pardo-dorados que contienen clorofilas a b4
<, f-carotenoc y algunas xantofilas. Las xantofitas
contienen mayoritariamente xantofilas, lo que les da el
nombra de algas verde—amarillentas, y tambiéen
clorofilas a, ¢ y e, y B-carcteno. Las diatomeas poseen
clorofila a y ¢, B-caroteno ¥ clertas xantofilas entre
las que se encuentra la fucoxantina, responsable del

caolor parda.

S & . LOS PLASTIDIOS

Los plastos son unos organulos caracteristicos del
citoplasma de las células vegetales. Juegag un
impocrtante papel en el metabolismo vegetal, ya que en
ellos se realliza la fotosintesis. Los plastos tienen
gran variedad de formas, tamafios y estructuras{ y el
conjunto de ellos forma el plastidioma. Segin la
naturaleza de las sustancilas que contlene, se
distinguen varlas clases de plastos: los cloroplastos,
ricos en clorofila, realizan la Fotosintesis,; los

amiloplastos, que almacenan almidén, como en el caso de
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la patata, de forma que pueden llegar a destruir su
estructura interna desgarrando la membrana;
cromoplastos, ricos en carotenoides, son laos gue dan la
colaracién especial de las flores v frutos;
proteoplastos, ricos en proteinas; los oleoplastos, gue
almacenan materias grasas. Otro importante grupo de
plastos 1o constituyen los eticlplastos que se forman
en las plantas sometidas a oscuridad, si bien cuando
reciben 1luz modifican su estructura, evolucionanado

hasta formar cloroplastos.

Si se rompen las células Y se aislan fracciones
purificadas de cloroplastos, éstos, con un sustrato y
cofactores solubles adecuados, son capaces de efectuar
la secuencia completa de 1la Fotosintesis. En las
Plantas verdes, organismos verdes unicelulares tales
como las algas (por ejemplo Chlorella y Scenedesmus) y
Euglena, los plastidios que contienen- clorafila se
denomilnan cloroplastos. E1l namero, forma vy tamafic de
estaos cloroplastos varia ampliamente segin los

organismos entre 1 y 10 Hm de dilametro.

Cuando se examinan los plastidos al microscopio se
revela una gran riqueza de detalles. Los rasgos mas
caracteristicos son laos tilacoides Constituidos por los
grana, apilamientos de estructuras laminarss bien
definidas; vy POr unas laminillas que unen Jlos grana

llamadas lamellae, la parte saluble o estroms y la

g d
W]

doble membrana externa que  envuelve el cloroplasts

)

(Figura 1> (Coombs ¥ Greenwcoed, 1278, En 1a actusiid

W
N

{

su
I
A
o
(L



15

se prefiere la denominacién de apiladss ¥ no apresadas,
lo que permite establecer las diferencia entre las
regiones con interaccién membrana/membrana y aquellas
que estan en contacto con el estroma, bien sean

granales o lamelares.

Fig. 1 Representacioén artistica del interior del
' cloroplasto, donde pueden apreciarse las partes
apresadas (grana), y las no apr?zadas en contacto

con el estroma (lamellae), segun Pacliilo (1970).
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En las mewmbranas del tilacoide tambien existe
diferencia entre las superficies internas y externas.
La interaccisn entre este tipo de estructuras esta
clara y los modelos propuestos no son satisfactorios a
causa de Su rigidez. De hecho, las membranas
tilacnidales aisladas pueden cambiar facilmente de su
estado granal a otro no apilado mediante la disminucién
‘de la fuerza 1i6nica del medio de suspensién (Barber y
Chow, 1979). También se pueden reestructurar los grana,
Qque se encuentran en las partes apresadas, mediante la
adicién de determinados cationes. La efectividad de
varios cationes no ligados a las membranas ¥ que
también inducen el apresamiento, depende en gran parte
de su wvalencia (Barber,' Mills y Loave, 1877, Barber,
1980a>. El apilamiento de las membranas tilacoidales
tambien puede modificarse adiciaonando especies
catiénicas unidas a la superficie tilaco%dal, pero este
praoceso implica la neutralizacién electrostatica de las
cargas expuestas y produce fenémenos en los grana que
difieren de los que suceden in vivo (Barber, 1980a),
Estas observaciones, acopladas con el conocimiento del
grado de apilamiento in vivo varia con las condiciones
de crecimiento (Anderson, 1982a) 'y tambien puede
modificarse significativamente durante cortos periodos
de tiempo como respuesta a estimulos externos (Punnett,
19V0; Eenncun y Jupin, 1974). Por otra parte es preciso
constatar que la organizacisén de las membranas externas

no esti firmements establacida,
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Los estudios de "freeze—fracture” han revelado la

naturaleza dinémica de los tilacoides a nivel
subestructural. Recientemente se ha puesto de
manifiesto gue las particulas proteicas

intermembranales tienen libertad de movimiento en
respuesta a los camblos en las condiciones iénicas
{(Wang y Packer, 1973; 0Ojakian ¥y Satir, 1974, Staéhelin,
19785 y mAs recientemente a 1la fosforilacién de

proteinas (Kyle, Stéehelin y Arntzen, 1983).

i M
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g . PIGMENTOS FOTOSINTETICOS

La mayor parte de los pigmentos fotosintéticaos,
clorofilas y carotenoides de la célula vegetal, estan
localizados en los tilacoides. Clarofila es el mnombre
aceptado de 1los pigmentos verdes en los crganismos
capaces de fotosintetizar. Fué utilizado en pPrimer
lugar por Pelletier y Caventou <(1818) para describir el
pPigmento responsable del color verde de las hojas, pero
paso algin tiempo hasta que Stokes (1864) demostré que
era una mezcla de dos pilgmentos verdes y varios
pigmentos amarillos; los pigmentos verdes fueron
alslados mAs tarde por Sorby (1873>. La cromatografia
(del griego escritura coloreada) fué -empleada por
primera vez por Tswett (1506) para seﬁarar las dos
clorocfilas y 1los carotenolides por cromatografia de
columna en azucar, segin su adsorcién, desarrolle Yy
elucién. Estas clorofilas fueron dencminadas como o y

B, pero posteriormente pasaren a ser clorofilas a y b.

En plantas superiores y en todas las algas,

excepto an las verdezuladas, las clorofilas ¥y

carctencides se  localizan en  los clorcplastos. La
funcién de las clorofilas es absorber energia luminosa

5 convertirla en ecnoergsia uimica. Todizs eshe IrOCesQ
&

implica la produceidn de electrones que raducen el COz
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atrapada por las plantas se libera en procesos de

cxidacién.

R = T CLOROFILAS

Las clorofilas son los aceptores de luz primarios
en las plantas y estan presentes invariablemente en
cada wrganismo gque realiza la fotosintesis con
absorcién de diéxide de carbono ¥y 1la eveclucién a
oxigeno meolecular. En las Plantas, la clorofila se
dispone en agrupaciones de unos POcos centenares de
moléculas y su principal funcién es actuar como antena
para captar 1la 1luz, mientras que en una pequefia

proporcisén actua como centro de reaccién.

El primer precusor de la clorofila identificado
lnequivocamente es el Acido &-aminolevulinico (6-ALAD,
compuesto de 5 carbonos que se produce por la
condensacién de succlnil-Cod y giicina, en animales y
bacterias. Las plantas ¥y las algas forman 6-ALA por
otra ruta, wutilizando el esqueleto carbonado intacto
del 4&cido glutamico. Todos los Atomos de carbono y
nitrégeno del mnaclec porfirinico de 1la clorofila se

derivan de este &—ALA.

La ruta biosintética desde el §~ALA hasta 1la
clorofila estA 1lustrada en 1la Figura 2. El ensamblaje
éel esgueleto tetrapirrélico sa produce por la

condanszacién de dos moléculas de ALA para formar
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Coproporfirinégenc IIT esta Iigada a la
descarboxilaclén de cuatro moléculas de acido acetico,
liberando grupos metilo, ¥y entonces se descarboxilan
oxidandose dos de los cuatro Acidos propidénicos {(en los
anillos A y B>, para dar grupos vinilo, formando la
Protoporfirina IX, que tiene sustituyentes wvinilo en
estas posiciones. La escisién de sels electrones del
macrociclo porfirinégenoc confiere al Proto
caracteristicas aromaticas. El Proto es el daltimo

precursor coman de los hemos, bilinas vy clarofilas,

A partir del ultimo paso, la ruta de la clorofila
comlenza con la insercién del Mg en el nacleo Proto.
Esto estad seguido por la metilacién del grupa acido
propiénico en el anillo C. A continuacién, y en orden
todavia no bien determinado, el grupo vinilo del anille
B se reduce a etilo, y nuevamente el &cido propiénico
metilado, se oxida a carbonilo en la posicién B y se
une & su carbonc en o para dar el carbono Y-meso de la
periirina, formando la protocloreofilida, que contiene
un quinto anillo 1sociclico que esta presente en todas
las clorofilas. La conversién de protoclorofilida a
clorefilida requiere generalmente luz en las angios-
permas, si bien algunos tejidos de plantas superiores
son  capaces de realizar la reduccién de la proto-

clorofilida en ausencia de luz.

El paso final en la formaciésn de clorofila a
en la adicisen de la larga cadena de fitil-

Trans, Hertha DICNesD s iniziz madiants la
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k)

esterificacién del acldo propiénico en el anille D con

geranilgeraniol (activado como el ester del

pirofosfato) y la reduccién del grupc geranilgeranil

del fitilo. Las evidencias de que se disponen sugieren

que

la clorofila b se deriva directampente de la

clorofila a mediante la oxidacisén del grupc metilo en

w0

el anillo E de un grupa formilo (Castelfranco y Beale,
19835 .
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A . CAROTENRQIDES

Los carotenoides siempre han atrgido la atencién
de los naturalistas debido a'que son log responsables
de gran parte de los awarillos y rojos brillantes que
se dan en las flores y frutos, en padjaros, insectos y
otros muchos animales (Weedon, 1971). Esta coloracién
se debe al gran nimerc de dobles enlaces conjugados de

la estructura terpénica.

Desde hace pocos afios se vienen estudiando gran
naomerc de alimentos y constituyentes de estog por sus
efectos 1nhibidores de 1la carcinogénesis. Un buen
nomero de estos estudios han demostrado que existe una
relacién 1inversa entre el consumo de cigrtas frutas y
vegetales y el riesgo de cancer (Peto et al., 1981>.
Estas investigaciones asumen gue el factor activo de
una dieta rica en vegetales y frutas es el B-caroteno
en funcisn de su potencial como fuente de vitamina A,
Sin embargo, muchos de estos vegetales y frutas son
relativamente pobres en f-caroteno y relativamente

ricos en el resto de carotenoides {(xantofilas?) que

tienen poca o nula actividad de vitamina A.
Reclzontemenis 23 03 &nlorss il s @i loIrzzuntoc de
carctenoides en la dieta, ejesrce un efecio protector
LonRIa &L danoar en la poliacion 4e 1a tarcersa edad
Tambizn =2 ha conmprotadc el efantn protector <22 ciartos
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p-caroteno. Generalmente las tablas de composicién de
los alimentos adolecen de falta de informacién acerca
del <contenido en carotenoides, Por lo tanto el
desarrollo de un método analitico rapidao y fiable sera
un instrumento valioso en un gran namero de campos de

investigacién.

Los carotenoides proavienen de reacciones de
copulacién "cola a cola" de analogos al pirofosfato de
farnesilo con 20 Atomos de carbona. El primer producto
de reaccién detectable, el hidrocarburo Cue 1lamado
fitoeno, se modifica posteriormente por accién de los
enzimas del organismg (deshidrogenacién y a veces
ciclacién y oxldacién) dando gran variedad de
carotenoides Cuo. Las estructuras de los carotenoides
mAS comunes, B-caroteno y el licopeno, cada uno de los
cuales contiene 11 dobles enlaces conjygados son las

sigulentes:
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Fig. 6 Formulas estructurales de algunos caroctenold y
esquena de bilosintesis.

Junto con las (bacteriodclorofilas, los
carotenolides son los pigmentos maycritarios de las
membranas fotosintéticas. En el cuadro 2 se sumarizan
los carotenoides mas importantes, en plantas
superiores, v asimismo, S citan =) nombres
semisistemadticos, Las clorofilas y carotenoides son
lipofilicos y se localizan en las regiones hidréfobas
de las membranas protéicas o en las matrices lipidicas

de los tilacoldes.
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Cuadro 2

CAROTENOIDES MAS IMPORTANTES EN PLANTAS SUPERIORES

Nombre wvulgar Nombre semisistemitico

Carotenos

a-carotano B, e-caroteno

B-taroteno B,B-caroteno

Xantofilas

Neoxantina 5',5‘—epoxi-5,7*didehidro-5,5,5',6'-tetrahidro-s,B-carotena-s,5,3'-£riol
Violaxantina 5,5,5’,6'-diepoxi-5,6,5',E'~tetrahidre-ﬂ,B-carotena-s,3‘—diol

Luteina B, e-caroteno-3 3 -diol

La posibilidad de sintetizar carotenoides de novo
parece que puede producirse en cualquier estadio
evolutivo. Algunas bacterias y hongos, las algas y las
plantas superiores han preservado esta capacidad. La
produccién normal de carotenoildes sintetizados por
estos organlsmos se ha estimado en cerca de cien mil
millzones Gz Fo Cizfzrmann-Harms, 10850, La maAycr parce
de los carotencides sintetizados por estos organlismos
=en dificilnents detectablss in situ, ya gque su
Fresencia ezhta enmascarada por otros pigmentos,

PEraEclslmentas por 1as clorofilas. La fucowantina es el
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mas abundante de lous carotenoides (Weedon, 1971), Yy se

encuentra formando parte de las membranas de las algas

pardas. Por otra parte los tres carotenoides mAS
importantes de las hojas verdes son: luteina,
violaxantina y B~caroteno, que se Jlocalizan en el

correspondiente sistema de wmembranas de las plantas

superiores,

AT . . REGULACION DE LA SINTESIS DE CAROTENOIDES
EF¥ LOS TEJIDOS VERDES

En los tejidos fotosintéticos los carotenoides se
sintetizan y localizan exclusivamente en los
cloroplastos. Las plantulas etioladas producen pequefias
cantidades de carotencides, principalmeﬁte xantofilasg,
pera en respuesta a la luz, se sintetizan
simultaneamente a la funcionalidad de los cloroplastos,
produciendo gran cantidad &e B-caroteno (Goodwin,
19585, Sin embargoc, los clorcplastos tienen un
considerable grado de autonomia, no existiendo
evidencia de que realizen los pasos de glicélisis que
c¢onducen al piruvato y eventualmente el precursor
primaric de los carctencides; acztil-Coa. Sz na
Obtenido confirmacién de la existencia de una ruta de
formacion de piruvato a partir de glicolats (Eritton,

19763, pero no existe evidencia de qu2 lo= claoroplastos
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puedan convertir el piruvato en acetil CaA o el acetil
CoA en Acido mevalénico (MVA).

Se ha sugerido wuna compartimentacién de 1la
blosintesis como un mecanismo por el cual se regule 1la
formacién de diferentes clases de compuestas
terpénicos. 81 se colocan cortes de plantulas eticladas
en Acido mevalonico marcado con '4C ¥y se dejan
enverdecer, se detecta una pegquefia radiocactividad en
los terpenocides cloroplasticos, es decir en los
carotenoldes b4 las cadenas de las clarofilas,
plastoquinonas, tocoferoles y filloquinona, si bien los
terpenoides extracloropléasticos, como el escualano,

esteroles y la cadena- lateral de - la ubiquinona estan

" fuertemente  marcadas (Britton, 1976). Por otra parte,

81 se permite el enverdecimiento de estas plantulas en
presenclia de '“4C0z, la *situacion es reversible, los
terpenoides del cloroplasto estan fuertemente marcados.
Asi, la regulacién de la sintesis de terpenoides en
plantulas en desarrollo puede estar compartimentada en
dds lugares separados de la sintesis de terpenoides
desde el MVA en adelante; uno fuera del cloroplasto y
Otro en su interior. Las reacciaones basicas de 1la
biosintesis de terpenoides (p.e. la formacién de prenil
pircfosfatos) puede producirse en ambog lugares, pero
las raacclones especificas invalucradas en la
biosintesis de un grupo particular de terpenoides solo
pusde darse en un lugar, en el caso de Los

carotencides, dentro del cloroplasto.
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2 S e PAPEL DE LOS PIGMENTOS FOTOSINTETICOS

La clorefila a es el pigmento principal, el mas
abundante y el dudnico que se encuentra constantemente
en tada la escala vegetal. El resto son pigmentos
accesorios. Unicamente las |bacterias fotosintéticas
consituyen una excepclén a la regla de omnipresencia de
de la clorofila a. En éstas existen otras formas de
clorofila, las bacterioclorofilas, que apenas difieren
quimicamente de la clerofila &2 y que juegan el mismo

papel fisiolégico.

En las plantas superiares y en las algas, excepto
en las verdeazuladas la clorofila se localiza en los
cloroplastos, mientras que en las vérdeazuladas y en
las bacterias las clorofilas se disponen en las lamelas
intracelulares. Su principal funcién es absorber la
energia luminosa para convertirla en energia quimica.
El proceso global implica la produccisén de electrones
capaces de reducir el diéxido de carbono, que junto con
el H" dan lugar a 1los hidratos de carbono, y de esta
farma la energia atrapada se libera en los procesos
oxidantes de las plantas, y en dltimo lugar en los
animales, que producen la energia quimica y mecanica

nzcasaria para el desarrsllo de la vida,
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La abundancia de carotencides én las membranas
fotosintéticas (aproximadamente un 3 % pP/p’,sugiere que
Juegan un cierto papel en estas reacciones o bien
estabilizando el aparato fotosintético. No existe
ninguna evidencia de que los carotenoides intervengan
en la fransferencia de electrones. Sin embargo, la
eficacia para +transferir 1la energia absorbida desde
estos compuestos a los centros de reaccisn
fotosintéticos es relativamente baja. Por esta razén
parece que el principal papel de los carotencides no
sea la captacién de luz sino la proteccién del aparato
fotosintético contra los efectos destructores de la luz
¥y Oz {(Krisnky, 1971).

Los cloroplastos de las plantas supericres tienen
el potencial de generar formas de oxigeno perjudiciales
para la planta. La interaccién entre 1la clorofila
(¥Chl) y el oxigeno (*Oz)en estados triplete da lugar
a la generacién de radicales oxigeno en estado siglete
0z (Foote y Denny, 1968)>, El oxigeno puede acephar
electrones de 1los transportadores de electrones del
fotosistema I, siendo reducid% a superéoxido (@z7). La
dismutacién del Oz~ debido a la accién de la superédéxido
dismutasa (30D)> genera HzOz, ~mientras que la reaccién
entre 0z~ y el HzOz genera radicales OH- muyy reactivos

(Halliwell, 1981>. La generacién de radicales oxigeno

ern los cloroplastos puade dafiar @l aparato
fotosintético. La concentracién de H.0O. inhibe la
fotosintesis por inactivacién de las enzimes fructosa Yy

sedoheptulosa bifosfatasa del ciclo ds Calwin (Charlas
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y Halliwell, 1981). Tanto el 'Oz como el OH pueden
iniciar 1la peroxidacién de los 4dcidos grasos de 1la
membrana, asi como la oxidacién de algunas proteinas,
aminocacidaos y otros componentes celulares (Halliwell,
1981). El deterioro est4 normalmente restringido por un
rango de mecanismos de proteccién que reducen la
toxicidad de las especies dafiinas. La generacion de 0=
esta controlada por los carotenoides que producen el
quenching o desexcitacién de la =Chl Yy 'Oz <(Foote y
Deny, 1968).

Todavia no esta bien aclarada 1a funcién del ciclo
violaxantina/zeaxantina . dentro de los tejidos
fotosintéticos, aunque algunos autores (Krinsky, 1966;
Krinsky, 1968) proponen que juega un importante papel
en la proteccién de los cloroplastos frente a las
fotooxidaciones, en la evolucidén fotosintética del
oxigenc (Sapozhnikov, 1960) y tambilen és rposible que
los carotencides en 1las mexwbranas estabilicen la
canformacién protéica Krinsky, 1971). Tal papel puede
Ser particularmente importante en un sistema de
membranas que continuamente esta sintetizandeo todos los
galactolipidos de 1los +tilacoides (Jeffrey, Douce vy
Benson, 1974). ;
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44, CUARTIFICACION DE PIGMENTOS
FOTOSINTETICOS TOTALES

La determinacién de clorofilas ¥y caroctenoldes es,
frecuentemente, un dato necesario en analisis foliares.
La cuantificacién de estos pigmentos, en la mayoria de
los casos, se suelen realizar aplicando unas ecuaciones
matematicas basadas en coeficlentes de extincién Yy en
medidas de absorbancia sobre el extracto de hojas, a

longitudes de onda especificas.

En 1949, Arnon publica 1las férmulas para el
calculo de pigmentos totales en acetona del 80 %. Desde
entonces, numerosos autores han proseguido en la nmisma
linea de 1nvestigacién con mAs o menos éxito. La
aplicacién de estas férmulas presupone que, en el casc
de muestras complejas de pilgmentos, hay que buscar
regiones del espectro de absorcién que sean
caracteristicas del pigmento gque se desea calcular. Da
las férmulas que se citan, las clorofilas se determinan
en la vegién del rojo y los carotenoides en la regién

del azul del espectirg visible de radiacion.

Wintermans y De Mots (1965) estudian los espectros
de absorcién de las clorofilas a yv b en etanol del 96 %
por S Capacidad Bara Cissiver P LiFiG05

clorcplasticos; sin erbtargo, tanto en este cea=o CORS en
&
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la pureza de las preparaciones, factor limitante debido
al método matemAtico utilizado para calcular las

ecuaciones a partir de pigmentos puros.

La bibliografia sobre el tema propone distintas
ecuaciones para la determinacién de clorofilas en
distintos solventes (Davies, 1976), sin embargo, son
muy escasas las féormulas que se citan para la
determinacién de carotenoides, y las dGnicas encontradas
que utilizan este solvente, tanto para las clorofilas,
como para los carotenoides, son las de Lichtenthaler y

Vellburn (1983).



S. MORFOLOGIA DE LAS MEMBRANAS DEL CLORJPLASTO

«

Las membranas cloropléasticas son las mALs

Lundantes en 1 superficie de nuestro planeta, si se

o
{
4

comparan c<¢on otros tipeos de membranas biolégicas, vy
tienen un comportamiento que refleja su papel funcional

como sistema transformador de energia.

La morfologia del cloroplasto estad constituida por

tres partes fundamentales con distinta funcionalidad:

envoltura, estroma y membranas tilacocidales (Figura 4.

s
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Fig. 7 Microfotografia electrénica de un cloroplasto, en
la que se& aprecian: la doble membrana externa
(1), los grava (2), y las lamellae (3) [Salisbury y Ross,
19761
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Sa . ERVOLTURA EXTERNA

La envoltura consta de dos membranas, la interior
y la exterior. En esta envoltura se sintetizan
galactolipidos, carotenoldes y prenilquinonas. Por otra
parte, las membranas de la envoltura forman una barrera
gue 1mpide el paso de ciertas moléculas dentro del
cloroplasto. La membrana dinterna regula el flujo de
metabolitos entre el citosol y el cloroplaste y la
externa probablemente induzca la toma de los
palipeptidos sintetizados en el citoplasma. Estudios de
microscopia electrénica apuntan a que la membrana
interna da lugar a los tilacoldes mediante un proceso
de 1invaginacién durante el desarrclloc del cloroplasto
(Joyard et al., 1983)>.

La envoltura del c¢loroplasto es un sistema de
membranas amarillo con una composicidén fija de
carctencides. Las envolturas aisladas & partir de
cloroplastos de hojas de esplnaca scmetidas a la
oscuridad tienen un contenidé en vioclaxantina superior
en 3.9 veceg al de luteinat+zeaxantina, mientras que las
lluminadas muestran una reldcién de solo 0.75, por 1lo
tanto es légico suponer que la luz cataliza el cicloe
violaxantina/zeaxantina dentro del cloroplastc

(Jeffrey, Douce y Benson, 1874,

La composicisn en carotencides de fracciocnes de

cioroplastes  enriquecidas en  enveolutura  exterana e
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interna muestran que el contenido en vioiéxantina es el
50 % del total de carotencides, sin embargo la
composicién del resto de carotenoides es diferente en
cada membrana. Asi la envoltura externa contiene mayor
proporcién de neoxantina que la interna. Por otra parte
la membrana externa tiene tres veces mAs carotenoides

que la interna.

Cuadro 3

Compousicién pigmentaria de la membrana

externa del cloroplasto*

Pigmento concentracién (pg/eg de proteina)

B-caroteno 0.6
Violaxantina 2.6
Luteina . 1.8
Neoxantina ' 0.3
Clorofilas 0.0

'* Segin Lichtenthaler, Prenzel y Joyard (1981)
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S5 . TILACOIDES

En los cloroplastos completamente desarrocllados
con el sistema de membranas completo, mis del 80 % de
los carotencldes se encuentran en los tilacoides
(Lichtenthaler, Prenzel y Kbun, 1882). Estos autores
realizan un estudio de la composicidén pigmentaria de
varios complejos clorofila-pigmento-proteina separados
por SDS—-PAGE y encuentran que la relacién clarofila
a/clorofila b en los captadores de luz es de 1 a 1.3.
El CPl (centro de reacclidén del fotosistema 1), en
tilacolides de espinaca solubllizados c<on Triton X-100,
se caracteriza por una relacidén de clorafilas a/b de
5.9-7.8, siendo el B-caroteno el principal carotencide.
Los anélisis del centro de reaccién del fotosistema 11,
también de espinaca y alslado por centrifugacion
diferencial +tras 1la solubillizaciémwr con digitonina
muestran que, por cada 100 moléculas de clorofila a
contiene 4 de clorefila b, 12.5 de B-caroteno y 2.5 de

luteina (Siefermann—-Harms, 198%5),

¥
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Cuadro 4

Composicién pigmentaria de los tilacoides*

Pigmento concentracién (yg/ug de proteina)
f-carateno 6.6
Violaxantina 3.1
Luteina 7.8
Feoxantina 1.3
Clorofilas 19.5

* Segun Lichtenthaler, Prenzel y Joyard (1981)

La membrana tilacoidal esta asacliada con las
proteinas intrinsecas ¥y extrinsecas. Parece que existen
principalmente cinca complejos ~ multipéptidos
macroscépicos implicados en 1a captura de luz y en el
transporte electrénice v en los procesos de
fosforilacién: el futosistema I (PS I>, el fotosistema
IT (PS ID), el compfejo asb captador de luz (LHC), el
cltocromo bs—-f y el complejo CF. de la ATP sintetasa
("coupling factor"). En la medida en que el transporte
electrénico y la fosforilacisén estan interrelacionadas
existen al menocs tres proteinas extrinsecas ligadas a
la superficie externa: ferredoxina, ferredoxina-NADP~
oxideorreductasa, vy el cempejo CF, de la ATP sintetasa.
En la superficie interna de los tilacoides se localizan

las proteinas extrinsecas comn la  plastacianina vy
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posiblemente algunos componentes implicados en la ruta
de transporte electrénico desde el H=0 hasta el centro
de reaccién, P680 del PS II.

Los detalles precisos de la estructura vy
composicién de muchas de estas proteinas de la membrana
de 1los tilacoides son desconocidas Yy existen datos

conflictivos en la bibliografia.
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L S DESCRIPCION DEL APARATO FOTOSINTETICO

S . COMPLEJO DEL FOTOSISTEMA I

Los estudios de microscopia electrénica del
complejo PS 1 aislado han mostradc que tilene un
diadmetro de 106 & (Mullet, Burke y Artzen, 1980a) y
puede tener un pesa molécular de aproximadamente
800.000 daltons <(Hiller ¥y Goodchild, 1981). Alrededor
del 30 % de la clorofila de las Plantas desarrolladas
en condiciones normales estd contenido en este complejo
(Thonrber, Markwell ¥y Reinman, 19795 con
aproximadamente 150~200 moléculas de clorofila a por
complejo <(Anderson, 1980a). Cada complejo contiene un
centro de reaccién Prooe v presumiglemente tiene
asoclado los aceptores electrénicos primarios A.,, Az a
la vez que dos centros hierro azufre (Bengis y Nelson,
1979). Los analisis de este complejo muestran niveles
bajos de clorofila b (Boardman, Anderson ¥y Goodchild,
1978; Wollman y Bennoun, 1982; Ish-Shalom y Ohad,
1883>. El complejo del fotosistema I se ha aislado

utilizando diferentes detergentes (Thornber, et al.

1273 M1lz+ Prirks v Aratz=n, 10802 v b Anderseon
1980a y b)Y y mantiene las nismas caracteristicas
Zareohraloe G ol = T iz vive, itncluso 1=
flucreszencia a 77 ¥ con  un pica a 735 nm. Las
Cilerniilas )3 el Loocarctens astan lizadas no
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covalentemente a uno o varios polipéptiéos de un peso
molecular préximo a 68 kd, uno de los cuales contiene
el Prwe, mientras que otros polipéptidos de menor peso
molecular estan asoclados con este nucleo, y
probablemente provienan de varios aceptores de
electrones que constituyen la totalidad del centro de
reaccién (Bengis y Nelson, 1979; Anderson, 1980b). Las
clorofilas se escinden del complejo, mediante
tratamientos con detergentes (Mullet et al, 1980a), en
dos unidades separadas, una interna con 50 moléculas de
clorofila a que absorbe a 694 nm ¥ otra antena mis
periferica con 40-100 moléculas de clorofila a que
absorbe a 705 =nm. El1 PS I tiene una relacién de
clorofilas a/b menor o igual de 6 Yy ademas incluye una
forma de LHC que es especifica del PS I ¥y que se
denomina LHC I <(Anderson y Andersson, 1982; Brauman,
Veber y Grime, 1982; Skrdla y Thornber, 1982; Ish~-
Shalom y Ohad, 1983). )

Los analisis del supracomplejo del fotosistema I,
que incluye el LHC I y el centro de reaccién, de
ti&acoides de espinaca muestran que ror cada molécula
de Proon existen 186 de clorofila a, 24 de clorofila &,
2% de B-caroteno, 12 de luteina, 2 Jde neoxantina vy 9 de

viclaxantina (Slefermann~Harms, 198%),
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S . COMPLEJO DEL FOTOSISTEMA II.

Este complejo contiene del 10 al 15% de 1la
clorofila total con cerca de 60 moléculas de clorofila
a4 por cada Peso (Anderson, 1980a). Estas clorafilas
absorben a 672 nm a temperatura ambiente. Este complejo
no contiene clorofila b, Pero esta ligado al B-caroteno
(Braumann, Veber y Grime, 1982). Los polipéptidas
asociados a la clorofila tienen probablemente pesos
moleculares entre 50 ¥y 43 kd (Delapelaire vy Chua, 1981;
Anderson, 1980b; Satoh, 1881, mientras que otros
polipéptidos de distinto peso molecular estan asociados
con distintos componentes del centro de reaccién y del
slstema de oxidacién del agua como el citocromo bess
(Satoh, 1981). Segun Hiller ¥y Goodchild (1981), el peso
molecular del complejo PS II nativo pud;ia ser de 600
kd y los estudios de “Ifreeze-fracture" de microscaopia
electrdnica en hojas verdes, le dan un diametro de 80 &

(Staehelin y Artzen, 1977>.

Existe una informacisén muy limitada sobre 1la
composicidén pigmentaria del fotosistema II, si bien es

evidente la presencia de carctenpides debido al hombro
2 AR nm o gua wa chasros oan 1eo 2Er2chros a2 tewmperatura
ambiente. Los an&lisis de este complejo muestran que
=OToTads 1% meldculas 2a sloestila &, hay 4 de

Clorafila b, 12.% de PB-carohenno vy 2.9 de luteina
EEATY



SO s . COMPLEJO CAPTADOR DE LUZ LHC I1I

Unidos al centro de reaccién, Yy asoclados con las
proteinas captadoras de 1luz, de todos los organismos

fotosintéticos que desprenden Oz, se encuentran los

sistemas de pigmentos captadores de luz. Estos
complejos muestran enormes variaciones en la
composicisn, organizacion ¥y localizacién de los

pigmentos dentro de la membrana.

En las plantas desarrolladas en condiciones
normales de iluminacién este complejo constituye el 40—
60% del total de clorofila y estéd intimamente asociado
con el PS II <(Anderson 1980a, 1982a, Thornber, 1975,
Thoraber y Barber, 1979). Contiene dos polipéptidos
mayoritarios de pesos moleculares 26 y 2é—kd, tiene una
relacién a/b préxima a 1.5 ¥ muy poco B-caroteno, pero
altos contenidos de xantofilas (Thornber, 1975;
Braumann, Weber vy Grinme, 1982>. E1 LHCP:z solamente
funciona como captador de luz con unas 240 moleculas de
clorofila por cada Peoo (Anderson, 1980a; Thornber vy
Barber, 1879, Los estudios de "freeze-fracture®
sugieren que estas clorofilas pueden distribuirse en
cuatrn complefos LHCP separadeos que se agregan ©on un
sclo PS II para formar una macroparticula de
aprovimadamente 160 X de dismetre (Arnmond Yy Arntzen,
1877; Mullet y Arntzen, 1981). Esto podria significar

cada LHC IT contiszne 60 moléculas de clarofila N

i

[SAFL
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tiene un peso molecular aproximado de BdO kd (Hiller y
Goodchild, 1981).

En las membranas del tilacoide los complejos
captadores de luz se disponen en agregados. La
solubilizacién de 1las membranas con Triton X-100
permite separar la proteina en el estado aligomérico
(LHC)> mientras que 1la solubilizacisn con SDS y  la
separacisén mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida da lugar al monémeroc LHCP=, al dimera
LHCP= y al trimero LHCP,. Esto no significa que 1a
forma monémera tenga una poblacién de proteinas
homogénea, sino que cOomo se ha mencionado
anterlormente, existen al menos 2 polipéptidos de 26 y
28 kd (Slefermann-Harms, 1985).

La composicién en Plgmentos fotosintéticos de este
Sistema aislado por PAGE o eiectroenfoqué, en distintas
especles de algas superiores, muestra el siguiente
resultado: por cada 100 moléculas de clorofila a hay
62.5-83.4 de clorofila b, 26.?:44.5 de luteina, 9.5-
19.7 de neoxantina, ¥ 2-3.8 de viclaxantina

(Siefermann*ﬂarms, 19858,
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S, ORGANIZACION DE LOS COMPONENTES DE LA MENMBRANA

Contrariamente a 1la idea, generalmente aceptada,
de que 1los pigmentos del PS 1II y PS I, esta4n en
contacto (distribucien continuayl, la teoria de la
heterogeneidad lateral asegura que la mayor parte de la
clorofila del PS II esta miy separada de la del PS I.
De esta forma el transporte de energia de excitacién
entre ambos fotosistemas esta muy restringido. ¥No
obstante, la fosforilacisén reversible de los tilacolides
permite migrar clerta parte de la antena del
fotosistema II hacia los tilacoides en contacto con el
estroma y asi es posible regular dinAmicamente 1la
energia luminosa entre el PS 1II y el PS I (Anderson,
1984).

La Figura 8 muestra un modelo de organizacién,
con las relaciones espaciales relativas, de cincg
complejos protéicos intrinsecos emnbebidos en la
membrana del ;ilacoide. El Ps 1! y su LHC estan
confinados en las membranas apresadas de la particién
de los grana, hientras que los complejos CF.—-CF: estéan
localizados en las membranas no apresadas. La wvalidez

de este modelo se ha confirmadeo a traves de diferentes

lineas de trabajo, especialmente, maediante la
fragmentacion de Andersson v Ancderson (1980>, y a la
vez por las consideracionss biofisicas basadas en la
distribucién de cargas elactricas =n 1a superficis
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(Barber, 1980 Y bB). Los estudios de fragmentacién
implican 1la escisisén de los tilacoides seguldo de

técnicas de Séparacién de fase (Albertsson et a1
1982>.

Regién del Brana Regién del estroma

0 Unidad del PS 1 (centro de reaccisén en las membranas apresadas)
Unidad del PS I (centro de reacion en las membranas no apresadas)
O  Centro de reaccién del PS 1]

€ Centro de reaccién del PS I1 parcialsente ton un LHC (membranas no apresadas
m Centro de reaccién del PS II coaplenentado con LHC (penbranas apresadas)

GEEWD Factor- de acoplamiento (CF1~CFo)
[Fh

Fig. 8. Representacién esquemitica del aparato fotesintético segan
Lichtentaler, et al (1982 o
Las partes apresaagas ae 1a memorana, gque no estan

en contacto con el estroma nop contienen PS I, ni CFe-
CFy, mientras que las no apresadas son especialmente

ricas en estos complejog (Andersson y Haehnel, 1082).
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7 . PIGMENTOS Y MICROELEMENTOS

S1i bien la mayor parte de los nutrientes minerales
son considerablemente inespecificos, debido a su papel
multifuncional dentro de la célula vegetal e 1ncluso
dentro del <c¢loroplasto, se conocen algunos aspectos
relacionados con la estructura v/o funcién
cloroplastica, cuando 1a planta sufre un stress de
alguno de estos nutrientes. En este sentido Batrill,
Possinghman y Kriedemann, {(1970>, trabajando con
espinaca demostré que mientras las deficienclias de N,
Mg, Fe, S, Mn, Zn y Mo estaban asocladas con una
disminucién del contenido en clorofila, las de K, P, Ca
Yy B provocaban un aumentc en la concentracién de este

pligmentao.

El mnitrégeno es componente de todas las proteinas,
por lo que su funcién sa extiende a la préactica
totalidad de 1los procesous fotosintéticos (Natr, 1972).
La deficiencia de este elemento se manifiszsta en una
pérdida de color en la planta. La deficiencia de
fésforo provoca un aumento de ia cantidad de pilgmentos
por unidad de superficie. El fésforo interviene en los
procesos de fijacion y regulacisén del carbono, a traves
de 1la fosforilacién, y su deficiencia produce un

aumento de los pigmentos ligados al fotosistema I (Rao

et al., 1986). La deficiencia de potasio se manifiesta
en las hojas desarraolladas ¥ consiste en una
deccloracién en 1la proximidad a los mérzenes. La

deficiencia de manganeso Praovoca una disminuciszn de la
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relacién clorofila a-sb. Las plantas en estado carencial

de Zzinc maniflestan una marcada disminucisdn del

contenido en pigmentos, si bien se carecen de datos

acerca de la funcionalidad del zinc en el aparato

fotosintético (Mengel y Kirby, 1983). En general, la
deficiencia de cobre afecta los contenidos en
plastocianina (Droppa, Terry y Horvath, 1984, y

provoca una disminucién en la cantidad de clorofilas y

aparece un color mate que sugiere una reduccién

contenido en carotenpides

Labanauskas, 1066).

especifica del (Reuther vy

Cuadro 5

Ejemplos de funciones de los nutrientes minerales
sintomas de deficiencia en plantas supericres*

Elemento Compuesto organico Deficiencia

del” que forma parte

N Proteinas y &cidos nucléicos Estan afectadas las hojas nds viejas, Lolor

. ] ) verde palido

P Acidos nurléicos, coenzimas Plania de colar verde oscurs

Ng Clorofilas Clorosis, a vecas puntos necrébicos

K Bescanocido l?untog necrdticos, a menudo en los bordes de

as hojas

n Anhidrasa carbénica, Funlos nacréticos generalizacos, forsacisn da
Fosfatasa alcalina e roselas

{a Pectatos - En hojas jévenes y en yemas,

B Desconocido Las hojas jévenes y yemas de color verde

dlido

Cu Plastocianina, _ Elorcsis ieve
Oxidaza del dcido aschebico _

fn Descanceids Punios aecrdticos

H Protainas, suifalinidos En hojas jhveras colar verdz gdlid

Fa Ferradoxina, citocrones Clorosis inmtervenal en foizz jévenes

* Marschner, 1983 y Salisbury

y Rcss,

1674
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La deficiencia de hierro causa una disminucién
tanto de cloronfilas como de carotencides,. Las
xantofilas parecen estar menos afectadas que el resto

de pigmentos (Terry y Abadia, 1986).

Los micronutrientes minerales pParecen na tener una
funcién definida dentro de la blosintesis de
carotencides ¥y clorofilas. En el caso de los
caratenoides parece necesaria 1la presenclia de Mg™™ como
activador de las enzimas en el paso de &cido acético a
acetilcoenzima A; tambien es precisc este 1é6n en los
pPasos de sintesis desde el &cido mevalénico (MVA) hasta

lsopentil pirofosfato ¥ a partir de eéste el Mg~ y/0

Mo~ actuan hasta 1la formacién del geranilgeranil
pirofosfato. El resto de Pasos gqgue conducen a la
formacién de carotenoides no parecen estar

influenciados por 1la presencia de iones metalicos

(Porter y Anderson, 1967).

En el casao de las clorofilas, el Fe interviene en
el paso de éoproporfirinégeno a protoporfirina IX y el
Mg en el de Protoporfirina IX a Mg-protoporfirina IX
(Castelfranco y Beale, 1083).
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& PIGMERTOS Y HIERRO

El hierro es un elemento que tiene dos estados de
oxidacién, Fe®  y Fe®™, siendo el primero facilmente
oxidado al segundo -particularmente cuando se encuentra

acomplejado en forma de hemos, centros sulfoférricos,

etc.— por pérdida de unoc de los 6 electrones del
orbital 34, conduciendo a una situacién 3d¥ de
electrones sin aparear, con elevado spin y un

paramagnetismo aumentado.

El hierro puede estar asociado =a proteinas
héminicas, tipo cltocromos, con estructuras
tetrapirrélicas similares a la hemoglobina. En el grupo
hemo los dos estados de oxidacién Fed(IId> y Fe(IID)
estan en coordinacién octaédrica, con.4 Atcomos de N en
situacién planar como donadores de pares de electrones.
La estabilidad de esta estructura y la tendencia a 1la
oxldacién de la forma Fe®" a Fe® , eas decir, el
potencial : rédox del sistema, depende de los
sustltuyentes axlales que, en las hemo proteinas, es un
Atomo quelgﬁte de la proteina conjugada, mientras el
otro prccéde del sustrate <(un O de Hi:0z en las

catalasas, etc.). En las sulfoproteinas no héminicas la

I
{

coordinacion o35 t=srasdziza oo o ST onos Jde

b
fu

procedentes de restos de cisteina de la proszin

¥
i

conjugada, yvooZ de restos Jds 5T AIIDEE @S UruT U

5!
}.).
8

soportan el rapildec juegs de suids reducoisn -



transferencia paralela de H™, ni establecimiento y
rotura de enlaces covalentes— que determinados Procesos
metabélicos necesitan. Esto ocurre debido a la
arquitectura electrénica, altamente deslocalizada, que
se establece entre el atomo de TFe y los grupos

quelantes.

El hierro asimilado por la planta a traves de las
raices se almacena en una forma no téxica facilmente
disponible dentro del cloroplasto. Los cloroplastos
contienen el 950 % del total del hierro foliar <(Price,
1968) y 1la mayor parte se encuentra en una
fosfoproteina férrica denominada fitoferritina,
localizada en el estroma del cloroplasta. Segun
Seckback (1982), esta proteina puede ser transportada
integramente desde el lugar de su sintesis, en los

Plastidios, hasta donde el hierro vaya a utilizarse.

El metabolismo de varios organulos celulares esta

regulado por el hierro a traves de enzimas
estructurales que contienean este elemento. Smith
(1984, hace una relacién de las proteinas que

contienen hierro, en forma hémica Yy no hémica.



Cuadro 6

ENZIHAS HEMICAS

Enzima Localizacién
Citocromo a mitocondrias
citocromn as mitocondrias
citocromo ¢ mitocendrias
citocromo b mitocondrias
cltocromo bsss cloroplastos
cltocromo bsss cloroplastos
cltocromo f cloroplastos
citocromo b- mitocondrias
catalasa microcuerpos
peroxidasa microcuerpos
nitrato reductasa mesofilo
ERZIMAS NO HEMICAS
ferredoxina cloroplastos
succinico
deshidrogenasa mitocondrias
NADH deshidrogenasa  mitocondrias
xantina oxidasa citoplasma
piruvato
deshidrogenasa mitocondrias
aconitasa mitocondrias
nitrito reductasa cloroplastos
sulfito reductasa cloroplastos

La deficiencia de

afecta,

de

forma

casi

exclusiva,

al

hierra en plantas superiores

cloroplasto,
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mientras que el resto de organulos delulares, que
contienen hierro, como los peroxisomas, reticula
endaoplasmatico, mitocondrias, etc, parece gque no se wven
alterados (Platt-Aloia, Thomson y Terry, 18833, Las
plantas deficientes en hierro tienen menos clorofila
por unidad de cloroplasta, pero el namero de 2stos no
disminuye por unidad de haja. Sin embargo, la reduccién
en la cantidad de <clorofila va acompafiada de una
alteracién, tanto en el ndmero como en el grado de
apilamienta de las menbranas tilacoidales del
cloroplasto, 1lo que produce una disminucién de la
capacidad fotosintética por unidad de Area (Terry,
1980).

La cantidad total de hierroc en el suelo C en una
planta no es siempre un buen indicador de su
disponibilidad o de su efectividad. A este respecto, el
hierro es una excepcién entre laos micféelementos. De
acuerda con DeKock (1981) scolo el 10-20 % del bhierro

total en la planta es fisiolégicamente activo.

En las etapas avanzadas de deficiencia de hierro
los cloroplastos estan completamente desorganizados.
Las hojas mas Jévenes, incluyendo las venas, se vuelven
amarillas, pierden su autotrofia ¥ mueren. En los
drboles estos sintomas pueden manifestarse sclamente en

aisladas. Una hoja aislada deficiente en hierro
tiz2re la misma apariencia externa que otra deficiente

en nitrogenoc.
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Shetty y Miller (1966) y Terry (1080), entre
otros, afirman que en condiciones de deficiencia de
hierro se observa una disminucién en 1la relacién
clorofila/carotennides debido a un incremento relativo
de la concentracién de =xantofilas frente a la de
clorofilas y B-caroteno. Por otra parte, mientras para
algunos autores <(Spencer vy Possingham, 1960; Botrill,
Possingham y Xriedemann, 1970) la deficiencia de
hierro no altera la relacién clorofila a/clorofila b,
otros observan modificaciones de esta relacién
(Stoking, 1975; Bindra, 1980).

La ruta blosintética de 1la clorofila desde un
sustrato de S-carbonos, tal como el x—cetoglutarato o
glutamato hasta el acido é-aminolevulinico, precursor
de 1la clorofila,. puede ser_ activada por hierro, a
traves™~{de la actividad de aconitasa y/o ferredoxina. La
ferredoxina es necesaria para activar la enzima de la
sintesis del A&cido §-aminolevulinico (Miller, Pushnik y
Velkie, 1984).

|

Las fotografias de microscopia electrénica de
Platt-Aloia, Thomson y Terry <1984) muestran que, bajo
deficiencia de  hierro, disminuye &1 namero de
tilacoides en los grana de los cloroplastos. La
reduccién de las membranas tilacoidales en situacién ds

deficiencia de hierro viene acompafiada de una

e

disminucién de todos los pigmentos captadorses ds
(clorcfilas y carctencides). La clorofilas a, lorcfila

b y B-caroteno decrecen en relacién directa al npivel d=



hierro, mientras que las xantofilas tambien decrecen,

perd en menor proporcién que las anteriores (Bolle-

Jones y Notton, 1953; Terry, 19800,

QSum

ARy Sopylem A

Fig. B Diferentes estadics de la deficiencia de hiezjro en el
clcroplasto, en funcién del contenido en clomflla:’Pued‘e
obsarvarse que cuanis menor €5 la concextracién  de
clorofila, mayor es la desorganizacién de la estructura
interna del cloroplasto (Platt-Alcia, et al., 1984)
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HIPOTESIS DE TRABAITO

Tras el estudiao de la panoréamica general de los
efectos, en la composicién pigmentaria, que producen
las distintas deficiencias nutricicnales, se eligidé el
hierro como el elemento méas adecuado para lnvestigar 1la
insercién de 1los pigmentos fotosintéticos en las
membranas del cloroplasto, debido precisamente a que
esta deficiencia parece afectar la estructura

fotosintética.

Las investigaciones llevadas a cabo hasta la fecha
sugieren que el desarrolilo cloroplastico inducido por
hierrc en plantas afectadas por esta deficiencia,
provoca la formacién, en primer 1ugar,‘ de la matriz
lipidica de 1la membrana tilacoidal Junte con los
centros de reaccién y transpartadores de electrones.
Tras las primeras 24 h se sintetizan las antenas (y por
Lo tanto la mayoria de los pigmentos captadores de luz,
clorofilas v carctencides) Ay otras prcteinas

tilacoidales (Terry y Abadia, 1986). Los primeros pasos

del desarrollo cloroplastico Inducido por  hierro
tremaourren en la formasisn da oon incisiente aparato de
transporte electrénico, ya funcional. El transporte
SlErhrinion a traves 421 PE T PSS OIT y =adena completa

arrolla durante las primeras 24 h tras la adicién

mento-protei na asoclados con
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los centros de reaccisén del PS I y II, CP 1 y CPa
respectivamente. La configuracién, en las primeras
etapas, de un  aparato de transporte electrénico
funcional esta acompafiada, como es legico, de un rapido
incremento en la tasa de fotosintesis por unidad de

clorafila (Nishio ¥y Terry, 1%983; Nishio et al., 1e985).

El estudio de la sintesis de novo del cloroplasto
inducido por hierro debe estar apoyado necesarianmente
en el analisis de 1los parametros y compuestos que
intervienen en 1la fotosintesis. El problema puede
abordarse por caminos diferentes, asi las medidas de
fotosintesis Iin viveo, fluorescencia, absorcisén
malecular, complejos plgmento—-proteina, etc.,
proporcionan una informacién atil a la hora de aplicar
esta nueva via experimental, al estudio del

cloroplasto.

En nuestro caso, se analizaradn los niveles de

Flgmentos fotosinteticos en taodo el ciclo de
recuperacién de plantas deficientes en hierro.
Asimismo, el analisis de los complejos pigmento-

proteina en cada etapa de 1la sintesis de nove del

cloroplasto a traves de la dinamica de 1ncorporacién de

hierro a la célula vegetal, proporcionara la
informacién rrecisa, que permitira conocer la
funcionalidad, evolucién y  estructura del aparato
fotosintético y de los tilacoides, como soporte del

conjunto de reaccilones quimicas mAs importantes para la

vida scbre nuestro planeta.
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MATERIAL Y METODOS

M X MATERIAL VEGETAL

El estudic del desarrollo cloroplastico inducidc

* . i N
por  hierro requiere un material vegetal gque reuna

algunas caracteristicas especificas como: a) tamafic de
hoja grande, com un grade de pigmentacion uniforme; b?

que sea facil inducir la deficiencia de bhierro; o que
Gea eficiente en la toma de hierrc y d) qu

cultivar en condiciones controlacssz

o B = Aveniiando a estos
condicicnantes =se eligis una varizdasd de remolacha ( Sets
vulgaris L. var. Mcnohill:, suminizs-rada por la Unizzi
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de Geneética y Mejora Vegetal de la E.E. de Aula Del, ya
que reunia las caracteristicas adecuacdas, siendo una
especie de probada eficacia, segun la bibliografia, en
este tipo de investigacison (Ver trabajos de Terryy, y
por la propia experiencia en cultiveo hidropénico y en

deficiencia de hierro.

M I 5 CULTIVQO EN HIDROPONICO

Se lavan las semillas con agua destilada durante
24 horas, para eliminar el posible fungicida y/o el
inhibidor de la germinacién que se afade a las semillas
para su conservacién. Se colocan sobre un lecho poroso
previamente humedecido con agua destilada ¥ e cubren
con arena lavada, también humeda. Se lleva el recipiente
de germinacién a la camara bioclimatica ¥y se mantiene la
humadad del lecho can soluclon nutritiva de

concentracion 1/8 de la de Hoagland.

BEn el plazo de una semana s& obtiz=nen plantulas
con una altura de = 4 cm En este nompanta, se extraen
cuidadosamente las plantulas del lecho, lavandg las
raices con agua destilada. El paso a ﬁidrmpénico se
rezliza en dos fases: en primer lugar se cclocan 4%

piantas en un reciplente de 950 lizros de Capadidad caon

sclucicen media de Heoagland, gue contenga Z.5 ppm de F=
=0 forma de quelato, como se describe poSstariormente, vy
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con borbotec de aire. Cuando se desarrollan las primeras
hojas se traspasan las plantas a otro; recipiente de 20
litros de capacidad con la misma scolucilén nutritiva <4
plantas por recipiente), mantiendo constante el borbocteo

de alre a traves de la solucién.

Para inducir deficiencia de hierro, en cualquier
especle de planta, es necesarico tomar cierto tipoc de
precauciones para evitar la posible contaminacién por
hierro, que haria lmposible obtener las plantas

adecuadas.

4 1los reciplentes gque contienen las plantas
deficientes en hierro se les afiaden 5-10 g de CaCOz y 20
ml de NaOH 1 N en el momento de la colocacidn para
evitar la acidificacién de 1la solucién. Se controla
regularmente el pH y si es preciso se hacen nuevas
adiciones de CaCOx. De esta forma, sl existe hierro en
la solucidén, precipitard en forma de bhidréxidec y no

podra ser absorbido por las raices.

™M T s s CONDICIONES DE- TRABAJO

Fotoperiodo; 16 haras de luz y 8 h de oscuridad.
Temperatura: 2%=C

Humedad: 90 %

Intensidad lumincsa: 350 pmol cuantos m =2 g—°

Radiacién luminocsa: 400-700 nn



M I a = x SOLUCION FUTRITIVA

Desde que en 1952 Hoagland definié las necesidades
de las plantas en nutrientes inorganicos, ¥ Propusg una
solucién nutritiva capaz de suninistrarlos, 1la mayoria
de investigadores que hasta la fecha han trabajado en

medic hidropénico, han tomado como base esta solucién.

En nuestro caso utilizamos una solucién de
concentracién mitad de Hoagland, excepto en el hierro
que conserva la concentracién normal de 2.5 ppm, pera en
forma de EDDHA <(acido etilendiamino diacético), marca
comercial Sequestrene, con un contenido en hierro del 12
%. La razén de utilizar el quelato se debe a que las
raices toman el hierrc en forma de Fe (III> y al pH de
trabajo (aproximadamente 7.5) estaria precipitado en

forma de hidréaxida.

Por razones de operatividad se divide la soclucién
stock en cuatrc partes para evitar la precipitacién de

algunos elementos

SOLUCION £STOCK 1

Se preparan 10 litros de esta solucidén, por la
estabilidad de los componentes en disolucién acuosa. Con
este volumen se podran preparar 100 cubos de 20 litroe

de capacidad.



hidropénica debe ser 200:1,

ml de esta

Producto P
KNOa 161,11
MgSa, TH20 246,50
KHzP0a 136,09
NaCl 82,5

La relacisn

capacidad.

0.2 (49,3000
0,2 (27,212
0,1 {5,85)

en volumen de Solucidén 1 a

SOLUCION ETOCK 2

solucién
de forma que se afladiran 100

solucidén a los recipientes de 20 litros de

Con 1 litro de esta solucién se pueden preparar 20

de 20 litros. La

cubas

hidropénica
litros.

3/ 1 Producis Fo
218 CalNOs3d= 212

debe ser 400:1,

relacion

solucién

es decir 50 nml/cubo

2/s0l
de 20
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SOLUCION DE MICROELEMENTOS

Se prepara 1 litro de esta solucién que se afiadira
& la hidropénica en una relacién 2000:1, de forma que se

podran preparar 100 cubos de 20 litros.

g/l 1 Producto Pa st (g/l) concentracién ppa

1,81 MnClz, §H=0 197,94  9.14 (1,81) 4.6 pH 6,25 Mn 0,33 (1
2,86 BOsH= 61,81 46,3 (2,86) 23,2 M 0,25 B

0,025 NazMola 205,94 0,12 (0,025) 0.06 pM 0,06 Mo

0,23 ZnS0.,7H20 136,38 0,8 (0,23) 0.4 M 0,026 2n 0,013 8
0,06 CuS04 159,55 0,37 (0,08) 0,185pM 0,012 Cu 0,006 §

SOLUCIOR DE HIERRO

Por ser este el conpuesto mAs 1inestable en
soluclén 'se prepara la cantidad Justa que vaya a
utilizarse en cada experiencia. Se afiladen 60 ml por cada

20 litros de solucién bidropénica.

o o A A L Y . A o 0 . e A b sk e

4 Sequestrane 2.5



INSTRUMENTACION

CAMARA BIOCLIMATICA

MARCA: KOSKA
MODELO: Construida segun las especificaciones suministradas

por el Departamento

CARACTERISTICAS:

- Fotoperiodo variable
- Controles independientes para dia y noche
Humedad

Temperatura

~ Iluminacién distribuida en tres fases: dos fluorescentes y
una incandescente (10 % del total)

- Altura de 1luminacién variable

- Suministro de agua desionizada en el interior de la camara
- Aireacicn forzada en los recipientes hidropénicos mediante

comnrascr de 174 HP

-
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M I IX. AISLAMIENTO DE CLOROPLASTOS -

Se toman = 40 g de hojas despeciocladas y se muelen
con 100 ml de tampon de alslamiento, a velocidad maxima,
en 3 periodos de unos 2 segundos. Se filtra a traves de
4 capas de Miracloth. Se centrifuga 4 minutos a 1900 g ¥y
se resuspende el precipitado con un pincel. Se afiaden =
40 ml de tampon de lavado 1, seguidamente se centrifuga
a 12000 g durante $§ minutos. Se decanta el sobrenadante
Yy se resuspende el precipitadoc con un pincel en tampon
Tricina+Sorbitol (=40 ml>, prasando seguidamente la
suspensién a un homogeneizador de vidrio con émbolo de
teflon, para romper completamente los cloroplastos por
choque osmético y por fractura mecénica. Se centrifuga
de nuevo a 12000 g durante 5 minutos. Se realizan dos
nuevos lavados con TricinatSorbitol para eliminar la
mayor parte del almidén, El Qltimﬁ precipitado se
resuspende con un pincel en 2 m! del mismo tampon. En
este momento se calcula la concentracisén de clorofilas
tomaido una alicuota de 50 Ml ¥y lievéandola a 10 ml de
acetona 100%. Se toman las lecturas de absorbancia a
662,- 645 y 470 nm y se aplican las férmulas de Val, et
al.: (1985) . Una vez <conocida la concentracisn de
clorofila total, se distribuye la muestra en fracciones

de SG-100 jT =35 TUDEsS Fa

1

A

=R LSSy i i LoTliddulignaldids

L
s

seguldaments en No liguido.



MEDIQ BASICO

g/l Producto Pa Cone
1,180  NaCl 58,3 20 aft
2,034 MgCl 203,3 10 eH
17,92 Tricina 179.2 100 nM
0,672 EDTA 336,2 2
0,396 MnCi: 179.2 2t
TAMPON DE MOLIENDA (100

50 ml de Medio basico

Afiadir antes de usar:

g/10¢ =1  Producto Ps

] PVP 104-107
7,29 Sarbitel 182,2
0.1 gsh —m————
0,2 Ascorbato Na 198,11

Llevar a 100 ml gon Hz0

87

Conc,final
10 mH
5 aM
50 sM
1 sM
1 nM
rH 7.8
ml>
Conc, |
[ 5
{
[ M
400 mM
0,1 %
0,2 %
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TAMPON DE LAVADQ 1 (100 ml)

50 ml de Medio basico

Afladir antes de usar

g/i00 &l  Producto P Cone,

7,29 Sorbitol 182,2 400 aM

LLevar a 100 ml con HE=0

TAMPON DE LAVADO Y RESUSPENSION 2

g/l Producto Pu Cong A
8,396 Tricina 179,2 50 =M
9,11 Sorbitol 182,2 50 oM

rH &8
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INSTRUMENTACION

CENTRIFUGA REFRIGERADA DE
AL TA VELOCIDAID

MARCA: Sorvall
¥ODEILQ: RCSC

CARACTERISTICAS:

— Control de temperatura (desde -20 a 40°C +1=C)
- Velocidad maxima 20000 rpm (48000 g con rotor SS-34)

Programa de aceleracién y deceleracién lenta para

separacién en gradientes de densidad
ROTORES UTILIZADCS PRIBCIPAL FUNCION

52-34: 8 tubos x 50 ml Preparativo

obtencisén de cloroplastos

SE-HT: 150 tubos Ependhorf Centrifugacién de
cloraplastos
ras la extraccion del N

liquido
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TIPOS DE TUBGS

Policarbonato o polialémero para salventes

organicos.

PVP transparente para centrifugacién en gradiente

de densidad

MOIL.INCO HOMOGENIZADOR

MARCA: Sorwvall
MODELG: OMNIMIXER

HOMOGENIZADOR DX
CILOROPIL.ASTOS

MARCA: POREL
MODELO: R—-15
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M I IXIIT. DETERMINACION DE PIGMEETOS POR HPLC

La determinacién de pigmentos fotosintéticos por
HPLC en fase reversa, constituye un importante capitulo
en el apartado de resultados de la presente memoria; no
obstante, adelantamos un resumen de las condiciones de
andlisis, con objeta de agrupar todas las técnicas

experimentales utilizadas

EXTRACCION DE PIGMENTOS

Se toman 5-10 discos de hoja de 0,385 cm® de
superficie, dependiendo del grado de pigmentacién de la
hoja. Se trituran en un mortero con 2 ml de acetona del
100%, en presencia de =0.02 g de ascorbato sédico para
prevenir posibles oxidaciones y formacién de feofitinas.
Postericrmente se enrasa a 5 o 10 ml. Se centrifuga a
48000 rpm en tubos de polialdémero, se recoge el
sobrenadante y se filtra a traves de una membrana

Durapeore 0.22 unm

i

Los procesos y manipulaciones se realizaran con luz
tenue de color verde y los extractos se mantuvieron en
recipientes cerrados y en frio (-30%C) hasta el momenta.
del analisis. La purificacién de los extractos se

realizc segin la técnica descrita por Eskins y Dutton
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L

(197%). Los reactives fueron de grado analitico y se
puriiicaron segin las recomendacicnes de Davies (10786).
Todos los solventes fueron filtrados y desgasificados a
traves de una membrana Durapora de 0.22 um con un

slstema de filtracién Millipore.

Al pasar los pigmentos por la cubeta del deteczor
e

e produce una seflal de absorbancia que se registra en
el integrador-registrador. El aAraa de cada pico
muitiplicada por el factor carrespondiente, que se
menclonan en el apartadc de resultados, proporciona

directamente la concentracién de cada pigmento.

DETERMINACION DE PIGHMENTOS
I Eo:

18 Etapa: Se howmogsniza la colunmna durante 5

minutcs con una mezcla MeQH/HAO (06:4 v/

22 Etapa: Se lnyecta la muestra y se desarrolla el

cromztograma en EtOH 100%. Tiempo de desarrollo = 5 min.

:* Nota: Todos loz eluyentes y muestras se filtran a
e

raves de membranas

&
=
i
joo
fm
o
v}
i
"
th
8]
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IC ' TRUME] St

Flujo de la bomba: 5 ml/min.
X del detector: 440 nmn

INSTRUMENTACION

CROMATOGRAFO LIQUIDO DE
AlL.TA EFICACIA

Equipo modular de disefio proplo que consta de:

BOMBA
MARCA: Waters
MODELO: M-4%
CARACTERISTICAS: -
- Potle  pistan  sincronizado, para obtener
flujo constante
- Flujo: de 0.1 a 120 ml/min. -
DETECTOR:
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CARACTERISTICAS:

=~ Microcubeta de cuarzo de 8 ul

- Selector de longitud de onda por

difraccién holografica
- Rango de medida: 190-%00 nm

— Laémpara de tungsteno 503 W para el

y de deuterio para el ultravioleta
COLUMNA Y MODULOC DE COMPRESION:

MARCA: WATERS .
MODELO: Médulo de comprezidén radial

red de

visible

RCM-100;

Columna pBondapack Ciwe de 10 pm de diametro

CARACTERISTICAS:

- El médulo proporciona una caompactacién

homogénea del lecho, aumentando la eficacia

de la columna vy por tanto el

resolucisn.

REGISTRADOR INTEGRADOR:

MARCA: Shimadzu
MODELO: RC3A

poder de
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CARACTERISTICAS:

- Integracién hasta linea de base o entre
valles de picos.

- Posiblidad de programacisn en Basic

- Canbio de parametros de integracisdn
programables

- Atenuvacldén variable

— Identificacién auvtomatica de picos poar

tiempos de retencisn.
MEZCLADOR DE GRADIERTES:

Disefic propioc de mezclador de eluyentes a baja
presién, para consegulr un gradiente lineal de
polaridad. Consiste en un agitador magnético, una boumba

peristaltica y un tubo de mezcla.
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M IV. CUANTIFICACION DE PIGMENTOS TOTALES

En algunaz determinaciones, es necesario conocer
COn antelacién el contenido en clorafilas o
carotenoides, como =s el caso de la cantidad de muestra
gue debe introducirsgs en electroforesis Q la
concentracian de dodecilsulfato sodico, u otros
compuestcs gue se deben afladir a para la solubilizacién
de una determinada muestira. Para este tipo de analisis u
otros semejantes, utilizamos las ecuacicnes citadas por
Val, Heras y Monge (1985):

It

Cl A (pg.cm’“’*‘) 10.81 Astsz - Q.75 AbScas

i

Cl b (ug.cm =) = 15.02 AbSeis — 3.98 AbsSece=z

6.83 Absce= +18.27 AbScas

It

CI t (ug.cm =)

Carotenoides (ug.cm =) = 3.775 AbSave - 0,21 Clhb

El range éptimo de fiabilidad se encuentra cuanda
la abscrbancia a 662 am esta comprendida entre 0.3 N4
C.7; de forma que, s5i es precisg, se efectuaran las

diluciones adecuadas para que sa cuﬁpla la ley de Beer.
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INTRUMENTACION -
ESPECTROFOTOMETRO DE
ABSORCTION MOLECULAR
MARCA: Shimadzu
MODELD: UV 3000

CARACTERISTICAS:

~ Rango de medida: 1%0-900 nnm

- Modos de operacién: Simple o doble haz; simple o

doble longitud de cnda

- Dos monocromadores: tipo Czerny-Turner;

holografica 1200 lineas/mm; distancia focal 350

mm.
~ Rendijas: seleccilcnables desde 0:25 a 5 nm

- Velocidad de barrido: desde 5 a 1200 nwm/nin

- Fuentes de luz: lampara de tungsitenc de 50
para el visible Y de deuterio para
ultravioleta.

- Correccioéon auvtomatica por linea de base
itas permanantas, PATA alnmas
condiciones de medida, linea dez base, etc.

- Ppsibilidad de realizar espectros en

derivada y espectiros diferencia.
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- Doble compartimentao de Ccubetas u otros

accesorios (iluminacién - perpendicular,

densitometria éptica, fluorescencia, etec.)




|
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M V. SEPARACIOF DE COMPLEJQOS PIGMENTO-PROTEINA

(Anderson. (1880) BBA; 591:113-126)

PREPARACION DE PLACAS

Las placas de alumina y de vidrio se limpian con
mezcla crémica tras cada utilizacidn, se lavan con agua
y seguidamente se pasan por agua destilada ¥ Se secan en
la estufa a 80°C. Las partes méviles del sistema se

sellan con grasa de silicona.

En primer lugar se mezclan los reactivos del gel
Separador excepto el persulfato y el TEMED, se colocan
en un Erlenmeyer de 25 ml y se desgasifican con

agitaclén durante 5 minutos.

Sellado de la parte inferior del sistema ¥y colocacian

del gel separador: i
*
Una vez montado el sistema estanco de placas se
sella la parte inferior con agarosa al 1 % en bufﬁer
inferior, calentada a la llama hasta su licuefaccién (=«

2.5 ml por placa>d.

Una vez solidificada la agarosa (= 15 min) se

vierte 1la solucién de gel separadar desgasificada,



habliéndele afadide el persulfato y TEMED. Como la
acrilamida no gelifica en contacto can el alre, se atiade
cuidadosamente {(con una jeringuilla Hamilton) agua hasta

el final de la placa de alumina.

Acabadao de las placas:

La polimerizacién del gel separador se realizara

con 24 horas de antelacién a su desarrollo.

Transcurridaszs lazs 24 h. se retira el agﬁa de
sellado. Se seca el espacio libre con papel de filtro ¥y
se vierten 0.5 ml de buffer TRIS/HClL + 1.5 ml de Hz0 ¥y
20 ul de SDS, se deja reposar durante 30 minutos.
Posteriormente se quita esta solucién y se afiaden 100 ul
por placa de gel de muestra sin persulfato ni TEMED, con
lo que se lava la superficie de los geles. Se retiran
les 100 pl con papel de filtro y en este momento se
viert2 la solucién de gel de muestra y se introducen las

ificar durante = 30 minutos.

m
[

o 4 v a3 A
I.‘e;n‘::. Ca2 s ands 8

A los 20 minutes, se retiran los pelines, =e monta
el sistema y se vierte el buffer inferior en la cubeta
de PVF, vy 150 ml del buffer superior + 1.5 ml de SDS (10
%) en el compartimento formado por la placa de alumina,
c2 forma que cubra la superficie del gel de muestra. En

ezne mopmento se clerra el sistema con los contactos
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SOLUBILIZACION DE LA MUESTRA
CON SDS 10 =% -

Se toma la muestra de tilacoides congelada en N=
liquido y se introduce en bafio de agua con hielo a 0«=C
basta la fusién de 1la suspension de cloroplastos. Se
toma la alicuota adecuada (50-100 K1) y se centrifuga a
38000 g a 0%C durante 5 minutos. Se decanta el
sobrenadante (Tricina+Sorbitol> con una Jeringuilla
Hamilton y se resuspende el precipitado <(sobre hiela)
con buffer de solubilizacién (TRIS+glicerol pH 8.8)
llevando a una concentracién final de 0.5 mg Chl/ml. La
solubilizacién con SDS se realiza inmediatamente,
afiadiendo el volumen adecuado de SDS al 104 a 1la
suspensién de tilacoldes (todas estas gperaciones se
realizan sobre hielo). Se centrifuga durante S5 minutos a
38000 g a 0=C, para que precipite la fraccién sélida N
el sobrenadante (complejdé solubilizados) se introduce
en las oquedades, formadag POr los peines en el gel de

muestra, para la separacioén de los complejos.

s
Ejemplo: Alicuota de cloroplastas 100 pl  con  una
concentracidén de clorofila de 3 mg/mi, Relacion SDS/Chil

8:1 ;

wg de Chl/ul Vol de tilacoides PGtatmres de Chl pl Buffar  pl SDS
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SOLUCIONES MADRE -

ACRILAMIIA 29.2 % Acrilamida + 0.8 % bisacrilamida

(filtrar ia solucisén)
PERSULFATO AMONICO 10 %
S.D.S. 10 %

TRIS/7HC1 10.172 g Tris/200 ml de H=0 pH 9.35 (pH 8.84 a
20°0).

TRIS/ H=S0a 2.664 g Tris/200 ml de Hz=0 pH 6.14 (pH 5.65 a
20=0).

AGAROSA 1 % 0.25 g/26 ml de Buffer inferior (se distribuye
en 5 fracciocnes de 5 ml, que se guardan en la nevera)
TAMPQOIN EILECTRODOS

SUPERIOR pH 8.64: 41 mM TRIS (4.965 g/litro>+10 ml SDS
(10%) +H=BOs (=3 g hasta alcanzar pH 8.18 a 20=C)

INFERIOR pH 9.35: 430 mM TRIS/HC1 (52.073 g/litro) (pH 8.84
a 20=C).



volumen

7.9 ml
4.0 ml
3.3 ml
15 i
15 ul
150 pl

cantidad

GELES (dos placas)

SEPARADCR (15 ml)

producto conc. final
TRIS/CL .21 X
Acrilamida 0.80 4
H:0 22.00 %
Persulfato 0.01 %
TEMED 0.01 %
SDE (10% 0.10 %

MUESTRA (B ml)

producio
TRIS/H250. 55
Acrilamide 4
Ho O 30
Glicarol 5
Paerguliata AN

conc. final

a3
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CONDICIONES DE ELECTROFORESIS

Se realiza una preelectroforesis a 10 mA durante
30 min. Se introduce la muestra a 5 m& durante 1 hora.

La separacién se desarrolla 10 mA durante 1 h 15 min.

DENSITOMETRIA OFPTICA

Dable longitud de onda: »==663 nm; Ax=750 nm
Anchura de rendija: 1 nam

Escala: 0-500 unidades de absorbancia

Scan Speed: 4 (50 nm/mind

rs Scale: 6 (20 nm/cm)

INSTRUMENTACION

FUENTE DE ALIMENTACIOQN

MARCA: CAMAG
MODELO: 67520
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CARACTERISTICAS:

- Maxime diferencia de potencial: 1000 V.

- Posiblidad de trabajar a:
intesidad o voltaje constantes

— Temporizador programable.

CUBETA DE ELCTROFORESIS

MARCA: Hoeffer
MODELO: Mighty Small.

CARACTERISTICAS:
~ Doble compartimento de placas

— Desarrollo simulténeoc hasta 12

(segin el peine utilizado).

potencla,

muestras

- Minima cantidad de tampon (100 ml de

inferior y 150 ml del superior).
- Facil visualizacion por la

alumina.

placa de



RESUILL.TADOS

]R— I EXTRACCION DE PIGMENTOS

Los métodos  tradiclonales de extraccién de
pilgnmentos fotosintéticos de material vegetal han
evolucionado en el sentido de conseguir total eficacia
y rapidez en el tratamiento de la  muestra. La
fotolabilidad y la capacidad de reaccién con el oxigeno
atmosférico de los pigmentos fotosintéticos son, entre
otras, 1las principales causas de degradaclén de las
muestras (Davies, 1976), por lo que es preciso trabajar
en condiciones de minima luminosidad, <con solventes
organicos purificadoes, exentos de oxidantes y
reductores, avitando, en la medida de lo posible, el
contacto con el ailre. En nuestro casoc hemos comprobado,
tras el estudio que se detalla a continuacién (pag ),
que si se toman las precauciones necesarias, todos los
solventes organicos ensayados son similares, en cuanto

al rendimiento de extraccion.



En gran niumero de estudlos con material vegetal es
necesario cuantificar de forma réapida la cantidad de
clorofilas de una muestra. Numerosos autores  han
propuesto ecuaciones matematicas que permiten obtener
las concentraciones de pigmentos totales (clorofila a,

clorocfila b, y en algin caso caroctencides).

En 1949, Arnon publica las férmulas para el
calcule de clorofilas en acetona del 80 %. Desde
entonces, numerosos autores han proseguido en la misma

linea de investigacién.

Puesto que el tejido vegetal fresco tiene un alto
contenido de agua y los pigmentos fotosintéticos son
lipidos solubles, 1los solventes orgénicos utilizados
para la extraccién deben ser miscibles con el agua.
Teniendo en cuenta esta condicién, se comenzé el
trabajo reallizando un estudio comparativeo de la
eficacia de los extractantes mas frecuentemente
utilizados: etanol 96 % ((Wintermans vy De Mots, 1965),
acetona 80 % (Arnon, 1949; Inskeep, 198%5), mnmetanol 100
% (Arnon, 18495, Acetona 100 % (Lichtenthaler ¥y
Velburn, 19845, El procedimiento de extraccién
consistiéd en la homogeneizacién, en mortero, de 5
discos de hoja de 0.37 cm® de superficie (= 8.3
mg/discor, con 10 ml de agente extractante, en
presencia de ascorbato sédico para prevenir la
formacion de feofltinas. La suspensién se filtré a
traves de un sistema Millipore, con  una membrana

Durapore de 0.22 pm.
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El estudio comparativo de eficacia de distintos
extractantes orgénicos, consistié en determinar las
concentraciones de pigmentos, aplicando las ecuaciones

apropladas.

Las ecuaciones utilizadas para la realizacién de

este estudio son:

~ Acetona BG % (Arnon, 1949)

clorofilar = 20.2 Abscus + B.02 AbSsexs
clorpfila a= 12.7 Abscez — 2.60 AbsSecas
clorofila b= 22.9 AbSsas -~ 4.68 AbSsea

- Acetona 80 % (Inskeep, 198%5)

clorofiiar = 17.95 AbSsas + 7.90 AbSecex
clorofila a= 12.63 AbSeces — 2.52 AbSsas
clorofila b= 20.47 AbScas — 4.73 AbSeces

- Acetona 80 % (Lichtenthaler y Velburn, 1984)

clorofila a= 12.21 AbSsca -~ 2.81 AbSsae
clorofila b= 20.13 Absecue — 5.085 AbSces
1000 AbSa‘?c: - 3.27 Ca = 104 Cr_-p

carptengldess ~——————m e e
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j - Metanol 100 % (Arnon, 1949)

clorofilar = 25.5 AbSsse + 4.0 AbSces
clorofila a= 16.5 Absces — 8.3 Abseso
clorofila b= 33,8 AbSenc - 12.5 AbsSces

- Metanol 100 % (Lichtenthaler y Welbura, 1984)

cloroflla a= 15.65 AbSces ~ 7.34 Absess
clorofila b= 27.05 Absess - 11.21 AbScss
1000 AbsSayo ~ 2.86 Ca - 129.2 Cw

g carotenoidess ——— =l

245
- Rtanol 96 % (Vintermas y De Mots, 1965)

clorofilay = 20.0 AbSeas + 6.1 Absees
clorofila a= 183.7 AbSces - 5.7 AbScas
clorofila b= 25.8 AbSgas — 7.8 AbSces

- Btanol 96 % (Lichtenthaler y Velburn, 1984)

; clorofila a= 13.95 Absces -~ 6.88 AbSecao
( clorofila b= 24.96 AbSczs — 7.32 AbSces
1000 AbSuva — 2.05 Ca ~ 114.8 Cu

carotenoidess —————mmm e e

{
I
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- Acetona 100 % (Lichtenthaler y Welburn, 1984)

clorofila a= 11.75 AbSse= — 2.35 Abscas
clorofila b= 18.681 Abscas — 3.96 AbSec=
1000 Absaro - 2.27 Cpn — 81.4 Cu

carotenoidess —=———m——m e

Dependiendo del solvente, asi como de su polaridad
y de las ecuaclones utilizadas, los resultados varian
€n un rango muy amplio, como puede observarse en el
cuadro 1, . Asi, la concentracién de claorofila total
opscila entre 26.05 pg.cwm™= <(utilizando la férmula de
Lichtenthaler y Welburn para acetona del 80) y 33.10
Hg.cm* (Arnomn, para metanol) y consecuentemente, la
relacién clorofila &/clorofila b, entré< 4.10 y 2.41
respectivamente. 81 comparamos valores en un mismo
solvente, para acetona del 80%, la concentracién de
clorofila total vapia entre 29.68 ug.cm* (Arnon) y
26.05 (Lichtenthaler vy Welburn). Por 1lc tanto, en
primer lugar, es necesarioc encontrar un método de
cuantificacién det pigmentos fotosinteéeticos, que no
dependa nl del solvente ni de ecuaciones. Tecnicas,
como la cromatogratia liauida de baisz rra=iin,. de capa
fina <(Hager y Bertenrath, 1965) y da p2pel, no suelen

utilizarse en laz zsuantlifi-ariin Aa +wd cwowt==  Aohidao a
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la descomposicién de 1los pigmentos (Davies, 19763 .
Estas técnicas se desecharon ademas, por su falta de
resolucién y lentitud, y porque en la de capa fina,
tras ensayar varias mezclas de eluyentes y lechos se
comprobé que algunos pigmentos sufrian degradaciones

(Monge, comunicacién personal).
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R— I X CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

La precisién requerida en la cuantificacién, asi
como la identificacién del mayor namero de pigmentos,
nos 1indujo a elegir 1la técnica del HPLC, para 1la

cuantificacion de pigmentos fotosintéticos

En 1la bibliografia se describen algunos
procedimientos de cromatografia liquida de alta
eficacia (Bskins et al., 1977; Brauman y Grime, 1981;
Lichtenthaler, Prenzel y Khun, 1982), para resolver una

mezclas de pigmentos fotosintéticos.

Despues de probar los eluyentes que se especifican
en el cuadro 1, hubo que desecharlos puesto que el
tiempo de desarrollo del cromatograma era excesivamente
largo (superior a los 40 minutos), si %1en la

resolucién de las fracclones era buena. BRasandonos en

lo expuesto anteriormente sobre extractantes,
experimentamos gradientes, seleccilonando mezclas
metanol/agua:etanol, como fase mévil y variando la
polaridad de las mismas con objeto de reducir el

tlempc de desarrollo del cromatograma.
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Como puede observarse en la figura 1, el tiempo de
desarraolle se acorta desde las 18 minutos, con el
primer gradiente, hasta los 4 minutos, donde se utiliza
un flujo de 5 ml/min y una fase moévil que consiste en:
isocratico de etancl, con la columna homogeneizada en
la mezcla metancl:agua ©6:4 w/v), slendo estas
candiciones las que se utilizardn en el resto del

trabajo.

Una vez resuelto el problema de 1la separacién, el
slguiente paso consistié en identificar los pigmentos
fotosintéticos que aparecen en las plantas superiores,
mediante su aislamiento por HPLC y posterior analisis

espectrofotométrica.
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R-—~X I X IDERTIFICACIOF DE PIGMENTOS FOTOSINTETICOS

El material vegetal utilizado fue remoclacha (Beta
vulgaris L., var. Monohill). La extraccién de los
pigmentos se realizé segin el método descrito (pag 717,
Las fracciones correspondientes a cada uno de los picos
individualizados por HPLC fueron recogidas a la salida
del detector, diluyendose con agua (1:1> para

incrementar la polaridad de la muestra, y se pasaron a

traves de un cartuche Sep-Pak Cys. Los pPigmentos
retenidos en el cartucho se eluian con el minimo
volumen de eter dietilico, y este solvente se
evaparaba, en oscurildad, en corriente de N=. Una vez

obtenida 1la fraccilén seca se disolvid el pigmento
cristalizado en el solvente adecuado (cuadro 27 para
realizar el espectros de absorcisén correspondiente

(figura 2>.

Las diferentes fracciones se identificaron por
comparacién de sus caracteristicas espectrales (figuras
Z y 3) con las publicadas en la bibliografia de
rigmentos puraos {cuadro 2. La ausencia de
desplazamientos significativos de los mAximos suglere
gque los pigmentos estan 1libres de contaminacién.
Asimismo. se comprobsés si los pigmentos aislados vy
disueltos en etanol presentaban en su. estructura
quimica, algin grupn epdxidso mediante la adicisn de una

gnta de clorhidrico.
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etanol del patrén de B~carcteno (C).
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R—IV CUANTIFICACION DE PIGNMENTOS -FOTOSIRTETICOS
POR HPLC

La cuantificaclén se realizé inyectando en el
slistema de HPLC, cantidades conacidas de los pigmentos
individuales, aislados por el método del Sep-Pak
descrito previamente {(pag 96). Las concentraciones de
pigmentos en las fracciones aisladas se calcularon
utilizande los coeficientes de extincison que se
muestran en el cuadro 3 (Davies, 1976; WVinterman y De
Mots, 1965). Los factores de conversién entre Area y
concentracién de pigmentos (ug.cm =), se determinaron
midiendo las areas de los picos a 440 pm, obteniendo

los sigulentes valores:

Feoxantina: 4.26 105
Violaxantina: 3.30 10—%
Taraxantina: 2.86 10-=
Luteina: 3.56 10-#=
Clorofila b: 1.65 10—=
Clorofila a: 1.11 10~=
B~caroteno: 3.00 10-%

Estos factores se introdujeron en una de las
memcrias del integrador, de tal forma que los
resultadeos del cromatograma se obtienen directamente en

dreza de pico y en pug de pigments por wunidad de
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Cuadro 3

Coeficientes de extincion utilizados para cuantificar

los pigmentos fotosintéticos

Pleo N« Pigmento LN d (nmd Solvente
1 Neoxantina®™ 2243 439 Etanol
2 Vioclaxantina 2580 443 Etanol
3 Taraxantina 2800 442 Etanol
4 Luteina 2550 445 Etanol
5 Clorepfila b 520 645 Acetona
6 Clorofila a 818 662 Acetona
7 B-caroteno 2620 453 Etanol

> Las unidades de Area vienen dadas en cuentas de integrador

= Los coeficientes de extincién son los citados por Davies (1976)
p?ra ¥O§ carotenoides y Vintermans and De Mots {1965) para
clorofilas.

La precisién del sistema, asi como el tiempo de
retencidén de cada uno de los pigmentecs en la colunna,
se determiné inyectando nueve alicuotas de un mismo
extracto de ramclacha, Los resultados obtenidos se

muestran an el

cumdro 4



Cuadrno 4

Concentracién <(ug cm %) y tiempos de

retencién (min) para cada pigmento.

Concentracion Tiempos de
retencién

Picc F= Pigmento Mediat SD» CV % total madia + 8D cv

pigmento
1 Necxantina 1,1949,02 1.7 2.2 1,8520 .48 4.7
2 Violaxantina  1,36%0,0 0.8 2.5 2,330,190 44
3 Taraxantina 6,230,602 10,0 0.4 2,9210,09 3,0
4 Lutaina 3.12:0,04 1.3 5.7 < 3,740,186 4,2
5 Clorofila b 10,5510,27 2,6 19,2 5.7610,19 3,2
b Clornfila a 35 4510, 53 7 £4.6 £,90:0,17 2,4
7 B-ctzrotang 2,750,046 2.2 5.0 B,4320,16 1,9

" El nimero.de inyeciones para calcular el SD y el CV fusron O

Como puede Observarse, el coeficiente de
variacicon, rs=fzrido a la concentracisn de pigmentos,

cscila  entre 0.9 y 2.6 (cuadro 4>, para los seis

Plgnentos mayaoritarios, Para la taraxantina era mayor
(10>, debido posiblemente a 1a poca concentracion de
&3 : SN = IV R ViEg=ToL  eacudiado.  For
Chira pacrts, rascastts oa los tizmpocs de retenclén, sa
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R—'V INFLUENCIA DE LOS SOLVENTES EN EL RENDIMIENTO DE
EXTRACCION DE PIGMENTOS FOTOSINTETICOS

Una vez resueltos los Problemas de puesta a punto
del sistema de HPLC, se comprobé si la naturaleza de
los solventes ejercia una accién preferencial sobre
algin grupo de pigmentos fotosintéticos (xantofilas,
clorofilas vy carotencs), por su distinta polaridad.
Asimismo, se analizé la relacién entre cantidad de

material vegetal v volumen de extractante.

Como en el primer apartadao de este capitulo, se
tomaron discos de hoja que se homogeneizaron en mortero
con un volumen fijo de extractante (0. 185 cm®, mli™'), en

presencia de asccrbato sédico. Se inyectarcn 6 extrac—

tos distintos de remolacha, de cada solvente, obte-
nlznde Ios razuliados qus 52 mussiran e2n &) cuadro 5.

Lome pusd: apreciars en 21 citado cuadro, en

i

nusstras  cpndiciones de trabtajc, ¥y con el material

empleads. no existen diferancias significativas
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distintos estudiados. Por 1lo

100%, ©por las

entre los extractantes

tanto selecclionamos la acetona del

razones gque se argumentan en el capitulo de discusion

(pag. 188).
Cuadrao 5
Comparacién de la eficaclia de extractantes*

Etanol 96 Acetona 80% Metanol Acetona 100%
Piguento y
relaciones
Neoxantina 1,3920,14 1.3510,059 1,2310,054 1,3020,043
Violaxantina 1,0810,18 1,3910,037 1,4820,049 1,350,058
Luteina 2,500,714 2,36%0,069 2,3920,057 2,3410,074
clorofila & 8,6310,66 8,7710,1€0 8.8420,107 - 8,940,234
tlorofila @ 22,6821 .18 19 4410 ,559 21,4040,332 22,710,375
B-carotens 1,480,138 1,3620,079 1,3920,112 1,3320,03¢8
I Clorofilas 31,31 30,83 30,23 31,65
I Carotenoides &, 45 6,63 6,49 £,32
I Relacién asb 2.63 2,51 2, 4] . 2,54

*  Concentraciones expresadas em pg.ca™?, Los dates preseniados son el resultace de 6

repeticiones,
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Una vez elegido el extractante, un segundo paso
fue estudiar 1a influencia de la relacién volumen de
disglvente/adrea de hoja, sobre el rendimiento de
extraccién, para 1o cual ca fijo el volumen de
extractante en 10 ml, variando el namero de discos a

homogeneizar en cada caso (cuadro 6).

Cuadro 6

Influencia de la relaclién Area de boja/Volumen de
disolvente en el rendimiento de extraccisén®

Relacidn
{cnz/nl) Clorof, a Cloraf, & Carat Clor total Ral a/b Rel Clor/Carnt

31,8920,21 91610, 26 3,042,118 41.0% 3.48 - 13.5
32.0420,58  9,7910,36 27620, 31 41,83 3,27 12.8
30.,0520,26 8,34:0.31 2,7740,33 35,30 3,40 14,0
30,04£0,63 9,200 88 2,8120,19 33,24 3,27 13,96
28,2820,56  9,0721,09 2,1420,27 37.35 3,12 17,45
27,2740 ,2%  8,5341,09 1,9010,21 35,80 3,20 g, 84
20,8520,94 £, 941025 1,3710,12 27,82 2,91 20,31
17,210,001 5,8240 02 1,3940,01 23,12 2,97 16,64

* Cencentraciones expresadas en gg,cn*, Los datos presentadas son el resultade de 6 repeticiones,

valorsas del cuadro anterior,

relacisdn 0.18% cn®. ml™’ proporciona

de clorofilas y carotenoides.



Seleccionada

la acetona

106

y determinada

la mejor

relacién area de muestra/volunen de extractante, el
Gltimo paso fue comprobar la estabilidad de 1los
plgmentos en este extracto a lo largo del tiempo. En el

cuadro 7 se muestran los
extractos de

acetona del 100 %

hojas de remnlacha

resultados del anédlisis de 6
(% discos/10 ml)

Yy una peguella cantidad de ascorbato

con

sédico. Las muestras se conservaron siempre en la
oscuridad reciplentes cerrados conservados
-30=C.
Cuadrao 7

Estabilidad del extracto de Remolacha en acetona 100 %
conservado a -30=Cw*

Concentracién (pg,ca—7)

pigmenic y ia | dia 7 diz 14 dia 2] dia 39
Chl 2 22,7120,37 22,850 56 23,0220,37 22.64:0,25  23,1220,42
Chi b 8,5420,31 8,93:0.36  §,59:8,21 £,89:0,23  8,8910,33
I Cni 31.6520,68  31,84:0,92  32,00:0,68  31,5320.48  32,0120,75
I Xant 5,000,122 4,76:0,23  5,12:0,17 5.00£0, 14 4,8940,23
I Carnt £.32:0,18 £, 71032 £.22:0.2) £,32:0,2¢  §,3240,31
falozic 2,5450,07 2,5620,08  Z2,8220,10  2,55:0,12  2,6010,08
Twataren pbtaniizs de Do andlizit ds 6 muzsiras homogéness
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Como se deduce del cuadro anteriar, apenas hay
variacién en las concentraciones de pigmentos entre el
dia en gque se realizé la extraccién ¥y las obtenidas
transcurrido un mes. Esto hace que la acetona, ademas
de buén extractante, permite almacenar los extractos de
las muestras hasta el momento oportune, ya que

conserva, sin degradacién los pigmentos,.
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R~V I PIGMENTOS Y DEFICIERCIA DE HIERRO

En este apartado estudiamos 1los cambios que la
deficiencia de hierra ocasiona en la caomposicién
pigmentaria de plantas de remolacha.‘fBeta vulgaris L.
var. Monohill) cultivada en solucidén nutritiva bajo
condiciones controladas.

Ezte éstudio se realizé en hojas con distinto
grado de pigmentacién debido a 1la falta de hierro,
comparando él contenldo de cada una de las xantofilas,
clorofila b, y f-carcteno, respacto a la concentracién

de clorofila a. (fizuras 4-21,

s
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La correlacién que existe entre ambos pigmentos, es
lineal, con un valor de ordenada en el origen

practicamente igual a cero.

1.2
Tl
t~
uwy
1- g
N 3
80.8*‘- s
o <
. S
9.6- g
< ’
o >
pa N ;
:
i
3
0.2~ z
0 | T A i *
0 j] 10 15 20 25
Clerofila a
Fig 4. Correlacidn linzzl entre la neoxantina y clorofila a en

hojas de remolacha deficientes en hierro

En el caso de la violaxantina (figura 5), se puede
cbservar mayor dispersién de valores gque en la grafica
anterior, noc obstante sigue existiendo una correlacién

enirz esie pligmentoc y la clorofila a.
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Fig 5. Correlacisén entre 1a violaxantina y clorofila a en hojas

de remniacha deficlentes en hierro,

La lu*teina (figura &) consitituye una eXcepcidén en
el grupo d& lag xantofllas, puesto que la ordenzda en

el origen ge 1a recta de correlacisn entre este

Pligmanto v 1. ClorTIils e Dol Lo o valo: Cistinto de

v

cero (0.98 pg.cm®) .
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Fig 6. Correlacién entre 1luteina y clorofila a en hojas de

remolacha deficientes en hierro
R ¥
En la figura 7 sge representa la estrecha
correlacién entre R-caroteno y clorofila a, 1o cual era
de esperar teniendo en cuenta que ambos pilgmertos

contituyen mayoritariamente los fotosistemas Iy IT.
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[RW]

¥ = +0,06371%x +0.01087

Beta~carotena

| |
0 5 10 15 20 25
Clorofile a

Fig 7. Correlacién entre f-carotenc y clorofila a en hojas de

Teurlacia deficiente en hierro.

niendo en cuenta la importancia de la relacién

3 Tila asolovoefila kb (Diez-Altares, 195G, Heras,
AT SIS 7 Ferry, 1220; Nishio y  Terry, 1083;
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Terry y Abadia,

1986) en los estudios de 1la deficiencia
de bhierro,

hemos representado,

en la figura 8, dicha
relacién, en funcién del contenido en clorofila a
251
20
<
td
154
>
O -
i
o
@ 10
'—% a
0]
™~ ..
5_
0 i | i i
0 h 10 1; Pal, 25
Clorofile e
Fig 8. Representacién grafica de la relacisn clorofila
a/clorofila b en fucién de la clerofila a en hojas de
remolacoa deficiente en hierro.
I la figura zoterior 2o olsscus el
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R—WV I I DESARROLLO CLOROPLASTICO

Bas&ndonos en la relacion entre pigmentos
fotosintéticos y el grado de deficiencia de hierro en
hoja, sa abordsé el estudio del dasarrollo
cloroplastico, analizandoc la evoluciém que sufren estog
pigmentos, asi como las complejos pigmento-proteina,
meidante la adiclén de hierroc a plantas de remolacha

deficlentes en este elemento.

Las membranas tilacoidales de 1los cloroplastos
contienen clorofilas y carotenoides unidos no
covalentemente a proteinas intrinsecas en forma de
complejos Pigmento-proteina, que son partes
estructurales del aparato fotosintetico, ¥ que se
diferencian en complejos captadores de luz C(LHECP) vy
centros de reaceldén (CP {(Anderson, Waldron vy Thorne,
1878).

Para el estudic de estos complejos se pueden
utilizar wvarias técnicas electroforéticas, asl como
distintos detergentes para la sclubilizacidén de

membranas tilacoidales. Uno de los procedimientos mas

usualzs es el de Anderson (1982), que solubiliza la
membrana lipidica, liberando las agrupaciones
mclscuiares pigmento-proteina, que, en electroforssis,

52 separan en funcién de su peso molecular aparante.
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Mediante 1la técnica de Anderson se separan

normalmente siete bandas denominadas, pGr orden de

migracisén hacila el anodo (Eskins, Dysen y Olson, 1983):

Complejo

Complejo

Complejo

Complejo

Complejc

)}

.

CPla. EBanda asociada con el fotosistema I,
pasiblemente, un dimero del CP1, 0 una
asociacisén del CPl con un complejo captador de

luz.

CP1l. Asociada con el centro de reaccién del
PSI. Contiene cantidades minimas de clorofila

b.

LHCPy1. Representante de una antena con alto

contenido en claorofila b.

LHCP=. Representante de una antena con alto

contenido en clorofila &
CPa. Asocilada con el centro de reaccién del
mistema 1I. Tiene clorofila b, pero 1la

0
relaclédén entre clorcfilas varia entre 2.5 a 7.

LHCP>. Representante de una antena con alto

1

S ~ - L U I T
DRI TS WUna SanT o lad VAT ILASL

4ot
fus

I

fzpendiendo de las ceondiciones d
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Las membranas tilacoldales se obtuvieron segin el
procedimiento de Nishio y Terry <(1983>, tal comn se
detalla en la seccidén de métodos (pag. 66), pudiéndose
conservar en nitrégeno liquido hasta el momento de su

utilizacién.

El estudic que presentamos sobre la evolucisén de
los complejos pigmento-proteina, se basé principalmente
en la técnica de electraoforesis en gel de
poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE), siguiendo el método
de Anderson (1982). Con este método conseguimos separar
ocho bandas: 4 correspondientes a los complejos de los
centros de reaccién: CPl, CPla, CPlal, y CPa, +tres a
los complejos captadores de luz: LHCPs, LHCPz, LHCP,, y

una pertenciente a pigmentos libres (figura 9).

En este estudioc se procuré que la cantidad total
de clorofila en las muestras fuera 1la miéma, aunque la
cantidad de SDS afiadida era, diferente. Asi, mientras
que en las mAs cloréticas la relacién utilizada
(8DS:clorofila) era de 20:1, en el material verde, esta

relacién no era superior a 8:1,
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Una vez desarrolladas las eiectrcforesis, se
procedié a la cuantificacién de clorofila contenida en
cada banda, mediante densitometria dptica a tres

longitrtdes de onda (cuadro ©);:
— & 663 nm que absorben ambas clorofilas

- a 672 nm en el que la contribuclén de clorofila a

es mayorltaria

- a 652 nm, longitud de onda del maximo de
absorcién de la clorofila b ligada a

proteina.

La lectura a estas longitudes de onda nos permite
analizar la estequiometria entre ambas clorofilas y por
lo tanto localizar las bandas correspondientes a las
estructuras captadoras de luz (LHCP) y de los centros

de reaccidén (CPy,
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Cuadro 8

Integracién media en % de las densitometrias de

electroforesis de remnlacha verde

FP LECP: Pz LKCP= LHCEY CP1 (Pla

Para comprobar lo dicho hasta ahora respecto a la
composicién de las distintas estructuras en que esta
subdi-.idido el aparato f 0, y poder realizar
posteriores conparaciones con les eleciroferggramas gue
se aobtengan en el material ccn distintos grados de
recuparacién, s realizaron espectros de absorcién

(figuras 10-11) de <ada una de las bandas qus aparecen

e un Tooriin Bl ohroIiorsLloz Sas) mLEEtras T
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Fig. 11 Espectros de 1las bandas LHCP., CP1, CPla, y CPlal;

separadas por PAGE a partir de tilacoides de remolach




En estos espectros se observa nitidamente la presencia de
clorefila b (maximos alrededor de 650 ¥y 470 nmm» en los
complejos de antena (LHECP), mientras que en los

espectros de los centros de reaccisén apenas se aprecia.
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R—VIIT. COMPOSICION PIGMERTARIA DE LGOS
COMPLETJOS PIGMEFTO-PROTEINA.

Existen dlscrepancias acerca de la composicién
pigmentaria de los complejos pigmento-proteina, pero la
mayoria de autores coinciden en seflalar que las antenas
tienen una relacién clorofila a‘clorofila b préxima a
la unidad {Thornber, Markwell y Reinman, 1979,
Lichtenthaler, Prenzel y Khumn, 1882) y son muy ricas en
xantafilas, mientras que los fotosistemas estan
compuestos mayoritariamente por clorefila a y 8-

caraotena,

Los wvalores presentados en el cuadro 6-A, se
obtuviercn recortando bandas, blien definidas de 12
carridos electroforéticos, procedentes de muestras
distintas de tilacoides de hojaé‘ de remolacha
desarrollada en condiclones normales, Una vez agrupadas
las fracclones correspondientes a un mismo ccmplejo, e
introducian e} un homogeneizador adicionando 3 ml del
mismo buffer de tricina (pH &), que se utiliza para la
canservacién de tilacoides en nitrogenco liquide. Una
vez disgregadé el gel, se le afiadia el mismoc volumen de
metanol. Este solvente organlco provoca ia

deshidratacién de 1la peliacrilamid=z de forme oaus Al

centrifugar a 38000 g, precipita y en el sobrenadante
quedan Unilcaments los pi ntozE Ifchosinticizos. Loz
concentraclén de pigmentos, &n eshts soiuclidén es  muy

baja, se concentraron pasandc la sclucilzn a traves de
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un cartucho Sep-Pak Ciw, eluyendo posteriormente los

pigmentos retenidos con 1 ml de acetona.

Cuadro G-A

Composicién pigmentaria en % de las bandas extraidas
por PAGE de tilacoides de remolacha verde

% det total de pigmentos

Pigmenisn F.P, LHCPa (Pa LHCF=  LHCPy  CPY  CPla
Neoxanting 0,33 7.6 4,64 3,258 3,33 0,92 1,80
Violaxantiina 0,33 2,73 1,23 ¢,93 0,60 0.5 2,00
Luteins 12,20 16,8 559 11,97 14,0 9,73 5,10
tlorofila b 7.82 34,22 10,03 348 35,83 12,43 35,80
clorofila a 75.20 36,80 EZ 03 48,09 42,57 71,42 50,50
~garatens £ 32 i,E5 3,45 0,85 0,55 4,94 4,00

Fava podsr comparar los pigmentos geu hay en las
paniazs, & did el valar 100 a la clerofila a, de cada
una d= laz fraccicnes ssparadas, refiriendo el resto de
plymeniss 2 eZna aicr (cusdro 9-EFE
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Cuadro 9-B

Relaciones entre pigmentos en las

estructuras fotosintéticas

Estruciura

RS LR S 1
relativa LHCP 3 {Pa LHCP=  LHCP,  {PI (Pla

I xantofilas 73,72 33,03 33,80 42,14 15,70 17,00
tlorafila & 83,00 15,42 72,50 91,21 17,04 72,73
B-caroienn 5,03 5,32 1,93 1,84 £,92 7,10

Los valores presentados en el cuadro ©-A tambien
se wutilizaron para calcular las relaciones entre los
Pigmentos que consideramos mAs caracteristicos de los
distintos complejos, que nos permiten probar, si las
estructuras de antena son mAs rices en xantofilas qu=
las correspondientes a los centros de reaccisén {ocuadro

S-CY.
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Cuadro 9-C

Algunas relaciones pigmentarias en las

estructuras fotosintéticas

relacionss LHCPs (P2 LHCP=  LHCPy  CPT  (Pla
a/b 1,07 6,48 1,38 1.10 5,74 1,37
B/y 0,07 0.l 0,08 0,04 0.44 0,46
Cl b/8 18,50 2,90 26,63 58,83 2,51 9,20
Caomo puede comprobarse, los LHCP muestran

relaciones a/b proximasz a la unidad, mientras que en
lose centros de reaccisn es mucho mas alta. También se
aprecian diferencias en las otras dos relaciones

calculadas.
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R—TITX. SELECCION DEL MATERIAL FOLIAR PARA EL
ESTUDIO DEL DESARROLLO CLOROPLASTICOD

Teniendo en cuenta, que la deficiencia de hierro,
produce una reduccién de las membranas tilacoidales v
consecuentemente, una disminucioén de pigmentos
fotosintéticos, hubo que seleccionar un material cuyo
grado de pigmentacién fuese homogéneo, y con una
concentracién de pigmentos lo mAs baja posible, por las

razones que se exponen a continuacién.

La obtencién de este tipo de material presentd
numerosas dificultades debido a que el grado de
plgmentacién en las hojas, varia con la edad de las
mismas y con el grado de desarrollo de la planta. Para
la obtencién de un material homogéneo, se procedisé al
cultivo de las semillas segun el procedimiento descrito
en el apartado MI (pag 60), seleccionando las plantulas
que presentaran las mismas caracteristicas fenotipicas.
Estas se dejaban desarrollar durante quince dias, en
una solucién completa de Hoagland, cambiandose a un
nuevo medioc nutritivo sin hierro, en el que permanacian
durante otra semana. Este <tratamiento, proporciona
plantas con siete hcjas totalmente desarrolladas v otra
incipiente (figura 12). De estas plantas se realizé una
nueva  szleccisn  desechando  todas  aquellas que no
tuvieran dichas caracteristicas morfolégicas y que sus

dos hoias centrales tuvieran una concentracisn de



ciorofila de aproximadamente 4 HE. cm ™. Este
procedimiento permitié obtener plantas, cuyas dos hojas
centraleg eran similaresz en el tamafio ¥y grado de
plgmentacién <(numeradas con el 1 en la figura 127,
Cuando sa dispuso de plantas con estas caracteristicas,
se procedio a adicionar hierro hasta alcanzar una
concentracién final de 2.5 ug.ml™' en la soluciédn

nutritiva.

e _‘f

et
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Al selecclonar estas hojas deficientes. se plantesd
la cuestién de cual seria el material foliar, que se
tomaria como referencia. En primer 1lugar tuvimos que
averiguar =i las hojas de una planta verde, sin
deficiencia, tienen la nisma composicién pigmentaria,
tanto cuali, como cauntitativamente vy, ademas, sa

mantienen las relaciones entre ellas.

Segin la numeracién mostrada en fotografia de la
figura 12, se tomaron muestras de lag hojas nuneradas
del 1 al 6, cuyos datos se expresan en el cuadro 10. En
el cual se aprecia que segan la edad de la hoja, aungue
varia la composicién cuantitativa, se mantlene la

estequiometria entre los pigmentos.

Asimismo, se realizaron analisis electroforéticos,
de tilacoldes procedentes de las hojas mencionadas, no
encantrandose variaciones significétivas en los

resultados obtenidos.

Estos datos demuestran que las hojas de una planta
no deficiente, se diferencian en la cantidad de
pigmentos, aunque no en sus relaciones, por lo tanto,
como material de refencia hay que seleccionar hojas con

un desarrollc fisiolégico lo mas similar posible.
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R-3. INFLUENCIA DEL APORTE DE HIERRO EN LA
EVOLUCION DE PIGMENTOS Y ESTRUCTURAS FOTOSINTETICAS.

Los analislis de los pigmentos fotosintéticos, se
realizaron tomando 1 disco de 0.2 cm® de cada una de
las dos hojas centrales de 10 plantas de remnlacha con
las mismas caracteristicas que hemos mencionado; y 10
discos de plantas verdes conttol. Se tomaron discos de
este tamafio para evitar en lo posible, el dafio que se
produce en 1la hoja en la toma de muestras, pero
manteniendo la relacisén superficie de hoja/volumen de

extractante.

La toma de muestras de material, al gque se le
habia aportado hierroc a 1la solucién nutritiva, se
realizé a la misma hora, a intervalos de 1 dia, para
que no hublese variacién en las  estructuras
fotosintéticas, debido a 1la cantidad de luz recibida
por unidad de superficie. La obtencién de menbranas
tilacoida%es se realizé siguiendoc la misma metodologia

que hemos mencionado anteriormente, pero recogiendo

tnicamente las dos hojas centrales.

La concentraciéon media, asi como la desviacién
tiplca, de la compasicién pigmentaria de la hojas
control y del material {inicial), quedan recogidas en el

cuadro 11-A
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Cuadro 11—-A

Comparacién entre la composicién pigmentaria de hojas

de remolacha testigo y deficientes en hierro

Neoxantina Violaxantina Luteina Clorofila & {lorofila @ B~carotemo

e Lt T T - e ko7 e

Control  0,336:0,072  0,36310,053 1,66620,161 464520 457 12,1501 337 0,789:0,131

] - o s s e T O Al o e . e B L B A ko -

Deficiente 0,118:0,081 0,062:0,070  0,983:0,399 0,89510,663 3,25841 968 0,25310,138

- - e

LR N RN RN lll-illrllllltlv|ill||sl||lttulrlilnllulqaol!lnlalrl!lllnllilrr

Para facilitar el estudioc de estos datos, y poder
apreciar el momento en que una planta en fase de
recuperacién alcanza la estequiometria de una planta
normal, se le dié a la concentracisén de clorofila a el
valor 100, y las concentraciones del fésto de pilgmentos

Se expresaron en base a este valor <{(cuadre 11-B).

Cuadro 11-B
Exprasitn de las concentraciones en relacién 2 la clorofila 3, dando a
fsta el valor 100 (pg,ca™ x 100/pg,ca 2 C! &)

Neoxantina Violaxantina Luteima {lorefila E Clarofiia 2 B-carotene

- - S ol k. B O Y R e e ko k. e it Rkl o e o o i i

Control  4,07420,235  2,76410,100 12,670,834 35,3310 493 100 6,001£0,218

Deficienie 3,620:0,403 1,90040,254 30,17414,03 27,4706, 043 100 T,77041,653




Los datos del cuadro anterior revelan que el
material deficiente es mucho mas rico, en valores
relativos. en B-caroteno, y mas pobre en clorofila b lo
que podria indicar que en materlal deficiente, las
estructuras predominantes deberian ser los centrog de
reaccien. E1 dato de luteina confirma los resultados
anteriormente cltados sobre pigmentos y deficlencla de

hierro (fig. ©>.

Con los datos del cuadro 1i-A se han elaborado las
relaciones mostradas en el cuadra 11-C, por
considerarlas representativas para el estudic de 1la
fisiologia de la hoja. La relacién asb indica el estado
fisiolégico del aparato fotosintético, N la de
clorcfila/carotennldes, lo consideramos un buen
indicador del estado de desarrollo cloroplastilico y por

lc tanto, de la recuperacion de la planta:>

Cuadro 11-C

Relaclones mas ilmportantes entre pigmentos
fotosintéticaos, en plantas normales
y deficientes en hierro

I {lorafila I tantofilas Ral a/b fal clor/Carot
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Estos datos demuestran que, en el material control
hay aproximadamente cincoc veces mas clorofila y el
doble de xantofilas que en el deficiente. La relacién
entre clorofilas, parece reflejar una mayor proporcién
de centros de reaccién respecto a las antenas, en
material deficilente. La confirmacién de esta hipdtesis
tiene que reflejarse en los complejos pigmento-
proteina, gque e obtienen <con la electroforesis de

tilacoides procedentes de estas hojas.

En la figura 13, se muestran las densitometrias a
672 nm (Clorofila a>; 652 nm (clorofila b; ¥ 663 nm
(clorofilas a *+ b, de los electroferogramas proce-

dentes de muestras deficientes en hierro.
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672 663 652
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aunque, en el material verde hay un desdoblamiento del

mismo (figura 9.

El eiguiente pico, denominado LHCPw corresponde a
una estructura de antena, como lo demuestra su posicién
respecto al corrido de una muestra normal, aunque en
este Gltimo se observa un hombro que corresponde al CPa
(fotosistema II>. Su condicién de antena se pone de
manifiesto al compararla con las densitometrias a otras
dos longitudes de onda (663, 652 nm), en las cuales no
se observa una disminucién del Aarea del picao tan

drastica como en el caso del CP1.

El sigulente pico, denominado FP, en el corrido
electroforético, migra con el freante, y se supone que
scn los pigmentos liberados de las correspondientes
estructuras., por el tratamiento con dete%gente.

i~ -
E -

(0

=1
o

conpreobar 1 los picos observados a distintas
longitudes de onda, cuya nomenclatura se habia asignado
por comparacién con el desarrcllo que aparecia en una
mal, correspondi an a las estructuras
2 procedis a realizar los espectros de

abscrcisn de cada una de las bandas, entre 750 y 400
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Pigmentos lLibvreaess CEEPF >
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666 nm
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Fig 13. Ezspectroz de absorcién molecular de las tres bandas
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El espectro correspondiente a pigmentos libres
(FP>, en material deficiente, es practicamente igual al
ocbtenido de la misma  banda en material normal,
obzervandose un pico a 666 nm que corresponde al mAXimo
de la clorofila a no ligada a ninguna estrutura
proteica. Aunque existe clorofila b, como lo demuestra
el hombro caracterisztico a 472 nm, ésta no se detecta
en la regién del rojo, ya que su presencia es
minoritaria. La meseta observada en 1la regién de los
440 nm, indica la ©presencia de otros pigmentos

fotosintéticos (xantofilas y carotenos) (figura 137,

El estudio del espectro del LHCP. demuestra que
esta banda corresponde a una estructura rica en
clorofila a, clorofila b y carotencides. La presencia
de clorofila b en cantidades apreéiableg gueda
reflejada en el hombro que aparece a 652 nm y en el
pico a 470 nm. EL picc correspondiente a 573 1o
correspopde a clorofila a ligada a una proteina. La
falta de una total nitidez en el ezpectrn ss de!
hubo que forzar la ganancia del espectro

el consiguiente aumento del ruido de fondo.

El estechtro d=2l cantro Az vrazocsiain det fortngigstomna

I (CP1> del materisl deficients (== icdsn=-ioo al
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esta definido como oligémero del CPl, segun el espectro
obtenido por nosotros, mas bien corresponderia a una
estructura de antena, como parece indicarle el hombro

que aparece a 4795 nmnm.

Los valores obtenidos en la integracién de los
picos que aparecen en las densitometrias de geles de
muestras control, y de material inicial <(al que aun no
se ha aportado hierrc), proporcioné los resultados gque

aparecen en el cuadro 12.

Cuadro 12

Integraciones de las densitometrias de material de

control ¥ sin aporte de hierro

FP LHCPs CPa  LHCP= LHCPy (CPI CPia

R N i . R . o kT I TR S o i 8. e o ek i k. i T - i B T AP, el o Y o . P At ol

663 nm
Control 17 %12 5 6§ 1 8
Deficiente 50 ] I — ]

672 am T
Control 14 32 10 7 8 i8 10
Deficienta 45 ) A TR ¥ A—

652 om0
fontrol 14 43 £ & 2 11 &

Deficients 24 5i == e --- 25 -—=
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La estructura mayoritaria en al material
deficiente es el LHCP=: con un 39% de la clorofila total
y &1 no tenemos en cuenta la banda de pigmentos libres,
este valor asclende al 78%. Estos datos corroboran los
del cuadrg 9, ya que los analisis de pigmentos de cada
una de las bandas de material verde, resueltas por
electroforesis, muestran que el LHCP. es la antena que
tiene mayor contenido en B-carotenc y ademas es muy
rica en xantofilas, principalmente en luteina. La alta
relacién entre clorofilas (3.64), parece Ilndicar una
mayor proporcion de centros de reacclén, en material

deficlente, que en verde {(cuadro 11-C).



la segunda toma de muestras a las 24 horas del

aporte de hierro proporciona los resultados que se

recogen en el cuadro 13-A sobre camposcién pligmentaria.

Los datos del material de control se

mantuvieron
caonstantes durante la experiencia. -

Cuadro 13-A
Comparacion entre la composiclen pigmentaria de hojas
de remolacha testig

0y a las 24 horas de recuperacion
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En el cuadro anterior se puede observar que la
totalidad de pigmentos presentan concentraciones muy
bajas, respecto a los valores del control, aunque son
mayores que los dados para muestras sin aporte de

hierro.

Al igual que se procedilé anteriormente {cuadro 11~
A), se elabord el cuadro 13-B, en el que se oabserva
como los valores relativos de R-caroteno, luteina vy
violaxantina, estan por encima del control, mientras
que el resto de pigmentos muestran una concentracién
inferior, lo que demuestra gue la estructura
Pigmentaria de estas plantas aun continva completamente

desorganizada.

Cuadro 13—-B

Expresidn de las conceniracionas en relacién a la clorofila g,
dando a ésta el valor 100 {pg.tn™2 x 100/pg,cm"2 C1 &)

Neoxantina Violaxantina Luteina Clorofila & Clorofila @ B-caroteno

Control  4,07420,235 2,76420,100 12,6710,834 35,330,492 100 6,000,218

Recuperado 2,870:0,872  4,50021,268 20,805,826 23 77533 475 100 7.95010, 430

. . - e e e i S . T R B T T e

Sl comparamos estos datos con los del cuadro 11-B,
observamos que los plgmentos mis afectadas son las
xantofilas, ya que mianbtras la lute:nz 7 necxantina
disminuyen en un 40% y un 20% respectivamente y la
violaxantina s lncremsnta en un EESTORHN zstas
oscillaclones llevan a psnsar en grandss cambios, pero

hay que tener en cuenta que son valzoresz ralaz



que en absolutos, las wxantofilas, uUnicamente disminuyen
en un 30% (cuadro 13-C>, debido a que la luteina, que
es la xantofila mayoritaria, disminuye en un 15%. Esto
parece indicar que la sintesis de estructuras de antena
no esta afectada durante estas 24 haoras, ygue a su vez
explica que el valor de la clorofila b, disminuye de
24.80 pg.cm® (cuadro 11-B) a 23.35 Mg.cm®. Segun estos
datos, durante este dia de desarrollo cloraplasticao,
hay sintesis de centros de reaccison, al aumentar en

igual proporcién clorofila a y B-caraoteno.

El cuadro 13-C muestra el aumento de la relacisn
a’b a las 24 horas del aporte de hierro, como se
describe en la bibliografia <(Spiller y Terry, 1830,
asi como el de la evolucién de la relacién
c¢lorofila/carcotenoldes, aproximandose a los valores de

control.

Cuadro 123-C

Relaciones mas Importantes entre pigmentos
fotosintéticos, en plantas narmales y recuperadas

L Clorofila I lantofilas Rel a/b Ral clor/Carot

fontrel 17,7821,78 Z,5620,28 2,8210,03 §.21:0. 21
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El aumento de la relacién entre clorofilas se debe
sintetizan en la 1misma proporcisén

a que no se
b=8%) i bilen las

{(clorofila a=20% vy clorofila

xantofilas apenas
incremento que sufre el B-caroteno,
similar al de la clorofila a.

registran cambios de concentracién;

el respecto al dia
anterior, es ==25%,

Segun la densitometria de gelaes, deberia
observarse una mayor proporcién  de les  complejos
los  centros de

pigmento-proteina representativos de

reaccidén (figura 147}.

boe7o ?
= 663 y 652
3
w
T
= A .
Q
0 J/”d/ﬂv\\/ r/fx/fh\%w/K fﬂv\va\
.0
< i A[//J\/
. i A
Distancia de migracidn—
Fig la SENEITOATENEE Ce elalTroforesis de remo.acha dericiente
racion por aporte de
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Cuadro 14

Integraciones de las densitometrias de material de
control y a las 24 horas de recuperacisén

FP LHCPs (CPa LHCPz LHCP: (CP] (Pla

I

L e e ot TR 8 L W ks W b ik ke o A kAL AR e e o i - ey e 7 0 ok o S W e i ik . T YR S i S T 70 IR i

663 nn
Contrel 17 36 12 5 & 16 g8
Recuperado 15 4 e - 2] -
672 np
Control 14 32 10 7 8 18 10
Recuparado g 64 s e ~ee- 78 ——
652 nn _
Lontrol 14 43 € & 8 N &
Recuperado 16 £5 w—— mmmems we=- 19 -

En el cuadro anterior se obsosrva que no existe,
todavia, ninguna organizacién definida de CPa, ni de
LHCPy y LHCPa, sin embargo, queda mas nitida la banda

e

del fotosistema | (CP1l>.
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Los valores de concentracién de los pigmentos
fotosintéticos a las 48 horas de la adicién de hierro
nuestran, respecto al material de partida, un
incremento en la clorofila total superior al 100%, y en
carctencides de =20%. El incremento de clorofilas se
debe a que la clorafila a aumenta en un 80% ¥y en un B0%
la b, respecto del dia 0; perc si s=2 hace  la
comparacién respecto a las 24 horas de adicién de
hierro, se puede cbservar que ambas clorofilas se
sintetizan en la misma proporcién =50%. Todo ésto
explica que la relacién jasb, sliga siendo similar a 1la
obtenida a las 24 horas de la adicién ¥y mayor que la

que tienen las hojas clarséticas.

En e} cuadro  1%-A =& reccss la comnosiclan
pigmentaria correspondienta a
(verder y plantas deficientes
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Cuadro 15—A

Comparacién entre la composicién pigmentaria de hojas

de remolacha testigec y a las 48 de recuperacién

keoxantina  Violaxantina Lubeina Clorofila & Clorofila ¢ B-caroleno

........ - e o k1 g 1 e i e e 0 o e S i s

Control  0,53620,072  0,36210,053 1,666:0,16% 4 64520 457 13 15021,337 0,78940,131

A las 48  horas del aporte de hierro, la
concentracion de pigmentos, practicamente, alcanza la
mitad de la concentracidsn del control. La luteina,
tiene el mismo nivel que una planta sin recuperar,
mientras gue la violaxantina es nuevamente, la

xantofila que mas aumenta.

Dando el wvalor 100 a la clorofila a, el resto de
pigmentos adquileren los valores gque se indican en el

cuadro 15-R.

Cuadro 15-RB
Expresisn de las conteniracionss en relacién a la clorofila g, dands a
asta al valor 100 {pg.on x 100/ug,cn2 €1 @)

Neawandina Viclaxantina Lutzina Clorofila & Clorofila 2 P-carotens

Conbrol 407430235 2,76420.100  12,57:0,334 35,3310,4%) 100 6,00120,218
i - USSR SR DS TEO NN I S 08,1800 958
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Es interesante destacar que nuevamente la
violaxantina y la luteina son los  pigmentos que
estequiometricamente sufren mayores cambiaos. Sin
embargo, al comparar estos datos con  loz del dia
antericr (cuadro 13-3), s observa que tantc las
clorofiilas a vy b, como el B~caroteno, aumentan en la

misma proporcién.

Cuadro 15-C

Relacicnes mas importantes entre Pignmentos

fotosintéticos,

@n plantas normales y recuperadas

I Clorofila I Xantofilas Rel a/b Rel tlor/Carot
Confrel 17,7841 78 2,5620,28 2,8240,02 5,310, 23
Regyunarzd PR P 40827, 8 £,37:0 38
L]

La ra2iacisan clorofila a’clorofila b todavia
Praz=snta vilores altos, conrparados con el contrel,
miern=rasz gu=s la clorofilacaratennides vz incrementando

= e e R FoLSF gFpelas otoinidos a las 4d
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(figura 15>, manteniendose el porcentaje de CPl, lo que
explica la constancia de la relacién asb y el aumento

del P-caroteno en la misma proporcién que la clorofila

a.

672 663 652

Absorbancia —

i
Distancia de migracidn —

Fig 15. Densitogramss de electroforesis de remolacha deficiente
en hierro a las 48 horas de recuperacién par aporte de
este elemento.

Cuadro 16

Integraciones de las densitometrias de material de
control y a las 48 horas de recuperacien

FP LHCPz CPa LHCPz LHCP, CP) {Pla

663 nm
- Conirol 17 35 i2 5 £ 1% g
Racuperada 17 £ nm— —m——— - 22 o
672 pm
CDHLJl 1- »] i N > » iJ
Racupsracs 14 5 mm= mmees meem 28 -=-
652 nm
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A las 72 boras de adicién de hierro al material
deficiente, las clorofilas se han sintetizado en mayor

proporcién que los carotenoides, 280% y 170%,
regspectivamente.

Cuadro 17-A

a campesicion pigmentaria de hojas
a 72 horas de recuperacisn

Negwantinz  Violaxantina  Lutsina Clorofils b Clorefila ¢ B-caroteno

aatvse 0 REE2R 07T 036210082 1 ,88:015) 4.545:0, 457 13,15021,327  0,78940,131
Recuperada 0,26210,075  0,32230,073  1,09520,439 2,58320,792 9,11422 632 0,70740,196

- Doila SALESL VACEE, Las cunc=antraciones  de
DLENEnTOs 2 szarial racuperado estan proximas a los
I SE. o DSnNTS., 1D gqus iadule  a pensar en  una
- STLan EEITruItuTa ~2 Primsnuos sinilar al de las
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La comparacién de estos valores cdn los del dia
anteriar <{(cuadroc 15-A), nuestra que la clorafila a y el
f-carcteno s2 sintetizan en la |misma proporcion,
aproximadamente un 50%, mientras que la clerafila b lo
hace en un B835%, 0 dque podria gignificar un aumento

1
ralative de la sintesis de complejos de antena.

Siguiendo el mismo procedmiento gque en los cuadros

s}

recedentes (1i-B, 13- y 15~B) hemos confeccionado el
siguiente cuadrao.
Cuadro 17-B
Expresién de las concentraciones en relacién a la clorofila 2, dando a
gsta el valor 100 (pg,cm=2 % 100/pg,ca 2 (1 @

Neowantina  Violaxantima Luteins Clorefila & (lorofila ¢ B-caroteno

e 1 R e A o o 8 e Uk e i P B B B b o P PP S O o 0

Comveol  4,07420,235  2.76420.100  12,6710,834 35,3320,493 100 6,000,218

Recuperada 2,54720, 314 3,52020, 946  12,02:1.788 28,342,974 100 7,76010, 348

los valaras relativos ce pg-caroteno, luteina ¥
violaxantina, sran supsriores 2 l1os de Control,
migntras gque  la neoxantina y claorcfiia b eran  mas
SEfas A 1as Y2 horas, la loteina iz o=loanTsio S
prIiooroitn normal vy la refila b osmicus anrowimsndoss
G LIrods una mlauntis veros,
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Cuadro 17-C

kelaciones mis importantes entre Pigmentos

fotosintéeticos, en plantas normales ¥y recuperadas

I Clorofila I Yaniofilas Rel a/b Rel clor/Carot
{ontrol 17,7981 78 2,56:0,28 2,830,903 5,3140, 21
Recuperada 11,702, 41 1.69+0 64 3,530,286 4,900,038

La  relacién clorcfila/carotencides es practi-
camente normal, sin embargo la clorofila a/clorofila b,
todavia presenta un valor alto, debido a que la

cloroerila b no ha llegado a alcanzar la pProporcioén

shzanimit dro I7-BD 1o gque indica

£ 5
-~ B g Puly

i

e

ils

i

v A -

s

i

St nte L=

{u

SR e

U

que aun deben sintetizarse, en mayor proporcién, los

complejos de antena, ricos en clorofila b.

La densitometria de los gzles correspondientes a

tiempo de recuperacién (figura 163, corrobora el

vy /U= pdeden alsitinguirse las bandas LHECP, y  LHOP.,
TR TImo =2 ha  demostrade
SHERCLUSE d2 slscralsn (Tiguras




aparicion definida de la banda correspondiente al CPa.
Es de destacar que la estructura del aparato
fotasintético, en plantas con esta fase de recuperacién
(72 horas>, es ya muy similar a la del control <(cuadro
18>, por lo que podria pehsarse que se ha alcanzado, o
esta a punto de conseguirge, el estado funcional normal

de los tilacoides.

672 663 . 652

A L il _ A
J’ oy J\J S J\ i

Distancia de migracién-—

Absorbancia -~
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Cuadro 18

Integraciones de las densitometrias de material de
control y a las 72 horas de recuperacién

F?  LHCP= CPa LHCP: LHCP: CPI CRla

[+¥)

T T bl o V0 e i 8 ok i TR S L B 8 L i . o e B B 8 o e b e

663 nm
Contral 17 3t 12 5 k 16 g
Racuperada 14 35 tH 6 7 18 9
672 om
Control 14 32 10 7 8 18 10
Recuparada i2 3 15 5 & 21 10
B 652 nm ) )
Contral 14 42 & 5 8 i &
Recuparada 10 45 9 7 9 13 7
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A las 96 horas de adicién de hierro, las muestras
presentan los contenldos que aparecen en el cuadrg 1%-
A, en el que puede observarse que las concentraciones
de cada uno de 1lgs pigmentos, respecto a las del
control, son muy semejantes, asi como las relaciones
entre los mismos. Esto dndica que 1as estructuras

fotosintéticas deben estar practicamente formadas.
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Cuadro 19-—A

de remplacha

i

Comparacisn entre la composiclén pigmentaria de hoja
testigo y deficientes 2 las 86 de recuperacion

Neoxaniina  Violaxantina  Luteina Ciarefila & Clorafila & B-carotens

Control  ©.53620,072  0.36220,052 1,66620 161 4 645:0,457 13,15041,337 0,78310,13
Recuperada 0,42B20, 143  0,35520,244  1,3740,388  3,917a1 144 12,4243 316 0,899:0,213

R A A R I I U

VR R R R I I A A I S S SR BN S I N BE BN N

En el cuadrgo 19-B s=2 puede apreciar que la

estequinetria entre todos los pigmentos
se alcanza practicamente a las 96 horas de

{referidos a la

clorofila ad

la adicién de hierro.

Cuadro 19-B

frxorzeidn de lsz conceniracionasz zn rell
ggia 2l valor 100 {gg.on™ o 00/pg. L1 @)
Condral DOATEG QRS R 74N V0G0 12 570 934 30 2340 493 100 £.001E5 018
Retuperads 20002540 2,350 426 11 03a0 807 21,3542 0579 [l 7.240:0 R24
- Rt Lz CoTht ETTETLLT o om-oaenzn dol sstado ds
- - - - P R, T
i oob ok N - N d 1=
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relacién clorofila a/clorofila b v clorofila/
carotencides muestran valores similares a los

caracteristicas de las hojas control.

Cuadro 19-C

Relaciones mAs importantes entre pigmentos
fotosintéticos, en plantas normales y recuperadas

I Clorofila I Yantofilas Rel a/b Rel clor/Carot
fontral 17,79¢1,78 2.5649 28 2,8240,03 §.3130,2
Recuperada 16,3384 4] 2,150 .85 3.1710,25 . §,3610,32

et o . e e - o 2 [Fp— o e e e e e T B g - AR

e
11

La densitometria de gelas con  muestras
tilacoides procedentes de plantas de cuatro dias de

recuperacién quedan recogidos en la figura 17. H
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672 663 652

Absorbancia —

Distancia de migracidn —

Fig 17. Densitogramas de electroforesis de remclacha deficiente
en hierro a las 96 horas de recuperacién por aporte de
este elemento.

A las 96 bhoras del aporte de hisrrao puede
Qhservarsa una esiructura de compiejos pigmento-

rot=zina completamente normal. El CPa ha alcanzado =u
E i

mEuinn dessrrolla, v ose han saparade las tres bandas ern

Las  in%tegracicnes de loz densitogramas de 1os
~ - - . — - = - 1 - = b ey .
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Intagraciones de las densitometrias de material de

control y a las 96 horas de recuperacion

LRCF -

LHCP:

CFl

o o o o I o T A e T T L R e o . e P St 8 U i oy

Fe
663 nm
Conteal 17
Recuperada 9
672 nm
Control 14
Recuperada 8
652 nm
Contrel 14
Recuperada &

LHCP:  CPa

36 12 5
34 T ]
32 10 7
30 14 8
43 ] &
3 9 1



160

La resoluclison de 1los electrorfercgramas, y las
relaciones estequicmétricas de los pigmentos, permitis
cancluir, que durante las primeras 96 horas del aporte
de hierro a plantas de remolacha deficientes, las hojas
muestreadas alcanzan un estado de pigmentacién con una
estequiometria similar a la gue presenta una hoja de
remolacha de edad fisiolégica semejante, desarrollada

en sclucidn nutritiva completa.

& fin de ocbservar la evolucién cuantitativa de los
plgmentos, se contlnué tomando muestras hasta que se
alcanzaran los niveles caracteristices de plantas no

deficientes.

ey
b

raftico A 1a ewvn

A

del naimero de dias transcurrides desde el aporte de
hierra. Las zonas sombreadas rapresentan el rango de
variacion que pueden tener los pigmentos de una planta
de remolacha cultivads, segun nuastras condiciones, en i

una solucién completa de Hoagland.
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En la figura 18 se observa un aumento lineal de la
clorofila a durante las primeras 4& horas del aporte de
hierrc, a partir de este momento e I1ncrementa  su
sintesis hasta que llega & alcanzar los valores del
conirol. Los valores gque aparecen en las graficas para
cada uno de los dias scn la media Jjunto con  la
desviaclén de las concentraciones de gels muestras,

cada una de ellas, proacedente de 10 plantas.
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El casc de la clorofila b es similar al de 1la
cloroflila a, ya que a partir de las 48 horas comienza
una rapida formacién de este plgmento, (de 0.895 a
0.951 ug.cm™*), aunque durante las primeras 24 horas 1la
evolucién es mis lenta , ya que apenas hay cambiozs en

su cencentracidén (Figura 19-AY.

La figura 18-B nmuestra cComo evoluciona la
cleorofila b respecto a la clorofila a, observandose que
en las primeras 48 horas de recuperacidén la
estequiometria entre ambas clorofilas se mantiene
constante. A partir del segundo dia la relacién aumenta

hasta alcanzar valores normales al quinto dia.

CLOROFILA b

A B
~
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La neoxantina (Figura 20-A), muestra una tendencia
similar a la de la clorofila &, pudiendo apreciarse un
aunento a partir de las primeras 48 horas. Los valores
de concentracidn relativa (figura 20-B) sufren una
disminucidén durante las primeras 24 horas ¥y se
estabilizan durante los dos dias siguientes, alcanzando

e
niveles préximos a los de control al quinto dia del

apurte de hierro.

NHEOXANTINA

[ 21

e

Clovoefila a(lo9}

e S e

. Dias tras la adicidén de hierro -

oy
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Cuando e estudian los cambios en la concentracidn
de viclaxantina, por unidad de superfiicie (figura 21-
Ad, puede apreciarse que su comportamiento se aparta
del de los pigmentos analizados hasta el momento, pues
=1 bien, existe un aumenic lineal durante las primeras
48 horas, éste es muy acusado desde el primer momento.
En plantas deficientes el nivel de violaxantina es
minimo (0.062 upg.cm ¥); a las 24 horas de adicicon de
hierro, la concentracién aumenta hasta 0.18 ug.cm™~ y a
las 48 horas 0.236 a upg.cm™=. El aumento posterior de
concentracién es mAs lento apreciandose casi una
estabilizacién a partir de las 96 horas. En la figura
21-B, se aprecla que la violaxantina parte de un nivel
inicial inferior al control, perc a las 24 horas de la
adicidén de hierrc asciende bruscamente por encima de
al, alcanzando la normalidad al cuarto dia de 1la

adicién de hierro.
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VIOLAXANTINA

1.5

t.8

4.8 l
/o

1.5 f |

EIPp e

8.15 a/ﬁ

Clorofila acloeod

e " i i "t "

Dias tras la adiclén de hierro -

Fig 21. Reprssentaci$n gréfica de la variacién de concentracidn de viola-
vantina () vy de la concentracidn relativa, dando el valor 100 a la
ctornfila 2 (B), en funcidn del nimero de dizs transcurridos tras la
adicidn de hierro a plantas de remolacha dsficientes,

La 1luteina sigue un comportamiento distinto al
resto dz plgmsntos, pussebo gque sy concentracion des—
ciends durante las primeras 48 horas (desde 0.983 hasta
0.81% pug.cw ;& partir de este momento, aumenta
hesta alcanzar un wvalor de 1,783 pg.cm ™ (figura 22-A).

Totn g el wrlomarto ovrs sufre mencr aumento de concen—

raciin a 1o larsc de la recuperacidén, e incluso ss el

i a amzem s deent e e gmtadcso Jda Aofisiencia, maAS
e — - : - o - e —_ i~ i
: ‘ = 1] S tzs pl -am vardas control (2 2.8
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Sin embargo en la figura 21-E se aprecia que alcanza la
t

estaequimetria de una planta verde, sin ap

D

na

[1}]

variacidn, a partir de la primeras 48 horas.

LUTEINA

Clavrofila a<igdd

$ e - am
FL% < REDVEIEN

atacidn grafica de la variacidn de concentracidn de luteina (8
cidn relativa, dande 2l valor 100 a3 la clorofila s
1 nimers da dias transcurridos tras la adicién ds

i ]
flarro 3 piantas g2 reeelacha daficientes,

==l conienllo de focarotens tras Lz
z Dizrras (Zlgura  E3-A0, @z practicamen=s
R ! =1 de la ciorofila a Lz
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Clorofila a/b
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caso, al nivel de racuperacisén de las hojas
deficlentes. En la figura 28 se aprecia un rapido
25Censon en la relacién debido a la sintesis

preferencial de clorofilas frente a los carotenoides,
llegando a alcanzar el valor normal de 1las plantas
verdes (zona sonmbreada) a las 86 horas de

enverdecimiento.

Clorofila/Carotencides

Dias tras 1a adicién de hierrg -

i
[

(e}
»
iR
i b ]
[I1]
¥
o

resentacidn grédfica de la relacidn clorofilacecas/Carotenoides oo
funcién dsl nimery de dias franscurridos tras ia adicisn de hisrro a

ptantas de remolacha deficientas,
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R—-XT IRCIDENCIA DE LA LUZ EN EL DESARROLLO
CLOROPLASTICO IRNUCIDD POR HIERRO

Hemos encontrado que, en nuestras condiciones de
trabajo y con el material vegetal utilizado, la
cantidad de pigmentos, asi como las estructuras
fotosintéticas, varian durante el desarrollo
cloropléstico. En los estados 1iniciales de este
proceso, la cantidad de energia recibida por 1los
pigmentos podria tener una particular incidencia en la
adaptacién del aparato fotosintético, al estar la
cantidad de clorofila, muy por debajo de 1los niveles
normales. En este apartado vamos a estudliar si 1la
cantidad de luz recibida afecta los niveles de

pigmentos fotosintéticos.

El protocolo de toma de muestras fué distinto al
utilizado en el ensayo anterior. Para este estudio se
realizaron mnuestreos sobre las mismas hojas, ya gue
parece légico pensar que las variaciones que se
produjeran en la composicién pigmentaria debian ser
minimas. FEl1 cambio de hoja en la tomae de muestras
podria ocasionar alteraciones en la composicién
pigmentaria y/o en sus relaciones y, distorsionar los
resultados alcanzados, perdiendo fiabllidad el estudio.

Por lo tanto se procedié a tomar 20 discos de 0.2 cm®.
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de 10 plantas wutilizando dGOnicamente las dos hojas
centrales. Para que las hojas tuvieran un grado de
pigmentacién 1lo més bhonmogéneo posible, el proceso de
seleccién de las plantas fué el mismo que el descrito

anteriormente

Légicamente deben estar interrelacionados, el
desarrollio cloroplastico con la incldencia de la luz en
el aparato fotosintético, por lo tanto los resultados
que se obtengan, en esta parte del trabajo, podran
deberse al aporte de hierro. y/0 a la captaclén de
energia luminosa. Para relacionar cada efecto con su
causa especifica, hemos utilizado daos poblaciones de
plantas control: una verde cultivada en soluciédn
nutritiva caompleta y otra con deficiencia de hierro, al
no baber aportadoc este elemento a la solucidn. Estos

dos tipos de plantas control junto con las deficientes

a laz que s2 lez habia adicicnado hierro, sometidos a
lag mismaz oonilllzooes 4 dessrrollo, nos oaraltisros

e

discernir que efectos estan causados por la luz y/o por

a intarvalos aprovimadeos de 4.5 horas, ¥ otra  en
c=curidad 30 minuios Tnteo o Qe =5 iniciarsz
RUSVARSL TS = pErisIo i Liuminacian La prims=ra
inmedlztAanente arnTes: Cal avortae Ja hlsrro mizntras aus
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fase de luz, siguiendo posteriormente el ritmo de toma

de muestras previamente filjado.

Los resultados obtenidos en la evoluclén de cada
uno de los pigmentos y de alguna de sus relaciones
quedan recogidos en las figuras 21 y sigulentes. Estas
figuras estan subdivididas en tres graficos. En el
grafico A, se representan las fluctuacliones que sufren
cada uno de los pigmentos en plantas sin ningidn tipo de
deficiencia. El grafico B representa la evcolucidén de
los pigmentos en plantas deficlentes en hierroc. Al
tratarse en ambos casos de material de control se
compraobé que las situaclones se repetian en los ciclos
de 24 horas. En el grafico C se expresa la
interrelacién que tiene la luz y el desarrollo
cloropléstico en la evolucidn de los pigmentos

sometidos a estudio.

las tres poblaciones de plantas se scmetieron a

1—

as mismas condlcoicnes de fotoperiodo selsccionado en

la cémara de cultivo (pag.61).

En la figura 26 se recogen las resultades
obtenidos para la neoxantina. El grafico C representa
la evolucién de este plgmento en plantas deficientes a
las que se les ha aportado hierro, y que légicamente,
en cada toma de muesiras, las hoJas han recibldo mayar
cantidad d=z luzm. Cadz uns de los punteos de la grafica

expresa la concentracisn msdia de sels muesiras junto a

aniar, En o o=ota Tlgurz sa TIDEETva que,
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apenas varia la concentracléne de neoxantina, durante
las primeras 48 horas, sin embargo, durante el primer
periodo de oscuridad desciende su nivel. Durante el
segundoc dia del aporte de hierro se obssrva un brusco
aumento cuando han transcurrido 9 horas de iluminacidn,
descendiendo posteriormente. También se da este mismo
procesoc al segundo dia, con el posterior descenso, que
continda durante el periodo de oscuridad. Si observamos
el proceso globalmente, se aprecia un suave aumento en
la concentracién de neoxantina, 1lo que confirma los

resultados obtenidos (pag.163).

Queremos seflalar que en el grafico 26-A, aungue se
aprecia un pequefio aumento en los niveles de neoxantina
en plantas normales, segin transcurre el perioda de
iluminacidén, éste no es significative, ya que sl se
utlizara la misma escala que en la figura 26-C daria

una recta practicamente paralela al eje de abscisas.

En el grafico B, se obsarva un descenso, durante
las & primeras horas de luz, en plantas deficientes.
Una vez superada esta fase, sus niveles de concen-

tracioén permanecen constantes.

En la figura 26-C podemos observar, en las tres
primeras horas, un descensc similar al que se produce
en el gratico B, pero cada vez menos acusado, debido
posiblememnte a2 las cantidades crecientes de hierro en

hcja.
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La figura 27-4, indica claramente, que las
plantas normales, presentan una sintesis muy acusada de
violaxzantina durante las primeras 7.5 horas de
iluminacién alcanzando un maximo, a partir del cual
disminuye, inzlusa  durante la fase de oscuridad,
mientras gue en plantas deficientes no existe
practicamente, sintezis de violaxantina durante la fase
luminosa y dnicamente se produce en la fase oscura. El
grafico C de esta figura muestra que, en una planta que
se esté recuperando <(grafico C>, el comportamiento de
este pigmento durante la primera fase de luz (0-11.5
horas) es  totalmente opuesto al de una planta
deficiente <(grafico B). Durante las dos primeras fases
de oscuridad se produce un gran incremento en la
concentraciéen de este pigmento. No obstante, la
situacién que aparece en el grafico €, durante la
primera fase de iluminacidén, es mas similar a la de una
planta verde control, ya que como se puede observar,
dezis el primsr momento de la adicidén de hierro, 1ia

n

a se ve afectada considerablemente.

En las primeras 7.5 horas se mulitiplica por 16 la

concentracidén iniclal, y posteriormente disminuye, como
oourre  duyrante a fase luminosa del conitrol normal
fTienra BY-Ay 0 Sin embarzzo, comparando anbas figuras an

faze o0soura, sSe absarva que mlentras en la primera

hawr urn inoremsnts
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El estudic de la evolucién de la luteina basado en
la toma de nmuestras en ciclos de 24 horas, demostré que
durante los tres primeros dias del desarrocllo
cloroplastico se producia un ligero descensno en su
concentracién. Los resultados obtenidos, a partir de
+oma de muestras a intervalos mas cortos, mostrados en
la figura 28-C, confirman los anteriores, ya que hasta
el tercer dia no se observa ningon indra@ento en la

concentracién de este pigmento.

La figyra 28-A expresa claramente gque este
pigmento, en plantas sin stress de hierro, no se ve
afectado por la luz, ya que la conceniracion permanece
practicamente constante durante anbas fases. Sin
embargo, este factor si que afecta a su concentracién,
en plantas deficlentes (figura =28-B), ya que disminuye
durante la fase luminosa, no observandose ningin cambio
durante 1la fase de oscuridad. En -la figura 28-C,
durante la primera fase lumlinosa, se puede observar un
cescenzn en 12 concentracisén, 1lgual gque ocurre en el
cantrol B de plantas deficientes, en el que se aprecia

una destrucclon.
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Las clorofilas son los pilgmentos mayoritarios en
plantas no deficientes. La evolucldén de l1la clorofila b
en los tres tipos de plantas estudladas, se muestra en
la figura 29. En el grafico B se observa un incremento
de concentracién durante la fase de oscuridad. Asimlso,
mientras en plantas no deficientes (gréaficeo A), hay una
sintesis hasta las primeras 7.5 horag, en el B se
observa una brusca caida en la concentracién. El
grafico C muestra que, en plantas sometidas a
desarrollo cloroplastico, el comportamiento difiere del
control B, ya que en las tres fases oscuras se mantiene
o 1ncluso desciende 1la concentracién. En el segundo
perioda se 1incrementa la concentracién durante las
primeras nueve horas (31.5), y en el tercero continia
el aumento considerablemente, prolongandose durante 13
horas y media (52.5). Asimismo, durante las primeras 48
horas, apenas se regilistraron cambios en la
concentracion de la clorofila b (figura 29-0C),
confirmando los resultados del apartado anterior

(figura 19).
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El grafico A de la figura 30, demuestra que la
ciornfila a se sintetiza durante la fase luminosa,
mientras que en el periodo de oscuridad hay una
disminucién en la concentracisn. En el grafico B, se
Chsarva un increments en la concentracién durante la
faze de oscuridad. La evolucién de la clorofila a, en
plantas sometidas al desarrollo cloroplastico, queda
representada en el grafico ¢, en el que se oaobserva,
durante el primer periodo de fase luminosa, un descenso
en la concentracién de este pigmente, como acurre en el
caso de lags plantas deficilentes, pero en los periodos
sucesivos, una vez que ha llegado el  hierro al
cloroplasta, se encuentra una sltuacién similar a la
del grafico A. El grafico C parece indicar gque la
clorofila a comienza a acusar los efectos del aporte de
hierro en la solucién nutritiva a partir de las ocho

primeras horas.
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El grafico A de la figura 31, representa la
relacién clorofila asclorafila b, en una planta no
deficiente. Durante las fases luminosas, esta relacién
aumenta debido a un incremento de la clorofila a
(figura 33>. La clorofila b, unicamente se incrementa
durante las primeras & horas, pero este aumento no es

propercional al de la clorofila a.

El grafico B muestra la evolucién de esta relacidn
durante 24 horas en plantas deficientes. Desde el
comienzo, e puede abservar un descenso durante las
primeras & horas, a partir de las cuales hay un ligero
incremento, el cual, si observamos laos graficos B de
ambas clorofilas, puede estar motivado por una mayor
disminucién de la clorcefila a. Esta relacién no varia
durante la fase de oscurilidad, ya que se sintetizan

ambas clorofilas en igual proporcidn.

El graficp € muestra comc =2 alterz la ralacisn
entre ambas clorofilas, en plantas sometidas al
desarrcllo cloroplastico, en las cﬁales, n el segundo
dra hay una relacidén acusadamente alta que desciende
paulatinamente hasta los Cvaiores normales
(aproxiamadamente 3. La caida brusca entre 51-35
horas se debe a que es el periodo de tismoo en el que
misntras la clorafilsa a sufre U Inorsemsnto
proporoional al da los oTtros pericdo:z 12 mioroiila b
auvmenta hruscamente.
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El grafico A de la figura 32 muestira gque hay una
sintesis de B-caroteno en plantas no dificientes
durante las primeras 8 horas, a partir de las cuales su
concentracién se mantiene congtante, no teniendo
ninguna influencia el pericdo de fase oscura. Si est
comportamiento ge compara con el de la clorefila a, se
puede observar que es bastante diferente, ya que hay
sintesis de la misma durante el pericdo luminosa vy

catabolismo durante la fase de oscuridad.

La evolucisn observada en La figura 31-A, es muy
similar a 1la que presenta la clorofila b, ya que la
sintesis de ambos pigmentos se produce aproximadamente
en el mismo periodo de tiempo y posteriormente su
concentracién se mantiene practicamente inalterable. El

grafico B muestra para el mismo tipo de plantas la
a

evolucidn de egte plgmento, similar al de la=s
clorofilas a v b indicandoc que durante la fase
iumino=a se produce una destruccion ¥y una  Sintesls

durante la fase de oscuridad.

e
viene reflejada en el grafico C, en el que en conjunic
o de este pizmento durante 12

formacion de tilacoides y su evolucién es sinmilar a L

i
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Como ya se demostro (pag. 163),” la relacién
clorofila/carotencides es un buen indicador del estado
de deficiencia de la planta. Come puede observarse en
laos graficos A y B, que corresponden a los controles
normal y deficlente, esta relacién en plantas sin
pingun tipo de deficiencia presenta un valor alto
(5.5), mientras gque eI plantas deficientes el wvalor es
bajo (inferior a 3>, ¥ya que la cantidad de carotenoldes
es mucho mayor gque la que le corresponde a la
clorofila. En 1la figura 33-C se puede apreclar - que
existe una fase de "lag", durante el primer ciclo, ya
que parece no haber sintesis de los pigmentos durante
estas primeras 24 horas. A partir de este monento
asciende la concentraciéon hasta las 35,5 horas. En la
fase de oscuridad decrece la relacién, no por aumento
de la concentracién de caroctenoldes, sino porque en
estns mismos periodos disminuyen las concentraciones de

cloronfilas.



1l3g

RELACTIUON Clorofila/Caroctencides

5.5

SH

¢ 3 5 US

c2.5

4.5

22 § 27 31 5 35.8 46,5 51 §5.5 53,5 0.5 1.5
.mh - - i, S . T

L FAS «:f. AQ1CiOnD Ge fe‘é

cion olorofila‘carotenoides en las

Lo (Cy, en un ciclo
;-rmalee (AY y dolicicntes en hierro

1
2 eanverdscinien

) ., . :
2omaToa 2L DosrlioiT i pzouridad,



189

DISCUSION

El estudlo de la evolucisén de pigmentos durante 1la
formacién de membranas tilacoldales, comoc consecuencia
del desarrocllo cloroplastico inducido por hierro, debe
aptyarse en una metodologia que permita 1la separacién ¥y

cuantificacién de dichos pigmentos.

Al tener estos Elgmentos un caracter lipidico, es
necesario que se exfraigan del material vegetal 1la
totalidad de los mismos, 1o gque confiere a la eleccidn
del extractante un ca;acter especlal. En el cuadroc 1 se
dan las concentraciones de pigmentos obtenldas, al

aplicar las férmulas vz ooitaldas Semae 9n Toam omtgme

conjunto de muestras, en cuatro solventes distintos., Si
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comparamns los distintos extractantes, en principio
podria deducirse que el mas eficaz es el metanol, ya
que aplicando las férmulas de Arnon, se.obtienen 33.10
ug.cm™% de clorofila total y con acetona del 80%, da un
valor de 29.68 ug.cm=. Esto parece indicar que 1los
valores de concentracién estan 1influenciados por la
naturaleza del extractante. Sin embargo, al utilizar un
mismo solvente (acetona del 80%) vuelven a encontrarse
diferencias entre valores al aplicar distintas férmulas.
Asi, utilizando las de Arnon se obtiene una valor de
clorofila total de 29.69 pg.cm™* y una relacién a/b de
2.27;:; mientras que las de Lichtenthaler dan 26.0% ug.cm™
= vy la relacién es de 4.10, lo que demuestra que 108
valores que proparcionan estas ecuaciones estan
influenciados por factores ajenos a la concentracidn
real de pigmentos en el material vegetal Yy como es
légico, no se puede deduclr ninguna conclusién, a la
vista de este cuadro, puesto gue la variacién en la
concentracién de cleorofila podria achacarse al solvente,

a la polaridad, o a la férmula empleada

Entre lac tecnicas que se pueden utllizar para el
analisis de pigmentos, una de las mAsS preclsas, pensamos
que podria ser la cromatografia liquida de alta

eficacia.

La mayoria de los lechos qgque Sse utlizan en el
re'leno de columnas para HPLC, suelien sar de particulas

L 5L LLTE, yoSu Comporiaiienito cromatografiico esta

1%

vae=mcis  en  la interaccisn  entrs 108 compuestos de

£
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distinta polaridad de wuna muestra con 1los grupos
hidroxilo que se encuentran en la superficie de dichas

particulas (Si-0H>.

La caracteristica cromatografica de la silice,
puede modificarse sustituyendo sus radicales -~0UH por
ptros grupos funcilonales, proporcionande lechos de
distinta polaridad. La wutilizacién de columnas cuyo
relleno sea mAs polar que la fase mévil, provoca gque se
retengan mAs fuertemente, los compuestos mis polares
tadsorcién), por el contrario, s1 el lecho es menos
polar que la fase mdévil, quedaradn mAs retenidas las
moléculas menos polares. Segan esta propledad, la

cromatografia puede ser de fase normal o reversa.

La mayor parte se separaciones por HPLC se realilza
en la actualildad con columnas de fase reversa, porgque se
equilibran més rapidamente, necesitan mencs solvente y
tienen un compartamiento quimico mas versatil que las de

silice sin modificar.

La eficacia de un sistemn de HPLC esta
condicionada, entre otros factores: por la columna y la
fase uévil. En una primera etapa probamos las fases
citadas por: Lichenthaler, Prenzel y Khun (i%884): mezcla
isperatica del 9% de agua en metanol; Braumann y Grime

(1981): gradiente lineal de metanol-acetonitrilo 25/75

(v/v):agua; Eskins (1e77: nezclas discontinuas
WELAROL: aglia,  AuULYus poSlerLOrmEnte bBsaias y  Dution
(18727 urilizarcn: un programa linsal ds metancl del 90%
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y acetato de etilo. El tiempo de desarrcllo de los
cromatogramas con estos eluyentes en las condiciones
estableclidas por los autores, era excesivo, debido
probablemente al mayor nimerc de platos de nuestras
columnas, lo que las hacia poco adecuadas para nuestro

slgtema.

La mayoria de las férmulas empleadas en la
cuantificaclén de pigmentos se basaban en extracciones
con metanol, etanol o acetona, bién en estdo puro, o
diluidas con distintas proporciones de agua; puesto que
las caracteristicas de nuestra columna nos permitian
trabajar con estos solventes, ensayamos distintas fases
méviles, que tenian como base los solventes
anteriormente menclonados, La fase mdévil, asi como el
gradlente se fueron simplicanddo al mé&ximo, hasta llegar
a los resultados que se presentan en la figura 1. Los
salventes organicos mASs apropiados, en nuestras
condiciones de trabajJo, eran el metanol, etanol, y la
diluclién acuosa del primero en mayor o menor proporcilén,
1o que nos permite reducir el tiempo de desarrolleo 4 a
& minutos), manteniendo la integridad de los distintos
picos en el cromatograma; ademas de resolver
perfectazmente, los plcos representativos de cada uno de
log pilgmentos, & excepclén de la zeaxantina., For 1lo
tanto seleccilonamos las condiciones especlfiicadas en el
altimo éromatogrma de esta figura, ya que se obtenia una

buena rescluclién en un tiempo muy breve.
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El capllar del inyector de muestras (loop), era de
volumen fijo (20 pld, que a su vez permite inyecciones
repetidas de una muestra hasta un miximo de 120 ul, sin
distorsionar ni la forma del cromatograma, ni la
carrelacién entre la concentracidén y el area de cada uno

de los picos.

La deteccidon de las fraccliones separadas por el
sistema cromatografico se realizé a 440 nm, ya que la
totalidad de pigmentos fotosintéticos presentan
absarcién a esta longitud de onda <(Val, Heras y Monge,
19857,

La identificacison de los plcos que aparecen en los
cromatogramas de HPLC se realiza generalmente por
comparacién de las movilidades relativas de los
compuestos con las de patrones. La obtenclén de patrones
de clertos pigmentos fotosinteticos que no se encuentran
disponibles comercialmente ©o de dudosa pureza, presentd
algunas dificultades, ya que algunos no se encuentran
disponibles comercialmente, vy ademas pudimos comprobar
gue dnicamente las clorofilas a v b y el PB-caroteno,
eran puros, mientras que las xantofilas y el restosde
carotenos presentaban contaminacioén debido a la
presencla de  productos de degradacién y a coiros
pigmentos con simlilar movilidad en el procedimienté de

obtencidn.

Esta c<ircunstancia nos abligé a obtener nusstiros

crogplos patrones de pigmentos fotosiateticos, mee

Ly

.
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la utilizaclién de cartuchos Sep-Pack, basandonos en la
técnica de purificacién de muestras para el analisis de
pigmentos fotosintéticos por HPLC (Eskins y Dutton,
1979,

Una de las caracteristicas de los carotenoldes es
Su espectro de absorcién molecular, que estd en funcién
del grupo croméforo y de la cadena de polieno. Asimismo,
estad influenciadoc por las caracteristicas estructurales
y por el solvente. Aunque hoy en dia la identificacién
de pigmentos puede basarse en la espectroscopia: de
masas, de infrarojos y de resonancia magnética nuclear,
uno de los procedimiento mAs usuales es la determinacién
del espectro de absorciénm en la regién del visible, en

distintos soclventes (Davies, 1976).

El metodo de identificacién de pigmentos utilizado
por nosotros, implica la previa separacién por HPLC, el
alslamiento por el método del Sep-Pack, y el estudio del
espectro de absorcién en distintos disclventes

crganicos.

La fraccién correspondiente a cada uno de los
Pigmentos individualizados, se redisolvié en sulfuro de
carbono, hexano y etanol. Loz desplazamientos relativos
de los espectiros de los carotenoldes en hexano ¥y en
sulfuro de carbono, permiten ldentificar los maximos
espectrales con un margen de error minimo. Si bien, los
PemeoasallE @l @nanctd, ©L ia  mayoria  as  los  casos,

orezsentan un espechiro  muy  ssnejante a cuando  estan
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disueltos en hexano, fue determinante la eleccisén de
este solvente, ya que permite discernir entre pigmentos
que sufrian un desplazamiento en los maximos al afiadirle
una gota de clorhidrico, es decir, diferenciar

monocepéxidos y diepdéxidos (figura 2).

Los espectros de las clorofilas a y b (figura 3-
B>, 4nicamente se registraron en etanaol, por ser estos
pigmentos facilmente distinguibles del resto al ofrecer
una absorcién caracteristica en la regién del rojo.
Asimismo, so0lo se ofrece el espectro en etancl del R-
carotenc (figura 3-C), ya que procedia de un patrén

adquirido comercialmente (SIGMA).

Mencion especial merece el caso de la luteina y la
zeaxantina. Prenzel y Lichtenthaler (1982) lograron
separar estos dos pigmentos trabajando con dos columnas
en serie. Braumann y Grime (1881) indican que es posible
separar ambos pigmentos mediante pequeflas variaciones en

la compesicién de la fase mévil. Aungque hemos ensayado

diferentas sluyent

il

= =2 incluso las mismas facses méviles
recomendadas por los citados autores, en ningin caso se
observé hombro o desdoblamiento en el pico identificado
por nosostiros, como luteina, a pesar de aumentar la
polaridad de las fases recomendadas por dichos
investigadores. No cbstante, para comprobar este punto,
despues de concentrar la fraccion correspondiente a este

"t
—h

cmetisc a cromatograiia de capa fina, s3a2gan

8}
i
[H

g o o =
LA TR [ =

lzz condiciones de Hager v Bartenrath (15650 ohtaeni=ndo

s osola mancha. DESUD Dussiias condicinnes ds Trapajo,
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el cromatograma presenta un pequefio pico entre 1la
luteina y 1la clorofila b, al cual Ile asignamos la
denominacién de L1. Aunque en pequefias cantidades sgse
logré aislar este pigmento, y se comprobé gque tambien
aparecia en otras especies. El estudio de sus mAximos
espectrales en los solventes utilizados no nos permitid
ldentificarlo con ningin otro carotenoide citado en la
bibliografia. Podria pensarse que esta fraccilén L1 fuera
la zeaxantina, perac en  hexano, ésta ofrece los
siguientes mAximos en nanometros: 424, 449, 476; en
sulfuro de carbono: 450, 482 y 517; los maximos en etanol
son: (428>, 450 y 478; por lo que al compararlos con los
obtenidos para el L1, se observa que no existe relacién
entre un pigmento y el otro, Por otra parte, a
diferencia de 1la zeaxantina, el L1 debe tener una
estructura carente de grupos epéxido, ya que al afladirle
una gota de clorhidrico, al pigmento disuelto en etanol,

no se observé ningin desplazamiento de los mAximos.

Jefirey et al. (19745, demostraron que las
membranas externas de cloroplastos de espinaca sometidas
a altas intensidades de luz, presentaban una relacién
violaxantina/ (luteina+zeaxantina) de 0.75, mientras que
para tratamientos con bajas intensidades esta relacién
era d= 3.5 aproximadamente, El que Prencel y
Lichtentaler (1682 pudieran identifcar 1la zeaxantina,
podria deberse al hecho de trabajar con plantas
sometidz= a altas intensidades de luz, ya que en los

e N - ° o ° i
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bajas intensidades, no congiguen identificar dicho

plgmento,

La cuantificacisén de los pigmentos, se reallzé
inyectando cantidades conocidas de cada uno de ellos,
registranda el cromatograma a 440 nm, determinando las
Areas de estos pilcos, y aplicando los factores de
conversién, mencionados en el capitulg correspondiente

(pag 1007,

La c¢oncentracién de 1los patrones obtenidos por
nesotros de cada uno de los pigmentos se calculd
midiendo la absorbancia en los maximos y aplicando los
coeficientes de extincién ciltados en la bibliografia

{(cuadro 3.

Una veg obtenida una solucidn stock, de
concentracién conocida, se procedié a inyectar, en el
cromatégrafo, diferentes dilucicnes de dicha solucién,
gue proporcionaron picos con distinta area, que
sirvieron para elaborar rectas de regresién para cada
uno de los pigmentos, en las que se correlacionaron las
aAreas obtenldas con las concentraciones.

En el cuadro 4, se puede observar la pequeila
variacién gque sufren los tiempos de retencién de los
pigmentos en la columna, presentandose lag mayores
discrepancias, pero no superiores a 4.7 en el CV, para
&> prizer pigmento en aparecer, la #O8CXHALLLILL, @ pad.s

de la cual dicho cpeficlente va disminuvendo, alcanzandd
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el valor de 1.9, para el Gltimo pigmento del

cromatagrama, el B-caroteno.

Los coeficientes de variacioén de las
concentraciones sobre nueve alicuotas del mismo extracto
vienen expresados en el cuadro 4, en el que se puede
observar que el mAYOr valor corresponde a ia

taraxantina, pigmento que se presenta en concentraciones

muy bajas. Hemos de indicar gque a pesar de haber
encontrado un  nuevo pigmento (L1>, no lo hemos
cuantificado, ni se ha considerado en resultados

posteriores, ya que para ésto habria sido necesario,
bien asignarle un coeficiente de extincién ficticlo, o
haber calculado éste, con el inconveniente del pequefio
rendimentoc que se puede obtener de las plantas,
insuficiente para obtener una cantidad susceptible de

ser pesada.

Una vez puesta en marcha la técnica de HPLC, se
dispuso de la herramienta adecuada para determinar 1la
influencia del solvente, en la eficacla de extraccién de

plgmentos fotosintéticos de material foliar.

Como puede apreciarse en el cuadro 5, no existen
diferencias significativas en el rendimiento de
extraccién entre el solvente ensayado y por lo tanto,

elegimos la acetona 100 %, por varias razones,

s

principalmente por 1la senclllez de disponer de u

h

R P T R S -5 e T o - 1 i S
Ge3davoikos SL0 NeEcCeslCau G mescias, Qe 2n e. CAaso .

algun pequelic error podrian variar los coeficientes de
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extincién de los plgmentos. Por otra parte, segun
algunos autores (Wintermans y De Mots, 1965), el metanol

puede producir alomerizaciocnes.

El cuadro € permite deducir que para conseguir el
mayor rendimiento de extraccién deben utilizarse
relaciones &rea de hoja/volumen de extractante muy
bajas, puesto que para valores de la relacilén superiores
a 0.185 hay una clara disminucién de la concentracién de
cloroflla total y en mayor medida de la cantidad de
carcotencldes, como puede deducirse teniendo en cuenta la
relacién clorofila/carotenoides. Teniendo en cuenta que
la utilizacidon de relaciones muy balJas nos obligaria a
emplear grandes volumenes de extractante, o bien a tomar
muy pocos discos de hoja, lo cual perjudicaria la
representatividad de 1la muestra, consideramos que 1la
relacién 0.18% proporciona un buen rendimienta de
clorofilas b carotenolides, v ademas, la
representatividad de la muestra es suficiente en la

mayoria de los casos (5 discos de 0.37 cm® en 10 ml).

La disminucisn de clorofila en plantas deficientes
viene acompafiada por una alteracién en la estructura de
las membranas tilacgidales (Flatt-Alolia et al., 1983),
y de2 sus componentes de la membrana, incluyendo los
pigmentos captadores de luz, clorefilas y carotenoildes.
Habitualmente se habla de una disminucién de la relaciédn
clercfila/carotenclides (Terry, 1980; Shetty v Milier,

Dy VAT el R i iadA by ol Q@G LUl ion Me.dativa ae LG
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clorofilas y carotenos respecto a las xantofilas (Terry,

1980; Bolle—Jones y Notton, 1853).

En condiciones de deficlencia de hierro, tambien
pueden observarse cambios en la relacién clorofila
a‘/clorofila b Diez-Altarés, 16959; Heras, 1860; Bindra,
1980; Terry y Abadia, 19886), si bien Spiller y Terry
(1880> no aprecian diferenclas significativa de esta

relacién en hojas de plantas de remolacha.

Resueltos los praoblemas referentes a la
extraccién, conservacién (cuadro %) y anélisis de
muestras, procedimos a estudiar Como afecta la

deficiencia de hierrc a cada wuno de los pigmentos
fotosintéticos. Estos se representaron en funcién de la
concentracién de <clorofila &, ya que las plantas
deficientes en hierro tienen menor cantidad de clorofila

poer unidad de cloroplasto, que las normales.

Observando las figuras 4 y % referentes a la
variacién de neoxantina vy violaxantina, el valor de las
ordenadas en el origen de 1las rectas de correlacion
entre estos pigmentos y la clorofila a es 4% 0.046 y
0.07 upg.cm”® respectivamente. Asimismo, el valor de la
ordenada en el origen de la recta que representa al f-
caroteno (figura 7)), es de 0.01 pg.cm . La ciorefila b,
aunque mno viene representada frente a la cloroiila a,
tambien tiene una ordenada en el origen carcana & CEIC,)
como se puede deducir de los valores de la grafica en

Que viene representada la relacion entra ambas
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clorofilas (figura 8>. Todo ésto demuestra que la
disminucidén de clorofila a, lieva aparejada una
disminucién gradual de los pigmentos menclonados, y la
desaparicién de esta clorofila, produciria una ausencia

de todos los pigmentos, a excepcién de la luteina.

La 1luteina (fig. 6>, cuande no hay clorofila a,
tiene un vator de 0.6 ug.cm™ =, lo que nos indica que
este plgmento es el menos afectado por la deficlencia de

hierrao.

Estuos resultados confirman el que la xantofilas
disminuyan en menor proporclén que el resto de pigmentos
(Terry, 1980}, pero coémo nosoiros demostramos, é&ésto es
debido a 1la presencla de concentraciones relativamente

altas de luteina.

El valor atipico de la ordenada en el origen de
la luteina, explicaria por qué las hojas con deflciencla
de hierro presentan tonalidades cada vez nas amarillas,
segin va disminuyendo la concentracidén de clorofila, ya
que este pigmentos es el Gnlcn que puede dar color a las

hojas.

Los resultados presentados en las figuras 4 a 7,
demuestran que, una supuesta hoja carente de clorofila
a, solamente contendria luteina, ya que su ordenada en
el origen es la anica que tiene un valor
ElinalilalijéckEsce  dawuiaie s cero (U, 0  pg.cmT).  ED

este supestn, puede pensarse que no existe estructura
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tilacoidal, y por lo tanto teniendo en cuenta que como
indican Nishio ¥ Terry (19835, los cloraplastos
deficientes en hierro no contienen cuerpo prolamelar,
por lo tanto esta xantofila tendria que estar localizada
en otros lugares distintos aparte del tilacoide, como
padrian ser los glébulos osmiofilicos © bién las

membranas de envaltura del cloroplasto.

Los valores de la relacién clorofila a/clorofila b
que figuran en la bibliografia, en condiciones normales
suelen oscllar entre 2.5 y 3.8, Si observamos la figura
8, se aprecia que esta relaclén se mantiene
practicamente constante con un valor alrededor de 3,
para valores superiores a 5 pug.cm™* de clorofila a. En
el caso de plantas con una concentracién de clorofila a,
inferior a 5 pg.cm™=, la relaclén entre ambos tipos de
clorofila aumenta espectacularmente, debido a que la

clorofila b disminuye en mayor proporcién.

Una posible explicaclén para el incremento de esta
relacién que se encuentra en hojas afectadas por
deficiencia inducida de hierro, podria SR la
fotodescomposicién de la clorcfila b.

En algunos casos de deficiencia de hierro, ademnas

de la ausencia de uno o varlios elementos, interviene el

factor 1luz, que actua acentuando los sintomas de
amarililez, Virgin (185857 demostro que con altas
intensidades de luz, se praaucas me s ciorozila,

PR E.

fendémeno que atribuye a la destruccior
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a la falta de formacisén del mismo. Sagronsky (19567,
observa que cuando se reduce la intensidad de luz en un
48%, se forman mayores cantlidades de clorefila, emn
plantas de tomate, mientras gque para intensidades
crecientes de luz disminuye el contenido en clorofila,

permaneciendo constante la relacion a/b.

Aach (1954), trabajando con Chlorella, encuentra
gue las formas menos oxldadas; por 1o tanto la

cloropfila a desaperece antes.

Strain (194%> afirma, que la clorofila b es mas
susceptible a la fotooxidacién que la a. Myers (18407,
muestra que la relacién clorofila a/b, es identica en
luz y oscuridad. Smith y Koskl (1947, 1948)>, encuentran
en plantas cultivadas en oscuridad un valor normal de la
relacién entre cloreofilas, y segun estos autores la

iluminacisén no tiene influencia scbre estos plgmentos.

Diez—-Altares (19595, trabajando con peral ¥
cacahuete, afectadas por cleraosis calcérea, observé un
aumento del contenido en clorofilas, en ambas clases de
material, al disminuir en un 98% aproximadamente la
intesidad de la luz. Asimismo, observa que la
fotodescomposicién de la clarofila por influjo de altas
intesidades de 1lugz, lleganda a la conclusién de que la

forma b de la olorofila, es la mAs fofolabil.

Los datos representados en las figuras 29y 30,
t

ran gue, en plantas no deficlentes, es decir con



204

el caracteristico color verde (grafico A)>, la clorofila
a disminuye en la oscuridad, mientras que la clorofila
b, permanece constante. Esto explica que la relacién
entre ambas clorofilas disminuye durante los periodos de
oscuridad, como se observa en el grafico A de la figura
31.

En plantas deficlientes (graficos B), tanto 1la
clorofila a, como la b se incrementan durante el periodo
de woscuridad, mientras que en las fases luminosas
disminuyen notablemente. Esto parece indicar que, aunque
el bhierro no interviene en la sintesis de clorofilas, de
alguna forma Jjuega un papel en 1la fotoproteccidn de
estos pilgmentos, y la relacién entre ambas clorofilas

practicamente no varia durante el periodo de oscuridad.

Tode ésto demuestra que los valores de las
relacignes entre ambas clorofilas dependen de 1la
presencia en mayor o menor proporcién de hierro en el
ciloroplasto, lo que produce su enverdecimlento, ¥y a su
vez parece, que las clorofilas, hasta una concentracién
de clorofila a supericr a2 5 po.cm™®, no se encuentran
afectadas significativamente por la luz. Al trabajar con
material con un contenidoc en ¢lorofila a, 1inferior a 5
Hg.cm =, aparecen estas relaciones tan altas, debida a
un disminuclién preferencial en el contenido de la
clorofila b, sin poder especificar, i es debido a la
fotodescomposicién, o por el contrario, est4d motivado

wor el papel que parsce jugar el hierro en su mecanismo
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Segun Diez-Altares (1959 el orden de destrucclon
de los pigmentos, en el casao de deflciencia inducida de

hierro es:

Clorofila b -+ clorofila a 2 xantoflilas -2 carotenos

Segan nuestros datos (figura 267, en material
normal, la luz no afecta a los pigmentos fotosintéticos
{graficos A, Sin embargo, en material deficlente
{(graficaos B), se observa una fotodestruccién, quedando
mas afectada, en porcentaje: clorofila b, clorofila a,

B—-caroteno y xantofilas.

81 como hemos dicho, a los carotencoldes se les
asigna el papel fotaprotector de las clorofilas, se
podria pensar que deblido a la deficiencia de hierro, las
clorafilas no estaban suficilientemente protegidas. &i
sunamos los valores de los carotenoides y los dividimos
por la cantidad de clorofila <(cuadros 11-A, 13-4, 15-4,
17-4 y 19-4) observamos que esta relacidén varia entre
0,34, para los casos mas deficlentes y 0.19 para el mas
recuperado, le que demuestra que la cantidad de
carotenoides por unidad de clorofila es mayor en el
material més deficiente, y por tanto que hay suficiente
cantidad de carotenoides para fotoproteger las
clorofilas. Esto podria explicar el escaso o nulo papel

de la luz en el mantenimiento de la relacién a/b.

t
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que esta relaclon es constante (Spencer y Possingham,
1960; Botrilll, Possingham vy Kriedemann, 1970), otros
afirman gue aumenta (Stocking, 1975 y Bindra, 1980). Por
lo tanto podemos afirmar que en plantas superiores la
relacion entre clorofilas puede ser constante o variable

dependiendo del grado de deficlencia de la planta.

Las membranas tillacoidales contienen pigmentos
unidos de forma no covalente a proteinas, formando los
complejos pligmento-proteina que constituyen 1las pilezas
fundamentales de las estructuras del aparato
fotosintetico. El primer paso en el estudioco de los
complejos clorofila-proteina es la eleccién de un
detergente adecuado para solubllizarlos y liberarlos de

la matriz lipidica.

Para cada preblema {desnaturalizacién, solubl-
lizacidén, estabilizacidn, reconstitucién,...? existe un
detergente apropiadoc que se pueden. agrupar en tres
tipos: anidénicos, na 1énlcos y zwitterionicos., Todos
roapen la blcapa lipidica de 1las membranas, separando
los lipidos de los complejos protéicos, en condiciones
caracteristicas segun el tipo. Para romper togélmenté
las membranas y separar cada uno de los componentes
proteicos, a menudo los investigadores utilizan

detergentes de tipo 16nico, siendo los mas usados el

dodecilsulfato (SDS) y el laurilsulfato de sodio (LiDE).

il
lmi
f
9]

La principal 1informacidn que se obtiene d

proteinas solubilizadas con SDS, es la posiblidad 4

ifi
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calcular su peso molecular al sometarlas a
electroforesis y comparar su movilidad con patrones de
proteinas conocidos, ya que éstas generalmente se hallan
desnaturalizadas e inactivas. Asimismo, la solubilidad
de este detergente permite utilizarlo en electroforesis
sobre geles de poliacrilamida a temperaturas entre cero

¥y cuatro grados.

Las membranas tilacoidales se diferencian en
apiladas, formando los grana y las que estan en
caonctacto con el estroma, y por lo tanto no apiladas,
Los polipéptidos de estas membranas estan organizados en
cuatro subunidades embebidas en una capa bililipidica: el
PS II-LHC II, el PS I-LHC I, el citocromo b6-f y el CFao-
CP:+ ATPasa.

Analisis de 1los tilacoides procedentes de las
membranas apresadas y no apresadas, demuestran que las
cuatro subunidades mencionadas anteriormente estan
distribuidas desigualmente entre las capas lipidicas de
los grana y las que estan en contacto con el estroma.

.

Los primeros 1intentos de separar los complelios
pigmento-proteina, mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida 'y sclubilizaclén de los tilacoides con
SDS, pusieron de manifiestoc la existencia de dos
complefos clorofila-proteina, CP1 v CPZ (Deawn, (Oha*:2
Shibata, 1966; y Thornber, 1975). Técnicas mas recisntes
(Anderson, 1932) han sarvidc Trra Aasmostoor o gus 2l

consta de 2 o mas complefos clorofila—proteina (TP v

a3
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CPla), y el CP2 puede resclverse en varios complejos
captadores de luz (LHCP) y en el CPa. El CPla, asociado
con el fotosistema I, se trata posiblemente de una
agrupacion del CPl1 con un captador de luz (Wild vy
Hurschel, 19807,

Los oligémeros y monémeros de los captadores de
luz LHCP,, LHCP., y  LHCPu, presentan una relacién
clorofila a/clorcfila b de 1.1 &a 1.9; en el CPa,
asoclado con el centro de reaccién del fotosistema ITI,
esta relaclén es mas alta, (2.5-7) (Eskins, Duysen ¥y
Olson, 1983), El LHCP., tiene ademas de una relacisn
a/b, baja {1.1-1.3>, la luteina COmO principal
carotenoide. El CPl egtéd caracterizado por relaclones
a/b altas y el PB-caroteno es el principal carotenoide
(Lichtenthaler, Prenzel y Khun, 19825, La mneoxantina,
violaxantina y luteina son los carotenoides principales
de los conmplejos captadores de luz, con una relacién
neoxantina/violaxantina de 1.4 a 3.2 (Eskins, Duysen y

Olson, 1983>.

El estudioc de los complejos pigmento~protéicos, se
realizoé mediante la técnica de electroforesis
solubilizando las membranas con 8DS, segiun el métode de
Anderson (18822, Con este procedimiento y  una ve:z
realizada la densitometria correspondiente (figura 9),
pudimos distinguir 8 Dbandas de color verde, de las
cuales, tres pertenecidn a complejos de centros de

I'iz& 22100 LW, y Cadds wa 1 & D2 L N S N - S e dond S i

1

Anderson, otros autcra2s han conseguids

3

H
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Con la técnic:

§



209

separar nuevas bandas pertenecientes a complejos antena,
que denominaron LHCP.. y LHCP, <(Braumann, Weber y Grime,
1982; Lichtentahler, Prenzel vy KXhun, 1982; Prenzel b
Lichtenthaler, 19825, La aparicién de estas bandas
podria deberse a la diferencia en el material vegetal

utilizado por nosotros y los autores mencionados.

La densitometria de los geles se realizé a tres
longitudes de onda distintas (672, 663 y 652 nm), para
diferenciar las estructuras ricas en clorofila & o b,
distinguiendo, de esta forma, los centros de reaccisén
de los fotosistemas (ricos en clorofila a) y las antenas
que se caracterlzan por la presencia de cantidades
importantes de clorofila b, La densitometria a 672 nam
destaca las bandas electroforéticas con clorafila a,
mientras que la realizada a 6%2 mn, evidencia la
presencla de clorofila b. Al ser los centros de reaccién
mas ricos en clorofila a que en en clorofila b (cuadro
9-4A>, la densitometria a 672 nmnm, pondra de manifiesto
los centros de reaccién, mientras que la lectura a 652
nm revelaréd, con mayor Area, las correspondientes a los
complejos captadores de 1luz, ya que en éstos, la
cantidad de clorofila b es similar a la de clorofila a
(cuadro 9~A). La densitometria a 663 nm, es la forma mas
usual de registrar los densitogramas de electroforésis
de compejos pilgmento-proteina, ya que expresa la
contribucién media de ambas clorofilas, como se deduce
de los cuadros que recocgen los walores de las

integraciones (cuadros 12, 14, 16, 18 y 20.
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Para la comparacién de las bandas que se
obtuvieron en los eleciroferogramas procedentes de
muestras de cloroplastos deficientes o <¢on distinto
grado de recuperacién, se realizaron los espectros de
absarclen de cada una de ellos, En 1los espectros
carrespandientes a los complejos de antena, se aprecia
un hombro en las inmediaciones de 650 nm y un mAximo a
470 nm, con ligeros desplazamientos, dependiendo de la
proteina a la que esten unldas (figura 10). Asimismo,
los espectros correspondientes a los centros de
reaccion, al tener mayoritariamente, clorofila a, quedan
definidos por la falta de hombro a 650 nm y Gnicamente
se detecta la presencia de clorofila b en el CPa, por

la meseta a 472 om (figura 10).

Mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y
solubilizando los tilacoides de remolacha con SDS, hemos
encontrado tres complejos clorofiia a-proteina,
correspondientes a centros de regccién, segan La
nomenclatura de Anderson (1880>: CP 1, CPal y CP a; v
tres complejos captadores de luz clorofila a/b-proteina:

LHCP v, LHCPz Yy LHCP.,

>

Al realizar el analisis de pigmentos de las bandas
vaerdes sepradas por electroforesis, obtuvimos los datos
~del cuadro 9-A. En el que se observa, gue el dnico
complejo gue es significativamente diferente del resto,
POYBU CIDLELIIS Sl HELIIILLAD, S5 &L LIls o,y Ga® oadd

demas tienen wvaloresz ianfsriores. Quarsoos
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menor, ya que supera, en concentracién, a las otras 4dos
antenas (LHCPz y LHCP.)>. Una posible explicacion del
alto contenide en xantofilas en el CPa es que en 1los
desarrollos electroforéticos relizados con la técnica de
Anderson <1082>, este complejo migra muy préximo al
LHCP=, 1o que hace probable, que en el alslanmiento de
estas bandas se produzca contaminacién entre ambas, psro
&ésto contrasta, en clerta forma, con el contenido en
clorofilas de ambos complejos, ya que de existir
contaminaclén seria de todos los pigmentos y la relacién
entre clorofilas {(cuadro 9-C) del CPa, seria menor. Esto

parece indicar que el CPa es el cemntro de reaccion con

mayor contenido en xantofilas.

Al comparar las relaciones entre clorofilas de
cada uno de los complejos (cuadro 9-C), podemos observar
que hay dos grupos diferenciados, unos con valores de
esta relacién inferiores a 1.5 y otro con valaores
superiores a 5.5, lo que permite clasiflcarlos en
complejos de centros de reaccién y complejos de antena.
La multiplicadad de antenas LHCP en electroforesis se
atribuye a la formacién agregados oligomeéricos de alto
peso molecular de un 4nico LEC monomerico (Anderson,
Valdron y Thorne, 1978>. Si el LHCPx es considerado como
el monémero del LHC II, debia esperarse una esquimeiria

entre pigmentos muy simllar.



Analizando la relacidn entre las cloroiilas a y b,
en los complejos de antena se observa la semeianza entre
el LHCPz y LHCP. (1.07 y 1.10 respectivamente), mientras
que la correspondiente al LHCPz, muestra un wvalor de
1,38, Por el contrario, teniendo en cuenta los
resultados que se presentan en el cuadroc 9-B, que se
refieren a un contenido de clorofila a igual a 100,
parecen indicar, tanto par la concentracién de
xantofilas, como de B-caroteno, que el LHCF= es
independiente de 1los otros dos y que corresponden a
estructuras diferenciadas. Estos datos confirman los
resultados obtenidos en el analisis espectrofotométrico

de las bandas de los complejos (figuras 10 y 110,

Mencién especlal merece el CPla, ya gue aungque la
relacion entre clorofila a/clorofila b la identifica con
una antena, el resto de relaciones, la perfilan como un

centro de reaccién.

En la figura 9, se sitiéa el CPla detras del CP1l, y
todos los complejos que aparecen en esa zona tienen una
nomenclatura semejante, ya que se cree que pertenecen al

fotosistema I.

En este estudio, se ha 1integrado el complejo
CPla., Junto con el CPl, por tener caracteristicas de
centros de reaccién, al tratarse de un oligémeroc del CP1
(Prenzel y Lichtenthaler, 1082); su densitometria ofrece
valores muy bajos, y no aparece sistemdticamente en los

corridos electroforéticos de todas las muestras.
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de la clorofila total, segin la densitometria realizada
a 663 nm, siendo un 16% para el CP1 y un &% para el CFPla
(cuadra 8>, En diferentes analisis del CPla, Prenzel y
Lichtenthaler (1982), demostraron gque la relacién entre
clorifilas era mas baja que la gque obtenian para el CFP1,
indicando que la fraccisen CPla contiene un componente de
complejo de antena, pero no pudieron discernir si era
propic del mismo complejo o por el contrario era una
unidad oligomérica de alguno de los complejos de antena.
Nuestros resultados confirman la naturaleza de antena de
este complejo, ya que la relacioén entre las clorofilas
(cuadro 8-C) es 5.73 para el CPl1 y 1.37 para el CPla.
Por otra parte, el CPl y CPla, presenta una relacidén muy
similar entre f-caroteno y xantofilas. Sin embargo la
relacién clorofila b/B~caroteno, sugiere una estructura
intermedia entre antena y centro de reaccién. Por 1o
tanto, segin nuestros datos, tampoco podemos distinguir
si el CPla, es un complejo que contenga ambas
estructuras de forma intrinseca o por el contrario, se
trata de dos complejos que, en nuestras condiciones de

trabajo, tienen la misma movilidad electroforética.

Otro complejo con una relacién entre clororofilas
altas es el CPa, probablemente centro de reaccién del
fotosistema II, contiene aproximadamente un 12% de la
clorofila total de los tilacoides <(cuadro 8). Muestra
una relacioén clorofila a/clorafila b de 6.48, senejante

a la que presenta el CPl1 (5.73). Lo mismo ocurre con la
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relacién clorofila b/B-caroteno, lo que le confiere un
caracter de centro de reaccién, sin embargo, la cantidad
de xantofilas (cuadro 9-B), es casi el doble que la que

presenta el otro centro de reaccién.

En 1los datos que aparecen en la bibliografia
(Lichtenthaler, Prenzel v Khun, 1982; Prenzel A
Lichtenthaler, 1982; Braumann, Weber y Grime, 1982; ¥y
Eskins, Duysen y Olson, 19832, la relacién clorofila
a/clorofila b muestra valores altos para los centros de
reaccioén y proximes a la unidad, para los complejos de
antena, lo que <concuerda c¢on los datos obtenidos,
mediante nuestro analisis sobre las bandas

aelectroforéticas,

En el resto de relaciones se puede observar que la
referente a f-caroteno/xantofilas da valores extrema-—
damente bajos para las estructuras de antena (cuadro 9-
C), 1lo que es logico si tenemos en cuenta que estos
complejos son pobres en f-caroteno y ricos en xantofilas
(Braumann ¥y Grime, 1983). Por el contrario en estas
estructuras, la relacidén entrs clereciila b y R-carotenc
es mAs alta, lo cual era de esgperar ya gue en las
antenas se encuentra el mayor contenido en este tipo de

clornfila {(cuadrao ©-BJ.

La luteina respecto a la clorofila b muestra una
relacion practicamente constante, en los complejos de
ann=na, 1l qus parece indicar que esta xantoiila Jjuega

ins captadores de luz.

]

o omeasaaial paoel en 1te comple
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Ello puede deberse a que el grupo hidroxilo de 1la
luteina interviene en la formacién de un complejo entre
los carotenoides y 1la clorofila, preferencialmente b,
produciendo un campao eléctrico permanente (Eswe y Reich,

19777,

Una de las principales objeciones que se pueden
oponer a establecer una relacion porcentual de
clorofilas y carotencides para cada unoc de los complejos
clorofila—proteina, c¢onsiste en que aproximadamente un
17% de las clorofilas se encuentra no ligade a proteina,
en la banda de pigmentos libres. En nuestras
condiciones, el andlisis, esta banda ha mostrado su
contenido en xantofilas e;s aproxlimadamente de un 12%, un
4,32 de B-caroteno y una relacién de clorofila
a/clorofila b de 11. Teniendo en cuenta estos datos
todo parece indicar que esta fraccién proviene

principalmente de complejos centro de reaccién.

Como hemos citado en la introduccisén de la
presente memoria, se pueden utilizar diversos sistemas
experimentales para estudiar el desarrollo del
cloroplasto. Asi, la converslén de etioplasto a
cloroplasto, bajo diferentes condiciones luminoisas; la
utilizacién de mutantes con carencia de clorofila b y
por lo tanto con una estructura fotosintética distinta;
la  incubacion de secciones tisulares con productos
marcados o de bloqueo; son las vias saguidas mas
frecuentemente en este tipo de investigacién. Nishico y

Terry (1983>, +trabajando con remolacha vy  Guikema ¢



216

Sherman (1983) con clanobacterias, inician el estudio
del desarrollo cloroplastico a partir de vegetales
deficientes en hierro, a los que posteriormente se les
sumistra este elemento. La principal diferencia entre el
estudio del desarrollo cloroplastico inducido por hierro
y el resto de sistemas experimentales consiste
princlpalmente, en que las plantas deficientes en
hierro, aparentemente, no contienen cuerpo prolamelar,
por lo tanto la sintesis de los tilacoides se realizara

de povo, sin pasar por esta etapa.

En condicicnes de deficiencia de hierro, las
plantas de remolacha tienen los sistemas de captacisén de
luz y de transporte electrénico muy disminuidos (Spiller
y Terry, 1980; Taylor, Terry y Huston, 1982; y Terry,
1880}, pero al volver a suministrar hierrc a las plantas
deficientes se produce una sintesis de pigmentos y en
difinitiva la desaparicién de los sintomas de clorosis

(Platt—-Aloia, Thomson y Terry, 1983; Terry, 1979,

Durante las primeras haoras de enverdecimiento se
produce una sintesis preferenclial de Prao Nishio ¥y
Terry, 1983). de citocromo f (Nishio, Taylor y Terry,
1985>. A las 48 horas del suministro de hierro, comienza
la sintesis y ensamblaje de los complejos captadores de
luz, como resultado, la relacién clorofila a/clorofila b
disminuye junto con la tasa de transporte electrénico.
Entre 48 y 96 horas la sintesis de todos los componentes

tilacoidales contindta incluyendo la de la mayor parte de

7 mam D Y

5

Y profeinas tilacoidales v la relacién
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clorofila a/clorofila b, adquiere valores normales

(Terry y Abadia, 1986

El estudio del desarrollo cloropléastico, lo hemos
centrado, en la evolucién que sufren los pigmentos
fotosintéticos, asi como los complejos pigmento proteina
por la adicién de bhierro a plantas de remoclacha

deficientes en este elemento.

La obtenclén de un material homogéneo para el
estudio del desarrolle cloroplastico fue una de las
fases mAs criticas de solventar, ya gue como se explica
en el apartado correspondiente (pag 127>, habia que
partir de hojas Jévenes con concentraclones uniformes de
clorofila 1o mas bajas posible, que nos permitiera
estudiar el mayor naimero de etapas en el desarollo
cloroplastico. Asimismo, hubo que elegir el material
foliar que sirviera como referencia. Al tener las
plantas no deficlentes un grado de desarrollo mayor gque
lag deflcentes en hierro, antes de seleccionar las
hojas, que debian servir comoc control, se procedié al
estudio sistematicc d=2 pigmentos en cada una da las
hojas (figura 12>, obteniendase ios valores gque se citan

en el cuadro 10.

En el cuadra 10, puede observarse que,
efectivamente, se dan diferencias cuantitativas,

dependiende d= la edad fisioléglca de la heoja; sin
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hojas, exceptuando la mas vieja, lo que es légico, ya
que ésta muestra gintomas de senescencia. Por lo tanto,
comprobada la constancia en las relaciones, se puede
cancluir que la estructura basica, en cuanto a
pigmentos, es la misma en todas las hojas de una planta
verde de remolacha. Por lo tanto se eligieron como
material de referencila, las hojas que tuvieran un tamafio

aproximado a las que se tomaban para el estudio.

For otra parte, se realizaron analisis
electroforéticos, a partir de tilacoides de las hajas
mencionadas y se comprobé que aparecian las mismas

estructuras y se conservaban las relaciones entre ellas.

En el cuadro 11-A, se puede observar que la
composlicidén pigmentaria de las plantas - deficlentes
difieren considerablemente frente a las de control, . lLa
relacién entre clorofilas es mﬁcho mas alta (3.64 frente
a 2.83), mientras que la relacién entre clorofilas vy
carotenoldes estd disminuida précticamte a la mitad

{cuadro 11-C).

Puesto, que el rigmento mayvoritario es la
clorofila a y se le podria otorgar el papel principal en
el desarrollo cloroplastico, aparte de los valores
absolutos que alcanzan cada uno de los pigmentos durante
las sucesivas etapas del desarrollo, se confeccionaron
nuevos cuadros  (seflalados con la letras B, en este

s cuales sSe igualaba la concentracion de
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hacer ambas concentraciones iguales se les dié el wvalor
100, a partir del cual se recalculé el valor porcentual
relativo del resto de pigmentos fotosintéticos, en ambos

amteriales.

En el cuadro 11-B, observamos que mientras la
concentraclién de luteina es extremadamente alta y el de
f~carotena es ligeramente superior, el resto de
Pigmentos esta en menor proporcién. Esto nos indica, que
por la cantlidad relativa de clorofila a hay un exceso de
xantofilas, deblido, como hemos 1indicado a la luteina, lo

que nuevamente confirma, el comportamiento excepcional

de este pigmento, an relacidén con el resto de
xantofilas. La presencia de B-carotenn, en cantidad
relativa superior al centrol, induce a pensar en la

presencia de centros de reaccién.

El valor de las =xantofilas totales J(cuadro 11-C}
desciende practicamente & la mitad, lo que nos

nuevamente nos 1ndica indica que, por la composicién

iz =2n el material doeflciznts 1a

L E Y N
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fotusintéticas predomiantes deberian ser centros de
reaccioén, aungque si comparamos la relacién mas
significativa, para calificar las estructuras como
antena y centros de reaccién <(relacién asb), vemus gque
en ningin c¢aso alcanza los valores encontrados en el
an&dlisis de pigmentos ds los centros de reaccién tenian
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tendrian que ser centros de reaccién con sus respectivas

antenas.

La densitometria de los geles con muestras
prucedentes de material deficiente en hierro, a las tres
longitudes de onda (figura 137, no revelan la
totalidadreveladec el resto de estructuras que aparecen
en el material desarrollado en condiciones normales, ya
que no aparecen las atras dos agrupaciones oligoméricas
de antena LHCP- y LHCP, ¥y el desdoblamiento del CPl en
CPl, CPla y CPla..

A partir de los datos sobre 1la composicisén
pigmentaria de 1las hojas de remolacha deficientes vy
recuperadas, por aporte de hierro a la solucién
nutritiva, se elaboré el cuadro 21, en el que se
expresan los porcentajes de aumento en la concentracién,
respecto al valor que presentaban en los dias

precedentes.

Esta forma de expresar 1la evolucién permite
1

apreciar gue pigmento esta mas influenciado por =l

hierrao, asi como las fases de esta evolucidn.
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Cuadro 21

Porcentaje de aumento de concentracién (pg.cm =)
del dia sefialado en abscisas respecto al de ordenadas

Dias de adicién

1 2 3 4
Neoxantina -3 42 127 263 0
45 133 272 1
60 156 2
60 3
Yiolaxantina 160 281 410 473 0
31 79 o7 1
36 50 2
10 3
Luteina -15 ~-14 11 39 0
-2 32 65 1
36 68 2
25 3
Claorofila b 6 58 189 338 0
49 172 312 1
8z 176 2
52 3
Clorofila a 23 81 180 281 0
47 128 210 1
55 111 2
36 3
B-caroteno 26 21 179 255 +]
Be 122 183 1
47 87 2
27 3

A la vista del cuadro 21 puede apreciarse que la

concentracion de neoxantina no sufre variacién en el
primer dia del aporte, pero a partir de las 48 horas
tiene un aunento regular 45, 60 y 60%). Este pigmento,
desde el dia © hasta las 96 horas, incrementa su
concentracicn en hoja aproximadamente 2.6 veces, 1o gue

indica que en plantas verdes normales, la neoxantina no
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la violaxantina es el pigmento mAs influenciado
per el aporte hierro, puesto que a las 24 Thoras
multiplica por 2 su concentracién en el material
deficiente, ascendiendo regularmente en los dias
sucesivos, hasta alcanzr una concentracién final = 4.7

vecaes la inicial.

El caso de la luteina es también atipico, pero al
contrario que ia violaxantina, desclende Su
concentracién a las 24 horas, apreciandose un ligero
aumento a partir de las 72 horas de la adicién de
hierro, de forma gue su concentracién a las 96 h es, tan

solo, un 0.39% mAs alta que la de partida.

Los porcentajes de aumento de la clorofila b, solo
se asemejan a Jlos de la neoxantina, puesto que en el
primer dia de la recuperacién solo aumenta en un 6%, y a
las 48 horas comienza el ascenso progresivo hasta
alcanzar una concentracién final 3.4 veces mayor que la

del dia 0 del aporte de hierro.

] Pk et ik i L

b

v el B-carctano, tiznen una

evolucidén similar, lo gue demuestra que forman parte del

mismo tipo de estructuras.

La relacién claorofila a/clorcfila b es uno de los
rzijorss indicadores del aparato fotosintético.
R cnas altas entre estos dos pigmentos indican, de
Iorma aproximada,  la proporceidén que existe entre los

Tralss onomnansntoea del anarato fotosintetico. En
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nuestiras condiciones, se obgerva un aumento de la
relacién a las 24 horas del suministroc de hilerro <(de
3.74 en el estado 1inicial a 4.21), gque se mantiene
surante las sigulentes 24 horas (4,18) y posteriormente
desciende paulatinamente bhasta alcanzar el nivel normal

en plantas verdes (= 2.9) (Figura 24).

Para poder observar 1la evolucién de estructuras
fotosintéticas en conjunto, hemos agrupado las figuras
que representan las densitometrias correspondientes a
los electroferogramas realizados en cada una de las
etapas del desarrollo cloroplastico que se produce al
adicionar hierro a plantas deficlentes. Las figuras 34,
35 vy 36, muestran las densitometrias de las mencionadas

electroforesis a 663, 652 y 672 nn.
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Durante los +tres primeros dias -del aporte de
hierro, el aspecto de los densitogramas (figuras 34-36),
es muy similar, indicando, que de existir cambios en la
estructura tilacoidal, seran a nivel de desarrollo del
gistema lamelar, puesto que la no aparicién de CPa,
indica la falta de estructura granal, ya que el complejo
PS II-LHC 1II, estd 1localizado en las =zonas granales,
mientras que el PS I-LHC I se encuentra exclusivamente
an las partes no apresadas. (Anderson, le&2; y
Anderson, 1981). A partir de las 72 horas las plantas de
remolacha cultivadas en hidropénico, deficientes en
hierro, comienzan a recuperar la compleja estructura de
asaclacidén entre pigmentos y proteinas, hasta que se
alcanza la normalidad al cabo de 1los 5 dias del

suministro de hierro a la solucidén nutritiva.

Tambien puede apreciarse este paso Tfundamental, en
los graficos A de las figuras 18, 19, 20, 22 y 23, en
los que se aprecla que existe un periodo critico de 48
horas, en el gque 1los aumenios ds  oonosntracisn d=
plgmentos son minimos, y en algun caso, como la luteina,

incluso descienden.

Hasta la fecha no se ha seguido la evolucion ds=

i
i

laos pigmentos fotosintéticos durante las primeras haora

%3]
1]

del desarrollo cloroplastico inducido per hkieroo.

evidents [E=" A est-yoetprs o] crosn St oo o et S a s
=L OSsNTe gue a =E=RUBARE Lo v 6 R ! SLTY;T s amT ol E VT T
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en este proceso, ¥y que las principales unidades
funcionales de la fotosintesis <(antenas y fotosistemas)
sufriran camblos y reestructuraciones, que se pondran de
manifiesto, entre otros parametros, en la composicién
pigmentaria. Desde este punto de vista, se planted
investigar las primeras 74 horas de desarrollo
cloroplastico que, tras 1los ensayos en que la toma de
muestras se realizaba cada 24 horas, parecen ser las
cruclales, para qQue el aparato fotosintético sea

funcional.

El estudio detallado a intervalos de tiempo mas
cortos de la relacién clorofila a/clorofila b, demuestra
que a las 24 aumenta este valor, que continda siendo

alto a las 48 horas {(figura 31).

La neoxantina (figura 26) y el R—caroteno (figura
32> aumentan de forma mi&s o menos llneal, pero ia
luteina tilene un comporiamiento distinto, ya que parece
gque no hay variacién en la concentracién de este
pigmento a lo largo del periodae de tiempo estudiadoe. El
umanto nis drastico o

reca sulivirsrlo la vioclaxantina ya

i

2
que a las 3 horas de recuperacisén triplica la
concentracién inicial y a las 7 horas es aproximadamente
1Q veces mas alto. Tambien puede destacarse la
fluctuacisn que tiene la concentracidén de este plgmento
con arrsglo al tiempo de iluminacidn, que aungque se

aprecia en &l restoc de pigmenitos, la influencia no es
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El descenso de concentracidén de neoxantina gue sge
aprecia en la figura 26-E podria .indicar que, en
material deficiente, el hierro debe desencadenar un
mecanlsmo protector de este pigmento, va que
practicamente, una vez superada la fase de destruccién,
sus niveles de concentracién permanecen constantes, lo
que indica gque la luz no tiene una excesiva influencia

en el catabolismo de la neoxantina.

En la figura 26-C que refleja la evolucidén de este
pigmentao durante el desarrollo cloroplastico, podemos
aobservar, aen las tres primeras horas, un descenso
similar al que se produce en el grafico B, pero cada vez
menos acusado, debido posiblememnte a las cantidades
crecientes de hierrc en hoja, lg que explicaria el
brusco incremento que sufre entre las 70.5 y 74.5 horas,
ya que estas hojas deben tener tasas de hierro similares

0 incluso supericores a las de una normal.

La viaolaxantina es el pigmento mayoritario de las
mambranas de envoltura del cloroplasto (Lichfenthalsr,
et al., 1981), y por lo tanto, el aumento que sufre este
pigmento a las 24 horas del aporte de hierro (cuadro
21), podria indicar, por comparacién con el resto de
pigmentos, que su sintesis, al menos en las prineras
etapas del desarrollo cloreplastica, sigue pautas
distintas al resto de plgmentos. Esto podria indicar gue
al aportar hierro a una planta deficients, ==
oroduciria, en primer lugar, una expansicon de 1a

membrana externa, que permitiess el asentamisntic ds 1335

d}



230

asentamientoc de las estructuras tilacoidales, que se
formen de novo. No obstante, esta teoria, que podria ser
légica, se rebate al realizar el estudio de la evolucién
de pigmentos, a intervalos de tiempo mAs cortos. En la
figura 27, puede apreciarse un disparo instantanec de la
concentracion de violaxantina a las tres horas y mnedia
del aporte de hierroc, de donde se deduce que no debe
tratarse de un proceso de sintesis, sino de

interconversién de algiun otro plgmento, en vioclaxantina.

Al comparar el comportamiento de plantas sometidas
& desarrollo cloroplastoco (figura 27-C), con las de
control wverde y clorético <(figuras 27-A y 27-B), se
deduce que el dréstico incremento que sufre este
pigmentc durante las primeras horas del aporte de
hierro, no puede deberse a su evolucién natural, ya que
los controles no se comportan de la misma forma, e
incluso, en el clorodético descilende réapidamente 1la

concentracioéon cuando comienza la fase lumlinosa.

En las figuras 27-C y 28-C, se observa que la
luteina dacrace €2 la @lsma proporcidén que aumenta la
violaxantina, por lo tanto puede existir un equilibrio
luteina ¢ violaxantina o blien zeazxantina ¢ vinlaxantina,
aunque nuestro sistema cromatografico nao sea capaz de

séparar la zeaxantina del pico de luteina.

En el sagundo verindo de la figura 27-C., el nivel
gz wiolaxantina es bastante considerable, vy tambien se
R mraimen —aida en laz wmrimerss horasz 4z
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iluminacién, 1lo gque parece demostrar gque en plantas
deficlentes, este pigmento se destruye facilmente con la
luz. Por otra parte, el hilerro debe desencadenar algun
mecanismo de proteccisén frente a la misma, ya que en los
primeros periodos de 1luz de 1los sigulentes ciclos,
aungue sigue producléndose una disminucion de
concentracisén, ésta es cada vez mMENOsS acusada, llegando
a estabilizarse en las ualtimas horas del estudio.
Acimismo, en todos los ciclos de 1luz de la figura 27-C,
se puede apreciar una sintesls de este pigmento,
mostrando un grafico muy semejante al de las plantas
control (figura 27-A), a excepclén de las primeras horas
de luz, o en fase de oscuridad, ya que aungue se trata
de plantas a las que <@ les ha aportado hierro, el
mecanlsmo de regulacisén de este plgmento se asemeja mas

al del contral B.

Queremos seflalar que como se demostré
anteriormente (figura 62, la luteina es la xantofila
mayaoritaria en plantas e incluso, hipotéticamente, en
los casos mAs acusados de deficiencia, llegaria a
sobrepasar los valores de clorofila a. Esta
caracteristica le proporciona un tratamiento especial,
ya que si consideramos las posibles interconversiones
entre pigmentos, nes podria indicar que &b plantas
deficientes, esta concentracién no esperada; constituye

la base inlcial de formacién del resto carotennides.

La Iigura 28-A expresa claramente que eSTR2

pigmento, en plantas sin stress de hierro, Do sé Ve
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afectado por la luz, ya que la concentracién permanece
practicamente constante durante las fases oscura vy
luminosa. Sin embargo, este factor si que afecta a la
concentracién de este pigmento en plantas deficlentes
(figura 28-B), ya que disminuye durante la fase
luminosa, sin embargo, no se observa ningun cambio

durante la fase de oscuridad.

El c¢onjunto neoxantina, vipnlaxantina vy luteina
forman parte de las xantofilas, gque nuestro sistenma
cromatografico permite separar. Como se ha 1indicado
anteriormente, las =xantofilas consituyen los pigmentos
principales de proteccién de las cleorofilas, en los
complejos de antena, lo que nas permite tratar estos
tres pigmentos globalmente. Los graficos A de las
figuras 26, 27 y 28, indican que durante las primeras
horas de 1luminaclién se produce un incremento, lo que

indicaria que la formacién de novo de estos pigmentos

esta favorecida por la luz, exceptuando a la
violaxantina. En plantas deficientes <(figuras B), no
parecen apreciarse modificaciones significativas a
excapsliin de la luteina, que tiene un ligero aumento

durante las primeras tres primeras horas, pero éste no
guarda una proporcién estequioméirica con la disminucién
de las otras dos, 1o gque parece indicar que esta

sintesisg, se produce por otras causas.

Tratamiento especial merecen las plantas con
desarrocllo cloropléastico, puesto que todo parece indicar

Tue =rista un antagonlsmo entre la violaxantina vy la
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luteina. Si observamos los graflcos C de las figuras 27
y 28, podemos apreciar que mientras la violaxantina se
incrementa en 2 ug.cm™*, en las primeras 7.5 horas, la
luteina sufre aproximadamente la misma disminucién, 1lo
gque es posible, ya que este tipo de interconversion
entre estas dos xantofilas ha sido demostrado por otros

autores (Porter y Anderson, 1967).

Aunque existen otras interconrversiones entre
plgmentos: violaxantina/anteraxantina/zeaxantina, cono
bemos indicado, nuestro sistema no se ha mostrado 1o
suficientemente eficiente COme para detectar la
presencia de =zeaxantina, que podria estar enmascarada
dentro del plco de la luteina, lo que proporcioconaria la
via de relaclén entre las oscililaclones que presentan la
violaxantina y los datos mostrados por nosotros, como
luteina. Asimisme, en las plantas control (graficos A y
B>, indican un comportamiento distinto de la neoxantina
vy luteina, respecto a la violaxantina, ya que mientras
las dos primeras, en ambos cantroles durante la fase de

oscuridad, no presentan alteraciones an Su

th
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concentracison, la violaxantina en plantes no d=I
(graficao A, durante la esta fase, desciende
significativamente, mientras que’en plantas deficientes
se incrementa. Este particular comportamiento podria
deberse a que la violatantian @n pequefias
cancentraclones estaria en la membrana gque rodea al
cloroplasto vy no en los tilacecides <(Lichtenthaler, et

al., 1981).
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La evolucién de la clorofila b en los tres tipos
de plantas estudiadas, se muestra en la figura 29. El
grafico A y el B corresponden a la evolucién de este
pigmento en plantas normales ¥ deficientes
respectivamente. El incremento que se produce durante la
fase de oscuridad, en las hojas deficientes, demuestra
que este pigmento se encuentra muy afectado por la luz.
Asimismo, parece ser que el hierro juega un papel en el
sistema de proteccidn, ya que mientras en plantas
normales (graficao A, hay una sintesis hasta las
primeras 7.5 houras, en el B se abserva una brusca caida
en la concentracién. El grafico C muestra que el
comportamiento de las plantas gometidas a desarrollo
cloroplastico, el difiere del de las plantas
deficlientes, ya que en las tres fases oscuras, la
concentracion se mantiene o incluso desciende, lo que
demuestra su ascclaclién con las xantofilas como
captadores de luz, ya que la neoxantina y la luteina
tambien desclenden durante la fase de oscuridad. El
comportamienta de la clorofila b, durante la primera
fase del desarrollo cloroplastico, parece indicar que
hay un equilibrio entra el gistema de proteccidén que
puede ejercer el hierro y el efecto destructive de la
luz, dando lugar a una fase de "lag", sin embargo en los
sigulentes ciclos de iluminacién se observa que este
pigmento se sintetiza cada vez en mayores cantidades: en
el segundo periodo se incrementa durante las primeras
nueve horas, Yy en el tercero continga el aumento,

prolongandoses hasta las 13.% horas.
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Durante las primeras 48 horas, apenas se
registraron cambios en la concentracién de la clorofila
b (figura 28-C), confirmande los resultados que aparecen
en la figura 18. Queremos hacer notar que este grafico
es muy similar al de la neoxantina, por lo que parece
gue ambas sintesls son paralelas, y por lo tantc podria
apuntarse que ambos pigmentos se localizan en el mismo

tipo de estructuras.

La clorofila a es el pigmento mayoritario en las
estructurags fotosintéticas. Forma parte principalmente
de los centros de reaccisén y en menor proporcién de las
antenas. El grafico A de la figura 29, demuesira que
este pigmento se sintetiza durante 1la fase luminosa,
debido probablemente a su mayor requerimliento, para la
captacién de luz y el transporte electrénico, mientras
que en el periodo de oscuridad hay una disminucién en la
concentracién deblde posiblemente, a la falta de
actividad fotosintética. El grafico B, nos indica que el
hierro interviene como protector de la . fotodestruccién
de este pigmento, puesto que se observa un incremento
en la concentracién durante la fase de oscuridad.
Tamblien podria deducirse que que hay una sintesis
continua de clorefila &, y que su disminucién se debe a
la falta de membranas iilacoildales, ya que el hierro
regula el desarrollo de las mismas (Platt-Aloia, Thomsonm

y Terry, 1883).

La evgoliucion de la cloroiiia a, en piantas

soretidas al desarrollo cloroplastico, queda



representada en el grafico C de la figura 30, en el gque
se observa, durante el primer periodo.de fase luminosa,
un descenso en la concentracién de este pigmento, como
agcurre en el caso de las plantas deficientes, perc en
los periodos sucesivos, una vez que ha llegado el hierro
al cloroplasto, se encuentra una situacion similar a la
del grafico A. Este grafico parece indicar que la
clorofila a comienza a acusar los efectos del aporte de
hierro en la solucién nutritiva a partir de las ocho

primeras horas.

El caso de la clorofila a (figura 29-C) es similar
al de la b, respecto a la posiblidad de superposicion de
este grafico con el del B-caroteno, puesto que tiene un
aumento lineal, y los camblos de concentracién se dan en
los mismos periocdos de tilempo, por lo gque como éen el
caso anterior, se confirma que ambos plgmentos deben
estar el las mismas estructuras.

La relacién entre las dos clorofilas permite
difsrenciar la distinta proporcicnalidad entre c21%iros
de reaccién y antenas. El grafico A de la figura 30, que
representa la relacién clorofila a/clorciila b, en una
planta no deficiente, muestra que durante las Iasss
luminocas, esta relacién aumenta debido a un incremento

de la clorofila a <figura 30>, y por lo tanto a una
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de antena es de alrededor de 1 (pag 126). La clorofila
b, unicamente se incrementa durante las primeras &
horas, pero este aumento no es proporcional al de la
clorofila a, por lo tanto durante este periodo, aparte
de sintetizarse las antenas, debe existir una mayor

proliferacién de centros de reaccidn.

El grafico B muestra el desarrollc de esta
relacién durante 24 horas en plantas deficlentes, en el
que se puede observar un descenso durante las primeras 8
horag, a partir de las cuales hay un ligeroc incremento,
que puede estar motivado por una mayor disminucioén de la
clorofila a, y por 1o tanto a wuna fotodestruccioén
preferencial de los centros de reaccién. Esta relacién
na varia durante la fase de oscuridad, ya que se
sintetizan ambas clorofilas en 1igual proporcién, lo que
nuevamente demuestra que la sintesls de clorofilas

parece no estar interrumpida por la falta de luz.

El incremento en la relacién, en plantas scmetidas

L
t

o -

2 desarrollo cleorapléastico (graficao Cr, ==

i

probablemente a una sintesis preferencial de clorofila a
y por lo tanto a una mayor necesidad: en este tipec de
plantas, de centros de reaccion. La caida brusca enira
51-55 horas se debe a que es el periocdo de tiempo en el
gque mientras la clorofila a sufre un incremanto
proporcional al de los otros periocdos, lz clorocfila &
aumenta bruscamente, lo que podria indicar gue curan

ios dos  primeros  dia

N

del aporte d=  hisrro, io=

clorplastos sufren modificaciones e =i SETrUTTUTA
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encaminadas a 1ncrementar la cantidad de centros de
reaccién, mientras que a partir de. este momentao, al
existir una sintesis relativamente mAs alta de clorofila
b las estructuras de antena comienzan a equilibrarse con

los centros de reaccién.

En la figura 32 se estudia la variacién de 1la
relacicn clorofila a/clorofila b, que nos permite ver si
la cantidad de 1luz recibida modifica la relacién entre
centros reacclén (representados por la cantidad de
calorofila a’) y de captadores de luz (representadc por
la clorofila b . Asimismo, en el control deficiente se
puede observar sl el hierrc estabiliza esta relacién.
Excepto en el primer periodo de iluminacién que
desciende 1la relacién, por destruccién de clorofila,
como se aprecla en la figura 36, esta relacién aunenta
durante las primeras 24 horas de forma constante, con un
maximo a las 27 horas del aporte de hierro, lo que esta
de acuerdo con la bibliografia (Spiller y Terry, 1880
Siguienda el estudic de la figura 32, se aprecia que a
las 31 horas ha descendido el nivel de la relacisn
clorofila a/clorofila b, seguido de un suave aumento que
llega hasta las &1 horas. En el 3 cia de
enverdecimiento, es decir a las 5%.5% haorazs vuelve a
praducirse el descenso de 1la relacién, pero ‘no por
destruccién de clorofila a, sino por un mayor aumento

del nivel de b, como puede observarse en las figuras 29

y 30. A las 74 horas del aporte de hierro baja la

5
H

£

elacién, hasta un nivel préoximo al que tienen las zoa:

noroales,.
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El B-caroteno es el pilgmento al que se le asigna
una logeoalizacién mias especifica en 1los centros de
reaccicn que en las antenas, por - lo tanto Su
comportamiento debe ser similar al de la clorofila a. El
grafico A muestra que hay una sinteslis en plantas no
deficientes durante las primeras 8 horas, a partir de
las cuales su concentracién se mantiene constante, no
teniendo ninguna 1influencia el periodo de fase oscura.
S1i este comportamiento se compara con el de la clorocfila
a, se puede abservar que es bastante diferente, ya que
hay sintesis de la misma durante el periodo luminoso y
catabolismo durante la fase de oscuridad. Esto parece
indicar gque en plantas normales, el B-caroteno, debe
tener su ubicaclén en distintos lugares que la
clorofila &, vya que al haber formacién de centros de
reaccién deberia existir una proporcionalidad en la

sinteisgsls de B-caroteno.

Como se menciond anteriormente, la relacién
clorofila/carotenonides, podria ser un buen indicador del
estado de desarrcllo cloropléastico de las plantas, ya
que raflsja el grado de ccloracisn de 1la hoja. Veleras
de esta relacién por encima de 3.5 1indican un claro
prodominio del color verde y por debajo de este valor se
destacan los amarilos, debido a la mayor presencia de
xantofilas, "principlamente de la luteina. El grafico A
de dicha relaclén muestra un un incremento continuo,

descendiendg ligeramente durante la fase de oscuridad,

[

e
]

este conmportamiento es ogico ya qgue en plantas si

=

=
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ningin tipo de deficisnci pigmentc mayvoritaric s
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clorofila a, acusando dnicamente una pequetfia
discrepancia durante la evolucién naoctura, ya gue
mientras las clorofilas descienden en su concentracién,

los carotencolides se mantienen préacticamente constantes.

La figura 33-B muestra esta relacién en plantas
deficientes, observandose un aumento relativo de
carotenoldes durante la fase luminosa, debido a la mayor
fotolabilidad de las clarofilas. Este grafico es similar
al de las clorofilas a y b. En el grafico C se observa
cémo esta relacién va incrementédndose en los distintos
dias. Queremons destacar que las desviaciones obtenidas
en estos resultados eran muy grandes, pero segan aumenta
el wvalor de la realcién se 1ban haciendo cada vez

menores,.
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CORNCLUSIONES

gitemz ¢de HErlC wutilizado permite separar,
ficar v cuantificar: neoxantine, viol
xantina, 1uteia, clorofila b, clorofi

i
carcorenn, en nenos de cinco minutos. Mediants este

metodo ST ha demostrado que log sclverntes
orgaricos utlilizadeos para la homogeneizacién de
nzterizi vegpetal tienen idéntica cazpeclidad

extractaors, rere en ningin caso se dsbe scurepsssr
la reiacisn 0.18% ce®™ de hoja por ml de solvente ©

de 41 ng de pesso fresco/mi.

Los pigmentos fotousinteticos, en remolacha, estan
carrelacionados iipelamente con el gradc de
deficienclia de hierro. En casos extremos de estia
carencia, la luteina es el urico pigmento
fotosictético que no liega a desaparecer. La
relacicn entre clorcfilas sumenta =2 partir cde
concentracilres de clorofila a infericres =z 5

KE. . cmm =,

El desarrollec cloropléstico inducido por el aporte
de nierro 2 plantas de remolacha con hojas que
tengan una cncentracién de clorofila inferior a 5

pg.cx™®, queda practicamente ultimado a2 las 96
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horas del aporte de y hasta las 72 horas no
comienzan a diferenclarse . las distintas

estructuras fotasintéticas.

A excepcién de la neoxantina y la luteina, el
resto de pigmentos fotosintéticos estan 1influen—
clados por 1la luz, tanto en 1los materiales de
control verde y clorético, como durante el proceso

de desarrollo cloropléstico inducido por hierro.



243

A N E X O

D E

B X B L. I O G R A F I A






244

Aach, H. G. (1954) Zeits. fir Natursfers. 96, 481-486
(Citado por Calvo, 1965

Albertsson, P. A., Andersson, B., Larsson, C. v
Akerlund, H. E. (19827 Phase partition—- a
method for purification and analysis of cell
organelles and membrane veslcles. Methods of

Biochemical Analyses 28, 115-150.

Allinger, N. L., Cava, M. P., De Jongh, D. C., Lebel, N.
A. y Stevens, C. L. 1978 Quimica oargéanica.

Vol 2. FReverte. Barcelona.

Anderson, J. M., WVWaldron, J. C. v Thorne. S. W. <(1978)
Chloroplhyll~prctein complexes of spinach and

barley tilakoids. Spectral characteristics of

six complexes resnlved by an imprved
electrophoretic procedure, FEBS Letiters. 92,
227-233

Anderson, J. X (1980z) Chlorophyll-protein complexes of
higher plant thylakoids, distribution
stolchiometr and organisation in the

photosynthetic unit., FEBS Letfers. ii7, 327~



245

Anderson, J. M. <(1980b> P-700 content and polypeptide
profile of chlarophyll-protein complexes of
spinach and barley thylakoids. Biochimica et
Biophysica Acta. 591, 113-126,

Anderson, J. M, (1881) Consecuences of the spatial
separation of photosystem 1 and 2 in thylakoid
membranes ©of higher plant chloroplasts. FEBS
Letters, 124, 1-10.

Anderson, J. M. (1982a> The significance of grana
stacking in chlorcphyll b-containing
chloroplasts. FPhtobiochemistry and

FPhotobiophysics. 3, 225-241.

Anderson, J. M. (1982b) The role of chlorophyll-protein
complexes 1n the function and structure of
chleoroplast thylakoids. Mol. Cell Biochem. 46,
161-172.

Ancderson, J. M. y Andersson, B. (1982) The architecture
of photosynthetic menmbranes: lateral and
transverse organization. Trends in Biol. Sci.

T, 288-292.

Anderson, S M. (19845 Molecular organization of
Sl IrSgliasl TayLaiold memoranass.  En: Advances
I mhotosvethesis research. (C. Sybesma, ed.)

YoLoSil.onm L-10 Nihofr/Junk. The Hage.



246

Andersson, B. v Haehnel, V. {1882> Location ot

Armond,

Arnon,

Barber,

Barber,

Barber,

photosystem II reaction centres 1in different
thylakoid regions of stacked chloroplasts. FEBS
Letters 146, 13-17.

P. A, y Arntzen, C.J. (1977) Localization and
characterization of photosystem II in grana and

stroms lamellae., Plant Physiology B9, 398-404.

D, I. (19495 . Copper enzymes In isolated
chloraplast. Polyphennloxydase in Beta
vulgaris. Flant Physiol., 24, 1-15

J., Mills, J. y Lave, A. (1677> Electrical
diffuse layers and their influence on
photoyntesis processes. FEBY Letters. 74, 174-
i81

J. vy Chow, W. &. (1979> A mechanism for
controling the stacking and unstaking oi
chloroplasts thylakolid membranes. FEBS Letters.
105, 5-10.

J. (i1980ad. An explanation for the relationship

between salt-induced thylakXoid stackxing and the



Barber,

Bengis,

EBennoun,

Bindra,

Bl ock,

247

J. (1280w Membrane surface charges and
potentials in relaitorn to photosynthesis.
Biochimica et Bipophysica Acta 594, 261-205.

C. y PNelson, N. (19799) Subunit structure of
chloroplasts phtosystem I reaction centre. J,

Biol. Chem 292, 4564-45609,

P. y Jupin, H. (1874) The relationship between
thylakoid staking state I and state il
phenomena 1in whole cells and the cation effects
in chloroplasts of Chlamydomonas reinhardi. En:
Proceedings o0f 3rd International Coangress on
Photosyntesis, (ed, M. Avron) PP 183-169,.

FElsevier. Amsterdam.

A, 8. 1980. Iron c¢hlorosis in horticultural and
field crops. Annu. Rev. Plant Sciences II, 221-

31z.

M. A, Dorne, A. J., Joyard, J and Douce, K.

198! Preparation and characterization of

9]

membrane fractigons enriched 1in oputer and inner
membranes from spinach chloroplasts. I

Biochenical characterization. J. Biocl, Chem.



248

Boardman, N. ¥., Anderson, J. M. ¥ Géodchild, o, 7J.
(1978) Chlorophyll—-protein complexas and
structure of mature and developing
chloroplasts. En: Current topics in

Bigenergetics (ed. D. R. Sanadi y L. P. Vernom

Vol 7. pp 35-109. Adcademic Fress. New York.

Bolle-Jones, E. W., y Notton, B. A. (1953) The relative
prapartions o©f the <chloroplast pigments as
influenced by different levels of i1iron and

potassium supply. FPlant Soil. 5, 8Y-100.

Botrill, D. E., Paossingham, J. V. Kriedemann, F. E.
(1970) The effect of nutrient deficiences on
photosynthesis and respiration 1in spinach.
Plant Sgil 32, 424-438,

Braumann, T. vy Grimme, L. H. (1981l) Reversed-phase high-
pariormance liqut chromatogrphy of
chlarophylls and carotenoids. Biochimica et

Bigphysica Acta, 637, 8-17.

Braumann, Th., Veber, G. y Grimme, L. H. (1982)
Carotenoid and chiorophyll composition of
Light-harvssting and reaction centre proteins

Tt o TimE s sy Frotohizchen  and

1-8

T e A e T B g om
Photokiophvs, 4, 2



249

Britton, G. (1876> Biosynthesis of carotencids. En:
Chemistiry and Biochemistry of Plant Pigments,
T. W. Goodwin {Ed. >, Val 1, PP 262—-327.

dcademic Press, New York,

Brown, I. S., Alberto, R. S. and Thornber, J. P. (1975
Comparative studies on  the gccurrence and
spectral composition of c¢hloraphyll~protein
complexes in a wide vwvariety of plant material.
FProc. 3rd Int. Cong. PFPhotosynthesis 1974. pp
1951-1962. Renovot Israel. (N. Avron ed.>.

Elsevier. Amsterdam.

Bushway, R. J. (1986) Determination of «- and B-carotene
in some raw fruits and vegetables by high-
performance 1liquid chromatography. J.  Agric.
Food Chem 34, 409-412.

Calva, M. C. (1965) Influencia de los Tfendsmenos de
dericiencia sovre la estructura de lcs piastas.

JTesis Doctoral. Fac. Ciencilas Univ., Zaragoza.

Cagtelfranco, P. A. y Beale, S. 1. (1983) Chlorophyll
biosynthesis: recent advances and areas oI

current intaerest. Annual Revisw ox FPiant



250

Charles, 8. A. y Halliwell, B. {1981> The effect of
hydrogen peroxide on spinach (Spinacia
oleraces) chloroplasts fructose bilphosphatase.

Biochemistry Journal. 189, 373-376.

Coombs, J. y Greenwood, A. D. (1976) Compartimentation
of the phtosyntetic apparatus. En: The Inctact
Chloroplasts. Vol 1. Topics 1n Phtosynthesis
(ed., J. Barber). ppl-51. Flsevier. Amsterdam.

Davies, B. H. (1976) Carotenolds. En: Chenmisiry and
Biochemistry of Plant Pigments, T. W. Goodwin
(Ed.>, Vol 2, pp. 38-165. Academic Fress, New
York,

DeKock, P. C. (1981 Iron nutrition under condition of
stress. Journal of Flant Nutrition 3, 513-BZ1.

Delapelalres, P. Y Chua, N. H. {1981) Electrophoretic
purification of chlorophyll a/b-protein
conplexes from Chlamydomonas reinhardtii and
spinach and  analysis of their polypeptids
conpasition., Journal of Biological Chemisiry

256, 482-493.



251

Droppa, M., Terry, N. y Horvath, G. (1984) Effects of Cu
deiciency on photosynthetic electron transport
(phase transition of membrane lipid/photosystem
II>. Froc. Natl. Acad., Sci. USA 81, 2366-2373.

Eskins, K., Scholfield, R. y button, H. J. {1977%)>. High-
performance liquid chromatography of plant
pigments. Journal of Chromatography 135,217

220,

Eskins, K. y Duttom, H. J. (1879) Sample preparation for
high—-performance liquid chromatography of plant
pigments. Analytical Chemistry. B1l, 1885-18386.

Eskins, K., Duysen, M. E. ¥y Olson, L. (1983 Pigment
analysis of chloroplast pigment-protein
complexes in wheat. Flant Physiology. 71, 777-
779. '

Focgte, C. &, vy Denny, R. W, (1988) Chemistry of singlet
oxigen XII. Quenching by B-carotene., J. Am

Ch=m Soc, B0, 8233-623%.

Foote, C. S. (1976) Photosensitized oxidation and siglet

stats DEyEen: cOonsaecuances in biclogical



252

Genge, 3., Pilger, D. vy Hiller, R. G. £1974> The
relationship between chlorcophyll b and pigment-
protein complex II. Bigochim Biophys. Acta 347,
22-30.

Goodwin, T. W. (1958 BStudies i1in carotenogenesis 25,
Biochemistry Journal. 70, 61Z-617.

Guikema, J. A. y Sherman, L. A. (1983) Organization and
function of chlorophyll in membranes of
cyanobacteria during i1iron starvation. FPlant

Physiclogy. 73, 250-256.

Hager, A. y Bertenrath, T. M. (1866). Die isolierung und
quantitive bestimung der caroctenolde und

chloraophylle von blattern, algen und iIsolierten

chloroplasten mit hilfe dunnschicht-
chromatographischer methoden. Flanta 69, 198-
217.

Halliwell. B. (1987) Chloroplast metabolism. pp 179-209

Clarendon Press, Oxford.

Heras, L. (1861> Poctencial de oxido-reduccion en

clorésis feéerrica inducida. AdAnalies de Aula Del.

B
1



253

Hiller, R. G. y Goodchild, D. T, (i981> Thylakoid
membrane and pigment organization. En:
Biochemistry of Plant (ed. M. D. Hatch vy ¥. K.
Boardman) Vol 8, pp  1-496. dcademic Fress.

London.

Hoagland, D. C. y Arnon, D. I. (1950) The water culture
method for growing plant without soll. Calif.
Agric. Sta. Bull. 47,

Holden, M. (16767, Chlorophylls. En: Chemistry and
Biochemistry of PFlant Pigments, T. W. Goodwin
(Ed.>, Academic Press, New York, Vol 2, pp. 2-
37.

Hufford, T. L. <(1978) Botany. Baslc concepts in plant
biology. Harper & KRow, Publ. New York

Inskeep, V. F. v Bloom, F.R. (1S85) Extinction
coefficients of chlorophyll & and b in N, HN-
dimethylformamide and 80 % acetone. Slant

Physiolgy 77, 483-485.

Jackson, A. H. (19765 Structure, properties= and

distributicon of chlorophylls., En: Chemistry

o L R — o TR e 3 g

Goodwin (Ed.)>, Academic Press, New York, Vol 1.



Jeffraey,

Joyard,

Krinsky,

Krinsky,

Krinsky,

254

s. V.., Douce, R. Yy Benson,- A, A, (1974
Carotenoid transformations 1in the chloroplast
envelope. FProc. Nat. Acad. Sci. USA. 71, 807-
810.

J., Billecocqg, 4A., Bartlett, &. G., Block, M
A., Chua, N-H. y Douce, R. (1983) Localization
of polypeptides to the cytosolic side outer
envelope membrane of &plinach chloroplasts. J.
Biol, Chem. 258, 10000-10006.

N. I. (1966) The reole of carotenoid pigments as
protective agents agalnst photosensitized
oxidations in chloreoplasts. En: Bilochemistry of
Chloroplasts., (ed. T, W. Goodwin?> Vol 1, pp
423-430. Academic Press. New York.

N. I. (1968)> The protectivé functions of
carotenold piligments. En: Photophysiology. (ed.
A, C. Giese) Vol 3, pp 423-430. Academic Fress.
New York.

N. I. <(1%71> Function. En: Carotencids. <(ed. 0O.
isler), pp 669-716. Birkhaiser Verlag. Basle.



255

Krinsky, N. I. (1979> Carotenoid protection against
oxidation. Fure & Appl. Chem B1l, 649-6860.

Kyle, D. J., Stagheling, A. L. y Arntezen, C. J. (1983
Lateral mobility ef the light harvesting
complex in c¢hloroplasts membranes controls
excltation energy, distribution in higher
plants. Archives of Blochemistry & Bilophysics.

222, 527-541.

Lichtenthaler, H. K., Prenzel, U., Douce. R., y Joyard,
J. (1981) Localization of prenylquinones in the
envelope of spinach chloroplasts. Biochimica et

Biophysica Acta 641, ©9-105.

Lichtenthaler, H. K., Prenzel, U. vy KXhun, G. (1982
Carovtenold composition in the chlorophyll-
carotenoid-proteins from Radish chloroplasts.

Z., Naturforsch., 37, 10-12.

Lichtenthaler, E. K. y ¥ellburn, A. R. (1983
Determinations or total carotenoids and
chlorophylls a and b of 1leaf extracts in
different solvents. En: Abstracts of €Th

International Ceongress on Photosynthesis. pp

— o -
T g -



-\Q:v s

o I
i

Lopez—-Gorge, J. L. y Chueca, A. (1986 fapel biolégico
de los nutrientes en la planta., En:Nutricién
vegetal. Algunos aspectos quimicous v
biolégicos. pp 1-43. (M. Lachica y C. Gonzalez,
ed.). Organizacion de las Naciones Unidas para

la Fducacién y la Cultura.

¥Marschner, H. (1983) Genseral introducticn to the mineral
plant nutrition. En: Inorganic Plant Nutrition.
Vol I, pp 5-60. <(A. Liuchli y R. L. Bielski).
Springer—Verlag, Berlin.

Mengel, K. vy Kirby, Er A. (1983> Principles of plant
nutrition. 3th E4. International FPotash
Institute. VWorblaufen—-Bern/Switzerland.

Myers, J. (1940> Plant. PFhysiol. 15, ©575-588. <(litado
por Calva, 1965)

Miller, G. W., Pushnik, J. C. y Welkie, G. W. (1984
Iron chlorosis, a world-wide problen. The
relation of chlorophyll blosynthesiz to iron.

Journal of Flant Nutrition 7, 1-22.

Moran, R. y Porath, D. (1680) Chlorophyll determination

bl ,J
|
T
.l
<k
55
1
~
)
]
!
b
&
~1
o
i
o
2

loTEe®



257

Moran, R. (1esz2» Formulae for determination o

chloraphyllous pigments extracted with N,N-
dimethylformamide.

1381.

Flant Physiology 696, 1376-

Mullet, J. E. y Artzen, C. J. (1981) Identificaticon of a

32-34 kilodaltons polypeptide as a herbicide

receptor protein in photosystem II.

et Biophysica Acta 635, Z36-248.

Biochimica

Mullet, J. E., Burke, J.J. y Arntzen, C. J, (1880

Chloruphyll proteins of photosystem 1.
Physioclogy. 65, 814-822.

Plant

Natr, L. (18723 Influence of mineral nutrients ocn

photosystheslis of higher plants.

Photosynthetica 6, 80-89.

Nighio, J. N. y Terry, N. (1983) Iron nutriftion-mediated

chloroplast development.
705-711.

FPilant Fhaysiciogy. 77,

Nigshio, J. HW., Taylor, £ E. y Terry, N. (1983 Changss

in thylakoid galactolipids and proteins during

iron nutrizion—mediated chloroplaszs



258

Ojakian, G. K. y 8Satir, P. (1674 Particle movements in
chloroplasts membranes. Quantitative
measurements of membrane fluidity by Ifreeze-
fracture technique. Proceedings of National

Academy of Sciences, U.S. 4., 21, 20852-2052.

Paoclillo, D. J. <(1970> The tree-dimensional arangemente
of 1intergranal lamellae 1in chleroplasts. J.

Cell. Sci. 6, 23-30.

Pelletier, P. J. y Caventou, J. B. <(1818). (Citado por
Jackson, A. H.). Ann. Chim et Phys. 9, 194.

Platt—Aloia, X. A., Thompson, W. W. y Terry, N. <(1983)
Changes in plastid ultrastructure during iron
nutrition—mediated chlaroplast development.

Protoplasma. 114, &£D-92.

Porter, J. ¥. y Anderson , D. G. (1967> Biosynthesis of
carctenes. Annual FReview of Plant Fhysiology

187-228.

Prenzel, U. y Lichtenthaler, H. K. (1682) Localizatiocn
of B-carotene inchlorophyll a-proteins and

changes in its levels furing short-time light



259

Punnet. T. (1870 Environmental control

photosynthetic efficiency.
286.

of
Science. 171, =284-

Pushnik, J. C., Miller, G. W.

y Manwaring, J. H. (1984)

iron in higher plant
biocsynthesis, Journal

733-758,

The role of chlorophyll

of Plant Nutrition 7,

Rabinowitch, E. y Govindjee, T. (1971). La funclén de la

clorofila en la fotosintesis. En:

Seleciones
del Scientific American.

Ed., Blume. Madrid.

Rao, M., Abadia, J. y Terry, HN. (1987) Leaf phosphate
status and photosynthesis in vivo: changes in
light scattering and chlioropanyll fluorescence
during photosynthetic induction 1in segar beet
leaves. Flant Science {(en prensa):

Reuther, W.

y Labanauskas, C. K. <(1966) Copper. En:

Diagnostic criteria for plants and soils <H.D.

Champman, ed.) University of California Fress.

Sagromsky, H., (1956) Zeits. Naturf. 11, 548-554. (Ciatdo

por Calwvo, 186E5).

Halisbury, F. B. vy Ross, C. W. (19

~3

8> Phtosynthesis. En:
Flant PaAaysicol

VAR

)

— ' -~ s
e LD [

S
R

B
i

v}

_C:."“ . :\ "r( ST R

=

it

].IJ

nhliging Co. Belmont,



260

Satoh, . (1881> Further characterization of tee
photosystem II chlorophyll a protein complex
purified from digitonin extracts of spinach
chloroplasts~polypeptide composition. En:
Proceedings of 5th International Phtosyntesis
Congress. (G. Akxoyonoglou. ed.)> Vol3, pp 807~
616. Balaban Internaticnal Scientific Service.

Phildelphia.

Shetty, A. S., y Miller, G. W. (1966) Influence of iron
chlorosis on pigment and protein metabolism in
leaves of Nicotiana tabacum L. Plant Physiol.

41, 415-421.

Siefermann—Harms, D. (1285 Carotenoids in
photosynthesis. I, Location in photosynthetic
membranes and light-harvesting function.

Riochimica et Biophysica Acta. 811, 325-355.

Skrdla. M. P. y Thornber, J. P. (1982) The involvement
of chlorophyll b 1in excitation of long
wavelangth flucrescence from a PS I fractlon.

FPlant Physioclogy. 6%9. Suppl. 71 (abstract 399).

Smith, I. H. C. (los48)> Arch. Blochem 18, 44%9-454.



261

Spencer, D. and Possingham, J. V. (1960) The effect of
nutrient deficilences on the Hill reaction of
isolated chloroplast from tomato. Amer. J.

Bipl, Sci. 13, 441-445%

Spiller, S. and ¥, Terry. 1880. Limiting factors in
photosynthesis. IT. Ircn stress diminishes
photochemical capacity by reducling the number
of photosynthetic wunits. Plant Physiol. 65,
121-125.

Sta&helin, L. A. (1976) Reversible particle movements
assoclated with unstaking and restaking of
chloroplasts membranes In vitro. Journal of

Cell Biology, 71, 136-158.

Staghelin, L. A., Armond, P. A. y Miller, K. R. (1977
Chloroplast membrane organisation at the
supramolecular laevel and its functional

implications. Brockhaven Symposium on Biology.
28, 278-315.

Stokes, G. G. (1864) (Citado por Jackson, A. H.) PFroc.
K. Sepe. 13, 144.

)

EURU SR . s el ST e A F A et s s m A T =g gy e

t

and physinlagy of maizs chloroplasts. Plant



Strain,

Taylor,

Terry,

Terry,

Terry,

262

H. H. (1949) Photosynthesis in plants. (J. Frank
y W. E. Leemis, ed.), Iowa State College Fress.

Ames.

3. E., Terry, N. y Huston, R. P. (1982> Limiting
factors in photosynthesis. I1I. Efects of iren
nutrition on the activitilies of three regulatory
enzymes of photosynthetic carbon metabolites.

Plant Physiology. 70, 1541-1543.

N. (19679) The use of mineral nutrient stress in
the study of limiting factors in
photosynthesis. En: Photosynthesis and FPlant
Development. <(R. Marcelle, H. Clijeters, y M.
Van Paouce, ed.> Dr. W. Junk, Publ. The Hague,
Netherlands.

N. 1980. Limiting factors 1in photosynthesis. 1.
Use of 1ron stress toc control photochemical

capacity in vivo. Plant Physicl. 65, 114-120.

. y Abadia, J. (1986 Function of iron in
chlocroplasts. Journal of Flapnt XNutrition. 9,

609-646,

P R vl N TN T i em s == T e e D e [ S S

, . , - , S
Thocraooer, 3. r. {0 CnloooTo ULl oI RIS LizaT

harvesting and reacticn c=n

[ L 1 e R AT T =
LAY S. ARG L e siEw D4 SSoZT Y= R AN P
I o 7 )



263

Thornber, J. P., Markwell, J. P. vy Reinman, S (1979

Piant chlorophyll protein complexes: recent
advances. Photobiochem. and FPhotoblophys. 29,
1205-1216.

Thornber, J. P. y Barber, J. (179> Photosynthetic
pigments and models for their organisation In
vivo. En: Photosynthesis in relaltorn to model
systems. Vol 3. Toplecs 1in Photosynthesis (J.
Barber ed.) pp 27-70. FElsevier Amsterdam.

Tswett, M. (1906) (Ciltado por Jackson , A. H.). PBer. dt.
bot. Ges. 24, 384.

Val, J., Heras, L. y Monge, E. (1985) Nuevas ecuacliones
para la determlinacioéon de plgmentos
fotosiantéticos en acetona. Anales de Aula Del.

(3-4)>, 231-238.

Virgin, H. I. (1955) PFPhyiol. Flant. 8, 630~843. <(Citado
por Calvo, 186%5). :

Wang, A. Y. I. y Packer, L. (1873) Mohility of membrane
particles in chloroplasts, Biochimica et

Bipophysica Acta. 305, 488-492Z.

WVeedcn, B, C. L. (1971) En: Caraotenoids ((ed. 0. Isler?

pp 29-5%. Birkhduser. Basel



vild,

264

A. y Urschel, B. (18805 Chléraphyll—protein
complexes of Chlorella fuca. Z. Naturforsch,

35, 627-637.

Vintermans, J. F. G. M. v De Mots, A. (196857

Vollman,

Spectrophctometric characteristics of
chlorophylls a and b and their phecphytins in
ethanol. Bipchim Biophys., Acta. 109, 448-4%3.

F. A. y Bennoun, P (1982) A new chlorophyll
protein complex related to photosystem I in
Chlamydomonas reinhardil. Biochimica et

Biophysica Acta. 680, 352-360.






