Contribucién al estudio de la
cloroplastina y sus relaciones con

la estructura de los cloroplastos(’)
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SIMON NAVARRO BLATYA

OBJETO

En la presente Memoria destacamos nuestro interés por el estudio de
las moléculas lipoproteicas de los cloroplastos, intimamente relacionadas
con las clorofilas a y b, que definen una estructura biofisicoquimica funda-
mental, de considerable especificidad en los procesos fotosintéticos.

Nos ha parecido interesante esta investigacion bdsica y aplicada, pie-
cisamente en parénguimas foliares normales y deficientes en algin oligo-
elemento, para poder controlar cultivos racionales en especies vegetales
de interés agricola, particularmente en el Sureste espaiiol, donde el prin-
cipal factor limitante de la produccion vegetal es el desequilibrio nutriti-
vo que presentan las plantas sometidas corrvientemente a cultivos intensi-
vos, motivado por la naturaleza fisico-quimica de los suelos y por la falta
de una nutricion epigea e hipdgea adecuada.

'(“) Este trabajo es un resumen de la tesis redactada para aspirar al Grado
de Doctor en Ciencias. Fue leida en junio de 1964, en la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Murcia.
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" ESTADO ACTUAL SOBRE LA ESTRUCTURA
DE LOS CLOROPLASTOS

Los plastidios son ‘orginulos celulares, caracteristicos del Reino Vege-
tal, aunque carecen de ellos las Protofitas y los Hongos. Entre las diversas
clases existentes, han merecido especial atencién los que expuestos a la luz
gozan de la facultad de poder elaborar los pigmentos clorofilicos, situados
en los plastidios mismos que los sintetizan, y que por ello se han denomi-
nado cloroplastos.

Estos organulos poseen estructura granular al microscopio 6ptico, cuya
refringencia es mayor que la del citoplasma de las células vegetales auto-
trofas. La morfologia, tamafio y estructura de los mismos es bien caracte-
ristica para no ser confundidos con los restantes organulos celulares. En
las plantas superiores tienen el aspecto de corpusculos esferoidales u ovoi-
des, generalmente pequeiios, pero siempre de forma y dimensiones defini-
das, segin la especie vegetal que se considere.

Los cloroplastos constan de un estroma incoloro, en el que estin em-
bebidos unos granulos diminutos que se encuentran en los limites de la
visibilidad microscdpica, los granos (grana), cuyo conjunto se halla en-
vuelto por la membrana cloroplastidial, Las primeras investigaciones reali-
zadas por Kuster (1), Guilliermond (2) y Hofmeister (3), basadas en la
4ptica coloidal, refutan totalmente aquella estructura, pues los modelos
micrograficos empleados parecen demostrar que todos los elementos del
protoplasma son fluidos, dpticamente vacios y microscopicamente homo-
géneos; pero los documentos microfotograficos sobre cloroplastos, obteni-
dos por Hubert (4), Heitz (5, 6), Frey-Wyssling (7), Weier (8), Geitler (9),
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Menke (10) y Strugger (11), han demostrado la distribucién heterogénea
de la clorofila en los plasticios, y la presencia de granos, que varian de ta-
mafio desde 0,5 a 0,8 micras, con cierta especificidad, segim la especie
vegetal. '

En los Gltimos afios la estructura submicroscopica de los cloroplastos
ha sido posible ponerla de manifiesto con la supermicroscopia electronica,
gracias a los trabajos de Frey-Wyssling v Steinmann (12), Wolken y Pala-
de (13), Leyon y Wettstein (14), Vatter (15}, Steinmann y Sjostrand (18), vy
Hodge, McLean y Mercer {17), entre otros. Ellos han revelado, evidente-
mente, la membrana cloroplastidial, el estroma y la disposicién de lami-
nas y discos en los granos.

En cortes ultrafinos de cloroplastos, se ha observado que estin forma-
dos por liminas paralelamente ordenadas (capas de lipoproteinas). Estas
laminas recorren el cloroplasto en una extension considerable; incluso
pueden atravesarlo de un extremo a otro. En ciertas regiones se muestran
con mayor densidad, porque ademis de dichas liminas continuas, existen
otras formadas por bifurcaciones o repliegues de las principales, o cerra-
das sobre si mismas, como vesiculas aplastadas o discos de doble lamina.
Estas diferenciaciones o espesamientos suelen desarrollarse de modo super-
puesto, uno encima de otro, intercalados en las liminas continuas, en di-
reccion perpendicular al eje de las mismas; corresponden’a pilas de granos
o o pilas de los discos que forman cada uno de los granos (figura 1).

Las laminas cloroplastidiales parecian relativamente simples en los
primeros exdamenes, pero a grandes aumentos, con sistemas de alta resolu-
cién, muestran estructura compuesta. Segin  Hodge, McLean y Mer-
cer (17), en cada limina cloroplastidial existe una zona proteica, denomi-
nada P, rodeada por dos capas L, en las que predominan los fosfolipidos
vy las clorofilas. Los bordes externos de este conjunto, o lineas C, estan algo
diferenciados (figwa 1 [3]).

También en este sentido existen pruebas, dadas por Steinmann y Sjos-
trand (16), de que en los cloroplastos, las laminillas de los granos estin
constituidas por una doble capa proteica con lipidos intercalados, y que
las moléculas de clorofila forman capas monomoleculares entre lipidos y
proteinas. Las moléeulas clorofilicas estarian envueltas por capas de sus-
tancias lipoideas de 50 § de espesor, aproximadamente, e intercaladas
entre capas de proteinas y agua de un espesor de 250 3. La morfologia
molecular de esta fina o superior estructura se ha intentado explicar por el
caracter hidréfilo de la molécula de clorofila, debido a los atomos de ni-
trogeno de los cuatro anillos pirrdlicos y el magnesio enlazado de modo
coordinado. Por otra parte, su larga cola de fitol es lipdfila, y por consi-
guiente este pigmento es una molécula en forma de maza, con un polo
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‘ Figura 1
Esquema de la ultraestructura de los cloroplastos:
{1) Disposicién en pila de los discos granulares. (2) Disco con su doble lamina
clorofilo-lipoproteica. (3) Interpretacion molecular de la estructura fina o submicroscépica.

acusadamente lipdfilo v otro lipéfogo. La cadena de fitol o cola hidréfoba
de la molécula de clorofila, se dispondria paralelamente a las cadenas hi-
dréfobas de los fosfolipidos, v el polo hidréfilo de ésta se orientaria hacia
el absorbente hidrdfilo, dando lugar al sistema representado en la figura 2.
En el estroma de los cloroplastos pueden presentarse macromoléculas
globulares de 250-300 & de didmetro, dispuestas sobre los granos y entre
ellos (figura 3).
Debido a la estructura cloroplastidial descrita, se comprendera que
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como solo los granos (grana), contienen el pigmento clorofilico, solamente
ellos manifiestan fluorescencia de clorofila, ofreciendo un color rojo bri-
llante, mientras que el estroma plastidial queda oscuro. Asi se ha podido
demostrar, sin lugar a dudas, la distribucion heterogénea de la clorofila,
incluso en los cloroplastos dpticamente homogéneos, aungque no realmente.

La funcién de los cloroplastos en las células autdtrofas consiste en per-
mitir la fotosintesis, la cual se desarrolla en los granos, es decir, en las ca-
pas clorofilo-lipoproteicas de los mismos. Asi resulta que los granos son
zonas especializadas que definen una estructura biofisico-quimica funda-
mental, de considerable especificidad y con limites propios dentro del clo-
roplasto.
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Orientacién molecular clorofile-lipoproteica
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Figura 3
Interpretacion de {a uftraestructura de un cloroplasto

En las bacterias fotosintéticas, y también en las algas verde-azuladas,

no se aprecian cloroplastos, Sin embargo, es posible hacer preparaciones
en las que se ponen de manifiesto los pigmentos en pequenios organulos
o cromatdforos, cuyos diametros, de 0,3 a 0,5 micras, son demasiado pe-
quetios para que se puedan estudiar perfectamente en el microscopio op-
tico; en el electrdonico, estos orginulos revelan estructuras discoidales se-
mejantes a los granos de las estructuras plastidiales.
- Las imagenes obtenidas por Leyon (18), con el microscopio electrdni-
co, en los cloroplastos de las algas Spirogyra y Mougeotia, demuestran gue
poseen una estructura laminar, pero no se observan granos. También en
cortes ultrafinos del alga flagelada Fuglena, observados bajo el microsco-
pio electronico por Wolken y Palade (19), presentan cloroplastos consti-
tuidos por unas veinte laminas comtinuas, sin diferenciacién acusada entre
granos individuales, En todos estos casos, cada cloroplasto equivale a un
grano unico. ,

Existen, por tanto, dos tipos de cloroplastos: los cloroplastos granula-
res v los laminares. En los primeros, la estructura laminar es propia Vinica-
mente de los granos. ‘Se ha propuesto denominar como tales cloroplastos
a los granulares, v considerar a2 cada uno de los laminares como un solo
grano.

Hoy suele convenirse en que todos los cloroplastos poseen estructura
laminar. Como se ha descrito anteriormente, en las plantas inferiores las
laminillas se extienden uniformemente por todo el .cloroplasto; en cambio,
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en las plantas superiores, las laminillas, aunque se extienden también por
todo el cloroplasto, estin mas desarrolladas en ciertas zonas del mismo,
que corresponden precisamente a los granos.

Numerosos trabajos sobre la estructura de los cloroplastos en plantas
superiores, han sido publicados desde la introduccidn de la supermicro-
grafia electronica. Pero todavia es un tema de controversia la interpreta-
cién de los esquemas sobre la estructura molecular de los cloroplastos,
particularmente con respecto a la distribucién de los pigmentos fotosinté-
ticos y su disposicion en las laminillas lipoproteicas de los granos cloro-
plastidiales.
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ESTUDIO MICROGRAFICO DE CLOROPLASTOS

En la actualidad se considera que las imdgenes estiucturales de los
cloroplastos, son exclusivas de la supermicroscopia electronica. Sin embar-
go, con el microscopio 6ptico y técnicas microgrificas originales, preten-
demos estudiar formas y tamaiios de cloroplastos, cuyas imagenes estruc-
turales nos hén de constituir valiosas apreciaciones, como preliminar ne-
cesario para la serie de investigaciones que nos proponemos realizar sobre
_el complejo clorofilo-lipoproteico de los granos, y sus relaciones con la es-
tructura de los cloroplastos, cuya ruta de trabajo fue iniciada en la Facultad
de Ciencias de la Universidad de Murcia, por los doctores Loustau, Ortu-
fio y Carpena (20).

PARTE EXPERIMENTAL
1.—Material y métodos
A)  Material biologico
Como material bioldgico para esta parte experimental, hemos tomado

las hojas de acelga (Beta vulgaris L.), tomatera (Solanum lycopersicum L.},
ribano {Raphanus sativus L.) v limonero (Citrus limonum Risso); en esta
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ultima especic consideramos las hojas fisioldgicamente normales, y clord-
ticas por deficiencia de hierro, cuyas diferencias de composicién guimica
hemos creido imprescindibles para el desarrollo de esta memoria (tabla I).

B) Técnicas operatorias.

a) Téenica microgrdfica por disociacion fisica.—Las hojas de acelga, to-
matera y riabano, las seccionamos respectivamente en pequefias tiras y las
sometimos a su fijacién con una disolucion de formol al 8% en suero fisio-
logico, que tiene la ventaja de ser fijador y conservante del material bio-
légico. En el caso de poner de manifiesto la estructura granular de los clo-
roplastos, hemos fijado previamente el material foliar con tetréxido de
osmio al (0,25 %. Seguidamente, tratamos estas pequenas tiras con una di-
solucidn acuosa de sulfato ferroso al 0,1%, durante doce horas; por lti-
mo, teiiimos con hematoxilina al 1%. Para dar el tono de color violeta, ca-
racteristico del colorante mencionado, adicionamos previamente disolu-
cidm acuosa de alumbre potisico Merck al 0,1 %. Con ayuda de un molino
homogeneizador tipo Multipimer, disociamos mecinicamente las células
que forman los parénquimas foliares. Para ello, suspendemos los fragmen-
tos de hojas en una disolucién de bicarbonato sédico al 0,1%. Al cabo de
tres minutos, logramos el grado conveniente de esta disociacién fisica. Se-
guidamente, pasamos el material disociado a través de un tamiz de 200
mallas, vy centrifugamos posteriormente a 5.000 r.p.m,

Para conseguir la preparacion micrografica definitiva, colocamos una
pequeiia parte del material disociado vy teriido, en una gota de gelatina
glicerinada, fundida sobre un portacbjetos; después de situar el cubreob-
jetos, presionamos suavemente, valiéndonos de un' trozo de médula de
saico, a la vez que imprimimos un ligero movimiento de rotacién o de os-
cilacion,

Para medir los cloroplastos, fueron elegidos al azar campos microsco-
picos con ayuda de las tablas de niameros aleatorios.

b) Técnica microgrifica de disociacion quimica.—Con esta técnica
hemos sometido el material bioldgico, tanto de las hojas de limonero nor-
males como clordticas por deficiencia de hierro, a idénticas condiciones de
manipulacién réspecto de la fijacion, teiido, disociacién celular de los
parénquimas foliares, y montaje de las preparaciones microgrificas.

Las hojas verdes y clordticas del limonero las seccionamos indepen-
dientemente en pequeiias tiras, que sometemos a su fijacidén. Para ello,
empleamos el dcido sulfosalicilico al 5 %, en disolucién acuosa de acido
picrico al 1%; segin el tamarfio de los cortes, los hemos tenido en fijacién



TABLA 1

Hojas frescas Hojas secas 100-104°
Material Humedad Clorofila N P K Ca Mg Fe Mn
% mgs. % grs. % o % % % p.p.m. p.p.m.
Acelgas 89.5 380 5,02 0,35 2,04 2,08 1,15 162 70
Tomatera 82,5 480 4,02 0,43 1,90 4,65 0,75 — —
Réabano 79,0 510 6,32 0,37 3,73 2,29 0,37 463 116
Limonero 54,6 1.010 2,34 0,12 0,83 3,85 0,45 128 18
{normal)
Limonero 63,9 30 3,48 0,15 1,60 2,90 0,43 32 13
{clorético}
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de cinco a diez dias. Una vez fijadas las piezas, las hemos tratado durante
doce horas con una disolucion acuosa de sulfato ferroso al 0,5 %. Seguida-
mente, lavamos con agua destilada hasta eliminar todo vestigio de sal fe-
rrosa. Los parénquimas foliares asi preparados, los disociamos con una
disolucién acuosa de oxalato amdnico al 1%, calentada a 60° C, para disol-
ver las sustancias pécticas que forman el cemento de union situado entre
la membrana de las células parenquimatosas. Practicamente, al cabo de
tres horas, alcanzamos el grado conveniente de esta disociacion quimica,
tras la cual manipulamos con sumo cuidado para evitar la disgregacion de
las piezas. A conlinuacidn, las tratamos con una disolucion acuosa de
alumbre potasico Merck al 0,1 %, y tefiimos intensamente este material
bioldgico con hematoxilina al 1% durante veinticuatro horas. Después de
este tiempo, practicamos cuidadosamente la diferenciacién regresiva del
colorante, para lo cual lavamos con una disolucién de dcido clorhidrico
N/1.000, de tal modo, que la diferenciacién la detuvimos en el momento
critico, con disolucion acuosa de bicarbonato sodico al 0,1 %, v lavado pos-
terior con ugua destilada.

Como colorante de contraste hemos utilizado la rodamina B al 0,1 %,
en disolucién acuosa.

-

¢) Técnica de desintegracion celular—Para conseguir el homogenei-
zado celular, trituramos muy finamente el material foliar “in vivo”, con un
licvador Multipimer a 4.000 r.p.m., para desintegrar particularmente el
condrioma, vacuoma y plastidoma (*). La suspension bruta resultante, de
color verde, formada por ntcleos celulares, cleroplastos, mitocondrias y sus
fracciones respectivas, microsomas y los jugos vacuolar y citoplasmico, la
dividimos en dos partes, una de las cuales la pasamos a través de un filtro
Whatman n.” 1.

Con el material obtenido mediante la aplicacion de las técnicas ex-
puestas, hemos realizado numerosas preparaciones micrograficas para es-
tudiar la forma, tamano y estructura de los cloroplastos y orgénulos cons-
tituyentes, de las distintas especies vegetales consignadas.

Todas las observaciones las hemos efectuado con un microscopio-
Dialux de la casa Leitz-Wetzler, binocular, con dispositivo para contraste
de fases y camara fotografica Leica adaptable. Su equipo 4ptico nos ha
permitido obtener aumentos comprendidos entre 450, 1.500 v 2.000.

. d) Experiencias de campo~Con el fin de estudiar la evolucién de
los cloroplastos en los parénquimas fotosintéticos, hemos partido de limo-
neros clordticos, cuyas hojas contenian estados iniciales de formas cloro-

{*) Plastidoma, segin Dangear (1935), VI Internat. Bot. Cong. Proc., 2, 33.
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plastidiales, los cuales sometimos a tratamientos de recuperacion. Parale-
lamente, estudiamos microgrificamente la evolucién cloroplastidial, con-
forme se iba corrigiendo el estado deficitario.

La experiencia consistié en suministrar Fet® a limoneros de veinte
anos, en estado agudo de clorosis férrica, por inyeccion en tronco de sul-
fato ferroso, 4cido citrico y hierro reducido, en la relacién 100: 10 : 1. Los
arboles objeto del estudio recibieron 55,5 gramos de la mezcla indicada.

Los limoneros tratados vegetan en la Vega del Segura, sobre un suelo
de elevado poder clorosante, pobre en materia orginica, nitrégeno y fos-
foro; de contenidoc medio en potasio, y elevado en calcio y magnesio
(tabla II).

El tratamiento se practic)d el dia 1 de marzo de 1963.

TABLA 1I
Muestras i

Textura No 1 N° 2 N° 3 Observaciones
Capacidad de cambio tolal . 17,50 18,75 21,25 Meq. %
pd, (H.O% . . . . . . . 7,95 8.10 7.90
pH, (RC) ., . . . . . . 7,60 7,65 7,65
Carbonato calcico total. . . 33,5 34.0 22,5 %
Carbonato calcico active . . 12,0 14,0 11,0 %
Materia orgamiea. . . . . 3,05 3,08 3,93 o
Nitrégeno total . ., . . . 0,156 0,136 0,218 o%
Fésforo asimilable . . . . 34 24 34 p.p.m.
Potasio idem . . . . . . 1.35 0,63 1,17 Meq. %
Calcio idem . . . . . . 39,6 35,2 44,0 ”
Magnesio idem . . . . . 6,0 4,0 6,0 »

El estudio analitico lo hemos realizado en las fases siguientes:

1°) Inmediatamente antes del tratamiento.

2."). En mayo. Los drboles mostraban sintomas manifiestos de resta-
blecimiento. - :

3.°) 'En octubre del mismo afio apreciamos curacién completa. de la
deficiencia de h1err0 en los limoneros tratados..
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2. —Resultados

En esta parte experimental hemos empleado técnicas originales para
las preparaciones microgrificas de las células de los parénquimas foliares
de acelga, tomatera, rabano y limonero, con el fin de conseguir quedasen
aisladas, enteras v completas, mediante disociacion fisica o quimica. De
esta manera, han podido ser extendidas en una sola capa entre porta y
cubreobjetos, permitiéndonos precisar detalles estructurales v nimero de
cloroplastos por célula (fotogratias 1, 2 v 3).

Fotografia 1

Nucleo, nucleolo, cloroplastos y granos (grana), correspondientes a una célula de parén-
quima esponjoso de hoja de limonero, cuyas imagenes han sido conseguidas con la
técnica micrografica original (x 1.500).

Las imagenes microscopicas (fotografias 4, 5, 6, 7 v 8), tenidas con
hematoxilina-rodamina B, previa fijacion con sulfosalicilico-picrico o for-
mol-tetrdxido de osmio, justifican la eleccion por nosotros de estas téeni-
cas micrograficas, ya que hemos percibido claramente la estructura cloro-
plastidial, en cuya arquitectura hemos hecho resaltar con cierta uniformi-
dad el niimero y distribuciéon de los granos, mas o menos separados entre
si por el estroma homogéneo en que estin inmersos, en tanto que la
membrana cloroplastidial que los circunda, queda bien delimitada y dé-
bilmente tenida.
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Fotografia 2

Células disociadas de los parénquimas de empalizada y esponjoso de hojas de limonero
fisiologicamente normales (x 450).

Fotografia 3

Células de parénquima en empalizada y esponjoso de hojas de limonero deficientes en
hierro. Obsérvense los estados precursores de los cloroplastos (x 450),
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Fotografia 4

Cloroplasto de hoja de acelga en donde se pone de manifiesto la estructura granular
del mismo, con nuestra técnica micrografica original (x 1.000).

Fotografia 5

Ampliacién fotogréafica de un cloroplasto de hoja de acelga, en donde se pueden observar
los granos cloroplastidiales en uno de los planos de enfoque del microscopio ordinario.

UNIVERSIDAD DE
MURCIA
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Fotografia 6

Conjunto de cloroplastos de hojas de acelga, en los que se han puesto de relieve los
granos clorofilo-lipoproteicos, en uno de los planos de enfoque del microscopio ordinario
(x 1.000).

Fotografia 7

Ampliacion fotografica de cloroplastos de hojas de acelga, en la que se ponen de relieve
los granos cloroplastidiales, en uno de los planos de enfoque del microscopio ordinario.

UNIVERSIDAD DE
MURCIA
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En la tabla III exponemos los resultados de nuestro estudio microgra-
fico sobre los cloroplastos de hojas de acelga, tomatera y rabano, que he-
mos considerado como tipos de referencia para el control microscopico de
los homogeneizados celulares.

Respecto a los tamaiios, los valores mads probables de los volimenes
cloroplastidiales, en los parénquimas foliares de las especies vegetales ci-
tadas, corresponden a las frecuencias maximas de 57,91, 17,16 y 57,91 mi-
cras clibicas respectivamente.

En las tablas IV y V indicamos los resultados que hemos obtenido con
nuestra técnica de desintegracion celular, al controlar microscopicamen-
te los homogeneizados celulares, “brutos” v “filtrados”, respectivamente de
hojas de acelga, tomatera y rabano. Los valores que damos en micras ci-
bicas corresponden a ndcleos celulares, cloroplastos integros, mitocondrias
y granos cloroplastidiales, todos dentro del poder resolutivo del microsco-

* pio ordinario.

TABLA 111

Cloroplastos

Hojas de acelga

Hojas de tomatera

Hojas de rabano

Volimenes de los

Volamenes da los

Volimenes de log

cloroplastos °ls cloroplastos *fo eloroplastos *fo
2,14 p3 4,48 2,14 p? 9 2,14 3 55
7,24 7 11,78 7.24 7 12,6 7,24 7 7.0
17,16 7 22,52 17,16 7 34,4 17,16 * 23.4
33,51 % 23,05 33,51 7 24,4 33,51 7 23.8
5791 * 26,59 5791 7 18,2 5791 7 25.4
67,56 7 7,20 607,56 7 1.4 91,95 * 10,2
77,21 7 4,38 13‘!,26 ” 4.7
100,00 100,0 100,0

Los volimenes de los cloroplastos han sido
del micrometro ocular, y aplicando Ja férmula matemdtica del volumen
del esferoide: 4/3 7", en unos casos, o del ovoide : 4/3 = a b® en otios,
segin la forma de aquéllos.

determinados con ayuda
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TABLA 1V

Homogeneizado celular (brutb)

Hojas de acelga Hojas de tomalera Hojas de rabano

Volmenes de los o Volamenes de los of Volamenes de los o
] o a

cloroplastos cloroplastos ¢loroplastos

0,03 p® 52,5 0,03 p? 63,0 0,03 pn? 63,6
0,27 ”» 29,1 0,27 7 20,4 027 ¥ 21,2
0,90 ~ 51 090 ™ 2,6 0,90 ~ 2,7
2,14 7 2,8 214 7 6,0 2,14 3,4
724 7 2.6 7,24 7 4,0 7,24 7 3.4
17,16 * 2.1 17,16 * 2,6 17,16 ~ 2,9
3351 7 3,6 33,51 * 0,9 33,51 * 1,8
57,91 * 1.6 57,91 ™ 0,5 51,91 7 1,0

100,0 1006,0 100,0

TABLA V

Homogeneizado celular (filtrado)

Hojas de acelga Hojas de tomatera Hojas de rabano

Volamenes de los o VolGmenes de los o/ Yoldmenes de los o

" organulos organulos orghnulos
0,03 p? 76,1 0,03 n? 86,3 6,03 p? 93,6
0,27 ~» 20.8 0,27 7 12,3 0,27 7 6,4
09¢ * 3.1 090 1.4
100,0 100,0 100,0

[t

Una visién de conjunto de estos resultados, demuestra que la estructu-
ra submicroscépica de los cloroplastos es mis labil en las de hojas de acel-
ga (Beta vulgaris L.), cuya desintegracion la hemos conseguido en las
condiciones descritas, que los correspondientes a parénquimas foliares de
tomatera {Solanum lycopersicum L.) y rdbano (Raphanus sativas L.).
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En las tablas VI, VII, VIII y IX consignamos los resultados de los ana-
lisis quimicos correspondientes a las hojas de limonero, en Jas tres fases
descritas, es decir, a arboles clordticos sometidos a tratamiento de recupe-
racién, y a otros fisiologicamente normales de la misma finca experi-
mental.

Un estudio detenido de los valores hallados pone de manifiesto los he-
chos siguientes:

L) Los niveles de nitrégeno en las hojas clordticas, son notablemen:
te superiores a los de las hojas fisiologicamente normales.

2.°} Los valores de fdosforo son ligeramente menores en la hoja cloroti-
ca, aunque la variacién es de poca cuantia.

3"} El potasio presenta valores superiores en las hojas fisiolégica-
mente normales v en las recuperadas por tratamiento.

47) Los contenidos de calcio y hierro son superiores en la hoja nor-
mal, y aumentan conforme progresa el proceso curativo,

5°) Los niveles de magnesio y manganeso son superiores en la hoja
clorética, y van disminuyendo a medida que aumenta el proceso curativo.

TABLA VI

Hojas de limonero deficientes en hierro

Muestra N % P % K % Ca % Mg % Fe Mn
p.p-m. p.p.m.

1 2,63 0,12 0,87 3,44 (0,49 46 42

2 2,64 0,12 0,13 2,42 0,61 53 34

3 2,90 011 1,08 2,23 0,73 37 30

4 2,67 0,11 0,86 3,05 0,85 55 29

5 2,79 . 0,09 0,87 3,69 0,53 67 29

] 2,91 0,10 0,82 3,45 0,48 61 31

7 2,94 0,12 0,89 3,19 0,57 56 28

-8 2,66 0,11 0,78 2,85 0,39 47 20

-9 2,91 0,11 {1,960 3,65 0,40 58 31

10 2,85 0,09 0,98 3,30 0,48 50 21
Valor

medio 2,80 -0,11 0,93 - 3,13 0,53 55 29
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TABLA VII

Hojas de limonero recuperado- I

Muestra N % P9 K % Ca 9% Mg % Fe Mn

p.p.m.  p.p.m
1 2,10 0,08 1,30 217 3,50 46 11
2 3,34 0,09 1,07 3,36 0,63 95 29
3 2.10 0,10 1,24 1,66 0,23 80 19
4 2,06 0,08 1,36 2,59 0,23 96 12
5 2,54 0,09 1,53 - 2,38 0,34 o4 10
6 2.24 0,10 1,48 2,76 0,33 77 12
7 2,41 ¢,10 1,45 . 2,98 0,56 72 11
8 2,29 0,08 1,31 3,40 0,43 104 21
9 2,31 0,10 1,24 3,44 0,47 91 28
10 2,11 0,08 1,46 2,30 0,45 81 15
Valor :
Cmedio 2,35 0,09 1,34 2,70 0,42 80 17
TABLA VIII
Hojas de limonero recuperado - 11
Muestra N % P 4% K % Ca % My % Fe Mn
. p.p-m. p.p.m
1 2,21 0,07 0,92 2,86 0,28 82 13
2 2,53 0,12 1,71 2,94 0,34 67 13
3 2,40 0,06 1,38 2,86 0,34 83 14
4 2,64 0,11 1,34 3,89 0,46 71 10
5 2,72 0,12 1,10 3,83 0,45 75 11
6 2,69 0,10 0,98 | 3,59 0,33 88 21
i 2,17 0,14 1,58 3,57 0,41 25 17
8 2,68 0,13 1,14 4,32 0,53 99 20
9 2,51 0,12 1,51 3.99 0,25 95 16
10 2,35 0,13 1,51 3,91 0,43 102 21
Valor

medio 2,55 0,12 1,31 3,57 0,38 82 16
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TABLA IX

Hojas normales de limonero (tipo)

Muestra N ¢ P % K % Ca % Mg % Fe Mn
pP-p-m. p.p-m
1 2,40 0,06 1,38 2,86 0,34 a3 14
2 2,64 0,11 1,34 3,89 0,46 77 16
3 2,72 0,12 1,10 3,83 0,45 75 11
4 2,69 0,10 0,98 3,59 0,33 38 21 .
) 2,77 0,14 1,58 3,57 0,41 55 17
6 2,68 0,13 1,14 4,32 0.53 99 20
7 2,74 0,14 1,40 3,99 0,40 98 17
& 2,51 0,12 1,51 3,99 0,25 95 16
9 2,35 0,13 1,51 3.91 0,43 102 21
16 2,18 0,13 1,27 3,59 0,29 67 11
Valor ‘
medio 2,56 0,12 1,32 3,75 0,39 84 16

En la tabla X resumimos el estudio microgrifico realizado en hojas
cloréticas deficientes en hierro, ¢s decir, correspondientes a la primera
fase. En ella podemos apreciar que la mayor frecuencia corresponde a la
ausencia de formas cloroplastidiales desarrolladas; la frecuencia maxima
corresponde a 8,19.

En la tabla XI ofrecemos los valores correspondientes a hojas fisiold:
gicamente normales, que consideramos como tipo. Respecto del namero,
la frecuencia maxima corresponde a 10 cloroplastidios por célula, v el vo-
lumen a 13,72.

En la tabla XII indicamos los resultados alcanzados en la segunda fase
de los drboles sometidos a tratamiento, comprobindose la evolucion favo-
rable de las dos magnitudes investigadas. En efecto, el valor mas frecuen-
te para el nimero de cloroplastidios es de 8, y de 13,65 micras cibicas
para el volumen, notablemente superiores a los encontrados en la hoja
cloratica.

En la tabla XIII se representa el resultado final de la experiencia; el
valor mas probable para el nimerc de cloroplastidios es de 8, y respecto
del volumen, 13,60 micras cibicas. Ello indica que en la fase segunda se
habian restablecido practicamente las condiciones necesarias para el
desarrollo evolutivo de los cloroplastos.
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Finalmente, las fotografias 3 y 2 muestran respectivamente los estados
precursores de los cloroplastos en las células de los parénquimas foliares
de limoneros deficientes. en hierro; y los cloroplastos perfectamente forma-
dos en las de los fisioldgicamente normales.

TABLA X

Hojas de limoneros deficientes en hierro

Parénquima en empalizada

Nimero de los Volumen de los
cloroplastos por eélula 9% cloroplastos %
0 48 3,05 p° 9,72
1 17 4,94 7 17,54
T2 15 8,19 ” 33.33
3 9 10,40 * - 18,38
4 [+] 13,65 7 15,78
5 4 17,15 7 2,63
6 1 30,54 77 1,75
— — 36,65 7 0,87
TABLA XI
Hojas normales de limonero (tipo)
Parénquima en empalizada
Niimero de los Volumen de los
cloroplastos por célula % cloroplastos %

5 3 1,65 p° 3,42
6 4 6,40 7 7,11
7 8 8,16 > " 9,85
8 10 10,41 > 10,50
9 16 13,72 » 29,53
10 o2 18,01 7 21,00
1 14 26,22 7 9w
12 . 11 30,62 7 © 7,26
13 6 48877 1,00
14 , 5 57,24 7 - - 0,42

15 ' 2 - o o
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Hojas de hmonero recuperado - I

TABLA XII

43

Parénquima en empalizada

Numero de los

Volumen de los

cloroplastos por célula 9 cloroplastos %

1 1 3,05 4 0,23

2 3 4,91 1,49

3 4 6,56 7 5,99

4 7 8,714 7 13,49

5 12 10,38 7 13,94

6 15 13,65 7 24,13

7 18 18,44 ™ 20,08

8 21 25,55 7 7,94

9 13 30,54 5,99
10 4 36,65 ™ 3,24
11 2 48,87 1,34
— — 57,24 7 0,14

TABLA XIII
Hojas de limonero recuperado - 11
Parénquima en empalizada
Numero de los Volumen de los
cloroplastos por célula % cloroplastos o

1 2 3,05 0,20

2 4 5,24 7 0,39

3 5 6,56 7 2,68

4 7 8,74 " 9,23

5 11 10,56 7 10,73

6 13 13,60 » 21,60

7 16 18,42 19,37

8 17 24,04 7 16,84

9 11 34,31 7 14,45
10 10 38,29 3,21

- 11 2 48,87 ¥ 0,74
12 1 — -
.13 1. — —
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Las experiencias efectuadas por nosotros sobre la correccién de la defi-
ciencia de hierro en limoneros clordticos, demuestran filogenéticamente que
los cloroplastos de los parénquimas foliares, pasan por unas fases evoluti-
vas, en las primceras de las cuales presentan estructuras rudimentarias pre-
cursoras, que son similares a los orginulos fotosintéticos- v cloroplastos de
las plantas inferiores (figura 4).

Figura 4

Representacidén esquematica de los estados evolutivos cloroplastidiales:
|.—Desarrollo de un cloroplasto: preplasto, iniciacion de las laminillas plastidiales, for-
macidn de la cloroplastina en las Iaminas cloroplastidiales y cloroplasto totaimente des-
arrollade, con los granos.
I.—Cromatdforo (1); cloroplasto de algas con la caracteristica estructura laminar (2),
y cloroplasto granular en plantas superiores (3).

La naturaleza de aquellas formas precursoras (condriosomas plastids-
genos, primordios o-proplastos), es un tema muy debatido por distintos in-
vestigadores, como Guilliermond (21), Strugger (22), Mublthaler (23),
Wettstein (24) y Leyon (25). Pero es muy importante rcsaltar, a este res-
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pecto, que el estado granular de la estructura microscdpica de los cloro-
plastos de las plantas superiores, sélo llega a definirse claramente duran-
te el proceso de la pigmentacién clorofilica, tal como hemos comprobado
microgrificamente en este estudio, debido a la formacién del complejo
clorofilo-lipoproteico o cloroplastina.
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111

OBTENCION E IDENTIFICACION DE LA CL.OROPLASTINA

En los granos cloroplastidiales, el complejo molecular formado por
proteinas, lipidos y clorofilas, que desarrollan una actividad pigmentaria
muy especifica en la fotosintesis, ha recibido distintos nombres. Mes-
tre (26) le ha denominado compuesto complejo de filoclorina, y Stoll (27),
elemento simplejo de cloroplastina; pero este altimo investigador ha hecho
suya la nomenclatura de Willstiitter y Rohdewald (28). Mds tarde. Stoll y
. Wiedman (29) consiguieron obtener este complejo clorofilo-lipoproteico
en estado de cierta pureza, y lo designaron con el nombre de cloroplasti-
na. Smith y Pickels (30), Smith (31) y Takashima (32) han determinado su
peso molecular, pero los valores obtenidos son tan dispares que Krasnovs-
ki y Brin (33), y Wolken y Schwertz (34), ponen en duda ¢l grado de pu-
reza de la cloroplastina obtenida para estas determinaciones, posiblemen-
te contaminada por otras proteinas cloroplastidiales o sustancias extrafias.

En extractos de cloroplastos de hojas de espinaca, preparados con diso-
lucién acuosa de digitonina, Nieman y Vennesland (35) (36), Bishop, Na-
kamura, Blat y Vennesland {37), y Nieman, Nakamura y Vennesland (38),
han estudiade la actividad de la fotooxidasa del citocromo C. Posterior-
mente, Ardao y Vennesland (39) han logrado fraccionar esta fotooxidasa
en dos componentes, factor 1 y factor 2, ambos necesarios para la activi-
dad enziméatica. Pero es interesante poner de manifiesto gue cuando estos
iltimos investigadores adicionan cuidadosamente alcohol etilico a los ex-
tractos cloroplastidiales, previa filtracion, les da un precipitado de color
.verde, que denominan factor 1 del citocromo C fotooxidasa, Como este
componente es un complejo clorofilo-lipoproteico, lo han identificado
" como cloroplastina.
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PARTE EXPERIMENTAL
1—Material y métodos

A) Experiencias preliminares

En los ensayos preliminares que hemos efectuado para la obtencién de
la cloroplastina en estado cristalino, creimos conveniente seguir el proce-
. dimiento descrito por Takashima (32), y posteriormente utilizado por otros
investigadores como Shewattand y Evans {40), y Chiba y Noguchi (41),
con el fin de adquirir una experiencia en esta ruta de trabajo que nos per-
mitiese juzgar la técnica empleada.

El método de Takashima, aplicado por nosotros en homogeneizados
foliares de distintas especies vegetales, como acelgas, rabanos, espinacas,
perejil, naranjo, limonero, etc., es el siguiente:

Hojas frescas de acelgas: las trituramos cuidadosamente con arena de
cuarzo, afiadiendo gradualmente cinco volimenes de disolucion tampén
de fosfatos M/50 ph 7. La mezcla la centrifugamos a 2.500 r.p.m. durante
20 minutos, y el liquido scbrenadante lo filtramos a través de papel de fil-
tro corriente. En el filtrado opalescente v de color verde, observamos mi-
crograficamente la presencia de granos cloroplastidiales en suspension. A
este liquido, anadimos alfa-picolina bajo agitacién magnética, hasta con-
seguir una disolucién de la misma al 55%. La mezcla de granos y disol-
vente perdié inmediatamente su opalescencia inicial, dando lugar a una
disolucion clara, en la cual no pudimos detectar granos cloroplastidiales
bajo el control microscopico.

La disolucién la dializamos entonces durante 24 horas, frente a una
disolucion acuosa de alfa-picolina al 55 %, durante cuyo tiempo aparecie-
ron cristales de carotenoides, que eliminamos por filtracién. Al filtrado
afadimos dioxano, hasta formar una disolucién con una concentracién del
20 % de este ultimo. Mantuvimos la mezcla en frigorifico a 0°C, y al cabo
de 6 dias aparecieron cristales verde-oscuros. El conglomerado cristalino
lo separamos por centrifugacién, y lo disolvimos en disolucién de alfa-
picolina al 55 %, en tampén fostato de pII 7. La disolucién la filtramos a
través de papel de filtro, y al filtrado afiadimos dioxano hasta conseguir
una disolucion al 20 %, que colocamos seguidamente en nevera. La cloro-
filo-lipoproteina recristalizé en la forma que exponemos en la fotografia 8.
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Si se tiene en cuenta que la cloroplastina se halla confinada en los gra-
nos cloroplastidiales (figuras 1 y 3), hemos deducido que al utilizar como
material biologico granos cloroplastidiales e\cluswamente obtendriamos
cnstales de cloroplastina de alta pureza.

Fotografia 8

Crlslales de cloroplastina de hojas de acelga obtenidos por el método de Takashima
(x 100}.

Después de algunas tentativas previas en este sentido, y por medio de
centrifugaciones fraccionadas a partir de homogeneizados celulares bru-
tos, pudimos conseguir granos cloroplastidiales de notable pureza.

Con este material granular, no sélo hemos obtenido cloroplastina muy
pura, sino también una economia de reactivos y reduccién extraordinaria
del tiempo de cristalizacion.

Conseguida, a nuestro juicio, una notable mejora del procedimiento de
Takashima, tratamos de comprobar en una segunda fase experimental, si
los reactivos utilizados por dicho investigador eran los mas iddneos, o si
por el contrario podiamos sustituirlos por otros que, por su accidon, facili-
dad de adquisicidn v cconomia, presentaran mayores ventajas.

De los distintos disolventes especificos ensayados, solo la piridina, de
accién andloga a la alfa-picolina, nos dio resultados satisfactorios,

También hemos experimentado distintos detergentes organicos, como
indican Wolken y Schwertz (34), Wolken y Mellon (42), Smith (31), Ke (43)
v Eversole y Wolken (44), para la obtencion de la dmoplastma pero los
resultados obtenidos no fueron convincentes.
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Con todos los datos obtenidos en estas experiencias preliminares, pu-
dimos llevar a feliz término la técnica operatoria para la obtencién de clo-
roplastina, que exponemos a continuacion.

B) Método que proponemos para la obtencion de
cloroplastina de alta pureza

Hojas frescas de acelgas, a las que eliminamos previamente los nervios
principales, las sometimos en el laboratorio a un primer lavado con agua
corriente, para separar la mayor parte de sustancias extranas; después, las
tratamos nuevamente con una disolucion al 0,5 por 1.000 de neutronix
(detergente no ionico), seguido de tres lavados con agua destilada. Final-
mente, colocamos el material biologico entre hojas de papel de filtro, para
eliminar el agua residual.

Los parénquimas foliares asi preparados, los homogeneizamos con la
ayuda de un aparato Multipimer. E1 homogeneizado obtenido lo pasamos
a través de un tamiz de 250 mallas, que centrifugamos a 1.500 r.p.m., du-
rante 2 minutos. Por Gltimo, filtramos la parte sobrenadante con papel
Whatman n.” 1.

El filtrado opalescente v de color verde, constituido por una suspen-
sion de granos cloroplastidiales en su mayor parte, como pudimos compro-
bar microgrificamente a 2.000 aumentos, lo contrifugamos a 3.000 r.p.m.,
durante 10 minutos. El deposito de granos obtenido, lo lavamos de nuevo
con agua destilada. Esta operacion la repetimos cuantas veces fue nece-
sario, hasta conseguir un material granular de alta pureza bajo el control
microscopico.

Al depdsito de granos purificados, le adicionamos disolucion de piridi-
na al 55 %, lentamente y bajo agitacién magnética. Durante esta operacion,
la suspension de granos cloroplastidiales perdié su opalescencia y dio lu-
gar a una disolucion transparente de color verde, que dializamos durante
24 horas, frente a una disolucion acuosa de piridina al 55 %, con un diali-
zador provisto de papel de celofén como membrana semipermeable. To-
dos los carotenoides que aparecieron cristalizados en el fondo del dializa-
dor, una vez transcurrido este tiempo, los eliminamos por filtracion a tra-
vés de papel Whatman n.° 1.

A la disolucion verde, dializada y filtrada, anadimos con agitacion
magnética dioxano, hasta conseguir una concentracion del 20% de este
disolvente.

La disolucion de cloroplastina, la colocamos en un frigorifico, a una
temperatura de 0°. Al cabo de pocas horas, comprobamos micrografica-
mente la aparicion de pequeiios cristales aciculares de color verde (foto-
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grafia 9), los cuales adquirieron los mayores tamaiios a las 72 horas de
mantener Ja disolucién en frio.

O —
° X s
Lo g

e

i Fo

g
L
A
i

A -
W75 -

Fotografia 9

Formas iniciales de cristalizacién de cloroplastina .de hojas de acelga, a partir de granos
cloroplastidiales excifusivamente (x 100).

Los cristales de cloroplastina, los separamos por centrifugacion de la
disolucién madre. Seguidamente, al conglomerado cristalino lo lavamos

Folografia 10

Cristales de cloroplastina puros, obtenidos de hojas de acelgas, a partir de granos cloro-
plastidiales exclusivamente (x 450}
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tres veces con agua bidestilada, y lo redisolvimos en piridina al 55 %. Por
adicién de dioxano, como se ha descrito anteriormente y reposo en g
rifico de la disolucion, obtuvimos cristales de alta pureza (fotograff§is®

TURCH

rg@A0 B C

Mo et
Los cristales de cloroplastina obtenidos tal como indicamos en el a}par-

tado anterior, se nos presentan microscépicamente como formas acicula-

res, verdes, totalmente insolubles en el agua y en disoluciones salinas in-

orgénicas. En cambio, se nos disolvieron perfectamente’ en disoluciones

acuosas de piridina al 30%, y alfa-picolina a la’ misma concentracién, y

también en disoluciones acuosas de detergentes organicos, mduso a pe-

quefia concentracion.

C) Identificacion de la cloroplastina

Frente a disolventes organicos como alcohol etilico, acetona, alcohol
metilico y éter etilico, nos originaron disoluciones verdes con precipitados
incoloros. El precipitado, una vez centrifugado, lavado con agua destilada
y tratado con disolucién de; hidréxido sédico al 10%, nos dio reacciones
positivas frente al reactivo de Millon (color rojo), Folin-Ciocalteau (azul),
_ reaccidn xantoproteica (amarillo-anaranjado) y biuret (rosa) —Calvery
(43), Herriot (46) y Kirk (47)—, por lo que deducimos su naturaleza pro-
teica. -

En la disolucion verde sobrenadante, comprobamos espectrofotométri-
camente unos maximos de absorcion de 340, 440 y 680 mp que coinciden
exactamente con los correspondientes a la clorofila {grafica I).

Por Gltimo, tratamos cristales de cloroplastina con el reactivo de Bloor
(mezcla de alcohol etilico-éter etilico 3 : 1). Sobre el residuo obtenido des-
pués de la evaporacion del disolvente, identificamos la fraccién lipidica
con Rhodamina B al 0,05%, en disclucién alcohdlica —Wagner (48)—, y
con azul de bromotimol —Jatzkewitz (49)—

2.—Resultados

Hemos aplicado la técnica de Takashima para la obtencién de cloro-
plastina en homogeneizados foliares de las distintas especies vegetales an-
teriormente consignadas. En todos los casos, logramos cristales de cloro-
plastina; pero -el método de aquel 1nvest1gador reune a nuestro ]u1cm Ios
inconvenientes siguientes: :

1°) La cloroplastina’ cnstahzada que hemos obtenido es muy 1mpu-
ra (fotografia 8).
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Grafica 1

Espectro de absorcién del extracto etéreo de la cloroplastina de hojas de acelga.

2°) Nos ha sido preciso utilizar en los homogeneizados vegetales
grandes cantidades ,de alfa-picolina y dioxano, para alcanzar las concen-
traciones de cloroplastina necesarias para su cristalizacion.

3.") EI proceso de cristalizacion nos ha parecido muy lento.

Los resultacdos obtenidos por nosotros al aplicar detergentes organicos,
como preconizan Wolken y Schwertz (34) y otros autores ya citados, en la
extraccidn de la cloroplastina y su correspondiente cristalizacion, a partir
de homogeneizados foliares de distintas especies vegetales, no fueron sa-
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tisfactorios debido a la serie de dificultades que se nos presentaron para la
eliminacion de las sustancias extranas.

La técnica operatoria que hemos propuesto, inspirada-en la de Ta-
kashima, a partir de granos cloroplastidiales exclusivamente, con piridina
como disolvente, nos ha permitido obtener una cloroplastina cristalizada
de alto grado de pureza (fotografia 9), con reduccién extraordinaria del
tiempo de cristalizacién y economia de reactivos.
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v
ESTUDIO ELECTROFORETICO DE LA CLOROPLASTINA
El presente estudio electroforético estd inspirado en las propiedades
que poseen la a-piridina, digitonina y detergentes de sintesis organica, en

disolucion acuosa, de solubilizar la cloroplastina cuando actian directa-
mente como agentes extractantes sobre los cloroplastos.

PARTE EXPERIMENTAL

1.

Material y métodos
A) Equipo electroforético

Para los corrimientos electroforéticos, hemos utilizado fundamental-
mente un equipo EEL, de la casa Evans Electroselenium Limited, consti-
tuido por tres unidades: fuente de corriente, cubeta vy lector (fotogratia 11).

e . L%
o b }"

5 -

Fotografia 11
Equipo EEL para electroforesis sobre papel.
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El papel que hemos empleado ha sido Whatman n.” 1 (0,15 mm. de
espesor, 85 grs./m*), de 4 centimetros de ancho por 32 centimetros de
Jongitud, con el cual hemos obtenido buenos resultados. También utiliza-
mos el papel Schleicher & Schull n.® 2.043 a (0,16 mm. de espesor,
90 grs./m?®), de caracteristicas muy parecidas al anterior. Con estos tipos
de papel hemos logrado excelentes desplazamientos; ademas poseen la
particularidad de adsorber una cantidad minima de colorante, y por ello
lIa decoloracion de las interzonas las hemos efectuado muy facilmente.

En los ensayos preliminares, empleamos diversas disoluciones amorti-
guadoras a base de KH.PO,, K.;HPO,, Na,B.0O,.10 H.O y Na,HPO,.
12 H.Q, asi como la de veronal-veronal sddico de pH 8,6, utilizada nor-
malmente para el desdoblamiento electroforético de las proteinas en el
suero humano, De todas ellas elegimos la constituida por una mezcla de
2.5 volimenes de KHPO, 0,07 M., 7,5 voliimenes de veronal-veronal sé-
dico (preparada ésta a base de veronal sddico: 8,82 gramos. acetato sédico:
4,68 gramos, acido clorhidrico N/10: 80,8 mililitros, y agua destilada en
cantidad suficiente hasta completar 2.000 mililitros). Esta disolucién pre-
senta un pH 8,9, y una fuerza idnica de 0,045.

B) Material biologico

En esta parte experimental hemos utilizado independientemente ho-
mogeneizados foliares de acelga y limonero fisiologicamente normal, y clo-
rdtico por deficiencia de hierro, A parte de estos homogeneizados foliares
le adicionamos piridina y Mirelan, hasta conseguir una disolucién al 50 %
de la primera, y 0,15 % del segundo. Los liquidos filtrados, de color verde
intenso los dos primeros, y amarillo el ultimo, sirvieron como material de
prueba para el estudio electroforético.

Simultineamente, hicimos una serie de preparaciones con estos mis-
mos materiales biologicos, que observamos a 1.500 y 2.000 aumentos en
un microscopio Leitz, provisto de un micrometro ocular con escala sub-
dividida, para detectar la presencia o ausencia de organulos cloroplasti-
diales.

También hemos utilizado cloroplastina aislada directamente de granos
cloroplastidiales de hojas de acelga, segin técnica propuesta por nosotros
en el capitulo III para la identificacion electroforética de la misma.

C) Técnica operatoria

Aunque en lineas generales la técnica operatoria en la electroforesis
sobre papel, es la misma en todos los aparatos, el método seguido por
nosotros ha sido el siguiente:
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Las tiras de papel las pasamos ripidamente a través de la disolucion
tampon, y a continuacidn las depositamos sobre papel de filtro seco, para
eliminar el exceso de disolucion. De esta manera, las bandas sclamente
humedecidas nos facilitan posteriormente la aplicaciéon de la muestra a
estudiar. Esta la depositamos en sentido transversal, con avuda de un
portaobjetos esmerilado, que mojamos en el problema, el cual pasa inte-
gramente del portaobjetos al papel, una vez puestos ambos en contacto.
Esta operacién la realizamos con mucho cuidado, para que la muestra pro-
blema quede a un centimetro de los bordes del papel, y poder lograr una
uniformidad en los desplazamientos de las sustancias a emigrar.

La cantidad de muestra que utilizamos en cada determinacién es apro-
ximadamente de unos 0,02 mililitros,

Las tiras de papel asi preparadas, las colocamos en los soportes de la
cubeta electroforética, introduciendo los extremos en el tampén contenido
en los compartimentos exteriores.

Finalizada la electroforesis, las bandas de papel las retiramos del apa-
rato y las desecamos en posicién horizoutal, para desnaturalizar y fijar las
distintas fracciones proteicas.

Las bandas, una vez desecadas, las tefiimos con azul de bromofenol
al 0,1 %, en alcohol metilico saturado con cloruro mercirico, segim técnica
de Kunkel y Tiselius (50), ligeramente modificada. Las tiras las introduci-
mos en el baio del colorante mencionado, durante 15 minutos. Al cabo de
este tiempo, las sacamos de la disolucion para someterlas a lavados con
una disolucién de dcido acético al 1% durante 5-6 minutos seguidos; final-
mente con agua destilada hasta obtener las fracciones proteicas perfecta-
mente tedidas de azul y una perfecta blancura del resto del papel.

En el caso de lipoproteinas, hemos utilizado indistintamente el sudin
negro B, preparado segin Swahn (51), en disolucion saturada de alcohol
etilico al 60 %, v el suddn III, segin Fasoli (52) y Kunkel y Slater (33), en
disolucion saturada de alcohol etilico al 50 %.

Los lavados para la extraccion del exceso de colorante, los efectuamos
con una disolucion de alcohol etilico al 50 %.

Las tiras de papel teiiidas, las secamos perfectamente entre papel de
filtro, con 1a ayuda de un secador eléctrico.

Las lecturas de los distintos electroforegramas, las hemos realizado por
fotometria directa, haciendo transparente el papel con salicilato de metilo
para las proteinas, o glicerina en el caso de lipidos.

Es interesante hacer resaltar, segim pudimos comprobar en ensayos
previos, la gran influencia que ejerce la posicién del material de prueba
sobre el papel electroforético. En experiencias sucesivas, el material lo
colocamos a 1,5, 3, 4,5 y 6 centimetros de distancia respecto del centro
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del papel, y hacia cada uno de los electrodos. En todos los casos obtuvi-
mos desplazamientos, pero las separaciones de las fracciones proteicas y
pigmentarias fueron mdas perfectas cuando la muestra la colocamos a 6
centimetros del centro del papel, v en direccién al electrodo negativo (fi-
gura 3).

Idénticamente, pudimos comprobar con ensayos previos que el volta-
je mas conveniente era de 400-500 voltios, durante 60-30 minutos (fgu-
ra 6).

En lo gue respecta a la temperatura, no hemos observado efectos ca-
lorificos elevados a temperaturas medias de 20° C.

2 —Resultados

En las figuras 7 y 8 exponemos la parte experimental correspondiente
al desdoblamiento electroforético del homogeneizado celular filtrado de
hojas de acelgas.

En la figura 7 (2), observamos la presencia de tres pigmentos amarillos
que han emigrado perfectamente desde la zona de puesta, donde se han
estabilizado los granos cloroplastidiales portadores del complejo clorofilo-
lipoproteico o cloroplastina,

Nos parece logico aceptar que los granos no sean transportados duran-
te la electroforesis, por ser precisamente elementos figurados cloroplasti-
diales sin carga eléctrica. Unicamente podemos observar un pequeiio des-
plazamiento desde la zona de puesta hacia el anodo, posiblemente debido
a un arrastre producido por los pigmentos amarillos v proteinas protoplas-
micas, no reveladas en este proteinograma sin tefiir,

El electroforegrama (1) semejante al anterior, se diferencia dnicamen-
te-en que lo hemos tenido con azul de bromofenol, colorante tipico de pro-
teinas. En él observamos una zona azul intensa, perfectamente definida,
que nos indica el punto- preciso donde han emigrado las proteinas proto-
plasmicas del homogeneizado de hojas de acelgas. En la zona de puesta,
observamos una segunda zona teflida, donde se hallan situados los granos
cloroplastidiales con el pequefioc desplazamiento, ya indicado en el elec-
troforegrama (2).

Nos parece interesante poner de manifiesto que el no presentar esta
segunda zona un color azul tipico de las proteinas teiiidas con azul de
bromofenol, sino un color azul oscuro, es debido a la mezcla del verde
de la clorofila de los granos, con el azul del reactivo. Entre ambas zonas,
apreciamos un ligero “trailling” o cola de las proteinas protoplasmicas du-
rante su desplazamiento y la ausencia de los pigmentos amarillos, que han
sido disueltos y separados durante las manipulaciones de la tincidn.
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Figura 5
Gréficas y electroforegramas del desdoblamiento electroforético de homogeneizado celular
filtrado de hojas de acelga, segun la colocacién de la muestra en el papel, respectivamen-
te desde el centro hacia el polo negativo (catodo) : 0 cm. (1), 1,5 cm. (2), 3 cm. (3),
45 cm. (4) y 6 cm. (5).
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Figura 6

Graficas y electroforegramas del desdoblamiento electroforético de homogeneizado ce-
lular filtrado de hojas de acelga, en funcién del tiempo empleado: 15 min. (1), 30 min.
(2), 45 min. (3), 60 min. (4) y 90 min. (5).
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Figura 7

UNIVERSIDAD DE
MURCIA



Contribucion al estudio de la cloroplastina v sus relaciones...

Figura 8
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Figura 9
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Del estudio de los electroforegramas (1) y (2), deducimos la existencia,
en el homogeneizado filtrado de hojas de acelgas, de dos grupos principa-
les de proteinas: las relacionadas con los pigmentos fotosintéticos en la
cstructura submicroscopica de los cloroplastos, de estructura compleja, vy
las restantes de los protoplasmas celulares de los parénquimas foliares, de
constitucion mas sencilla.

Los resultados clectroforéticos de la figura 8, complementan los ante-
riormente expuestos.

En el electroforegrama (2), observamos la presencia de los pigmentos
amarillos en las mismas posiciones que ya indicamos en la figura 7 (2),
junto con una banda verde que emigra desde la puesta. Como previamen-
te hemos observado mediunte preparaciones microgrificas la ausencia de
formas granulares figuradas en el material de prueba, dicha zona verde
nos detecta la situacidn electroforética de la cloroplastina.

El electroforegrama (1), idéntico al anterior, pero teiiido con azul de
bromofenol, nos revela la presencia de las proteinas protoplasmicas, segui-
da de la cloroplastina. Desde aquéllas, y hacia el punto de partida, tam-
bién apreciamos el “trailling” o cola proteica, tal como nos ocurre en el
electroforegrama (1) de la figura 7.

En la figura 9 (1), ponemos de manifiesto el desplazamiento efectuado
por la cloroplastina cristalizada, disuelta en una disolucién acuosa de pi-
ridina al 50 . '

En el electroforegrama (2) de esta misma figura, exponemos. el despla-
zamiento de la cloroplastina, postenida con sudéan IIL

Finalmente, en la figura 10 detallamos el estudio electroforético reali-
zado respectivamente con homogeneizados de hojas de limonero fisioldgi-
camente normal y deficiente en hierro : (1), migracion electroforética, con
los correspondientes proteinogramas que nos demuestran la presencia de
granos cloroplastidiales-en hojas de limonero fisiolégicamente normal, y
la ausencia de los mismos en los cloréticos por deficiencia aguda de hierro.

(2) v {3) nos identifican electroforéticamente la fraccion lipoproteica en
la cloroplastina de limonero fisiologicamente normal, vy ausencia de esta
Gltima en las hojas de limonero clordtico; pero en las migraciones electro-
foréticas correspondientes a este dltimo, apreciamos las fracciones lipo-
proteicas cloroplastidiales precwrsoras a la cloroplastina, tefidas con
sudan IIL. )
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Figura 10
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v

ESTUDIO CROMATOGRAFICO DE LA CLOROPLASTINA

La cromatografia en capa fina puede considerarse como la 1iltima no-
vedad dentro de las técnicas cromatogrificas. Fue descubierta por Izmai-
lov y Sharaiber (54), y aplicada por Stahl (55), (56), a quien se debe su
verdadero desarrollo.

Por su gran precision, selectividad y rapidez de ejecucion, tiende a re-
emplazar a la cromatografia sobre papel.

Por nuestra parte, pretendemos aplicar la cromatografia en capa fina
al estudio de la cloroplastina.

PARTE EXPERIMENTAL

1L.—Material y métodos

A) Equipo cromatogrifico

El equipo cromatogrifico que hemos utilizado, construido por “Desa-
ga”, Heildelberg (Alemania), consta de los elementos siguientes: tanque
cromatogrifico, placas de vidrio, distribuidor de absorbente, soporte me-
tilico almacenador, desecador, depositador de muestras, pipetas cromato-
graficas y aparato pulverizador (fotografia 12).

UNIVERSIDAD DE
MURCIA
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Fotografia 12

Equipo “Desaga” para cromalografia en capa fina

B) Material bioldgico

Como material biologico para la identificacion de los pigmentos cloro-
filicos, hemos utilizado extractos etéreos de hojas de acelga, ribano v li-
monero fisiolégicamente normal y clordtico por deficiencia de hierro, asi
como de cloroplastina de acelga en distinto estado de purificacion.

En la identificacion de aminodcidos, hemos empleado hidrolizados de
granos cloroplastidiales, aislados y pwrificados de hojas de acelga y de su
correspondiente cloroplastina.

Para preparar los hidrolizados respéctivos, hemos utilizado 4cido
clorhidrico 6 N, en la proporcién de diez veces el peso de material biold-
gico a investigar; calentamos la mezcla a 100-110° C durante 24 horas, en
ampollas de vidrio cerradas a la llama. Después de este- tratamiento, eli-
minamos el exceso de acido por evaporacion en desecador. Finalmente, el
residuo obtenido lo disolvimos en un pequefio volumen de 4cido clorhidri-
co N/10. ’ :
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C) Eaperiencias preliminares

En esta parte experimental, hemos realizado una serie de ensayos pre-
vios con distintos adsorbentes, para seleccionar el mas iddneo.

De todos ellos, hemos elegido por sus cualidades especificas ¢l Silicagel
G ‘Merck, Este adsorbente posee un grado granulométrico comprendido
entre 53 y 25 p, que nos ha permitido la obtencidn de capas regulares, de
apariencia fina, de 0,2 a 0,3 milimetros de éspesor.

La notable se]e(,hwdad que nos ha demostrado frente a los compues-
tos organicos oxigenados, puede explicarse, segim McDonald (56), por un
‘mecanismo de adsorcion que lleva implicado la formacion de enlaces, con
puente de hidrégeno entre el dcido silicico y el compuesto adsorbido.

Por otra parte, hemos ensayado también distintos chsolventes para
determinar cudles nos daban los mejores resultados,

Estos ensayos previos los hemos efectuado con arreglo a la microtéeni-
ca circular de Stah! (57).

Para el desdoblamiento de los pigmentos fotosintéticos procedentes de
homogeneizados celulares y cloroplastina pura, hemos fijado la mezcla
tolueno/etanol (8 : 1), En la identificacion de aminoicidos, previa hidroli-
sis del producto correspondiente, hemos obtenido resultados muy satisfac-
torios con las mezclas: fenol/agua {75 : 25}, n-butanol/acido acético/agua
(60 : 20 :20), y etanol/agua (63 : 37).

D) Técnica operatorvia

Las placas de vidrio las recubrimos con una papilla semitluida de Sili-
cagel G Merck, de 0,2 a 0,3 milimetros de espesor. Las dejamos reposar
unos minutos a la temperatura ordinaria en posicion horizontal, y las colo-
camos para su desecacion y activacion en estufa a 120-140° C, durante 30
minutos cuando estudiamos pigmentos fotosintéticos, y a 100-110° C, du-
rante 15 minutos, en la identificacién de aminoacidos.

Sobre las placas asi preparadas, situamos a 2 centimetros de su base,
las muestras problemas a 1,5 centimetros (6 a 2 centimetros seglin convie-
ne) una de otra, y dejamos en blanco un espacio de 2 centimetros en los
bordes laterales de la misma. El depésito lo efectuamos con micropipetas
graduadas de 1 mm®.

Las placas cargadas con las muestras a investigar, las colocamos en el
tanque cromatografico, con una inclinacion de 30°, en cuyo fondo deposi-
tamos previamente 100 mililitros de disolvente. La ascensién capilar de
¢éste nos separa los constituyentes de la mezcla, habiéndonos sido suficien-
te una emigracion de 10 centimetros en un espacio de tiempo de 45 minu-
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tos, para los pigmentos fotosintéticos, v unas 3 horas en el caso de amino-
dcidos.

Para revelar los cromatogramas, desecamos las placas a 110° C, duran-
te 10 minutos, y seguidamente las pulverizamos con Jos reactivos especifi-
cos, por el procedimiento de nebulizacién. En el caso concreto de amino-
acidos, hemos utilizado disolucién de ninhidrina, y una vez aplicada, de-
secamos las placas de nuevo a 100° C, durante 5 minutos, para activar la
accion reveladora de aquel reactivo.

2 —HResultados

Los desdoblamientos pigmentarios, efectuados directamente sobre el
material foliar de las distintas especies vegetales ensayadas, muestran la
presencia de diversos pigmentos amarillos, verdes y anaranjados. Sin
embargo, creemos de interés destacar que los desdoblamientos efectuados
con extractos etéreos de cloroplastina de acelga, en distintos estados de
pwrificacién, segin el método propuesto por nosotros, demuestran perfec-
tamente el grado de pureza de aquélla, por la dismimucidén y ausencia fi-
nal de pigmentos carotenoides.

En lo que respecta a los pigmentos clorofilicos, también podemos vb-
servar que en todos los ensayos aparecen dos pigmentos: uno verde azula-
do, v otro verde amarillento en menor proporcion, que corresponden res-
pectivamente a las clorofilas ¢ y b, como comprobamos espectrofotomé-
tricamente, previa elucion con éter.

Los valores RI, determinados por mnosotros para las clorofilas, han
sido: 0,30 y 0,34 para la « y b, respectivamente.

Una visién de conjunto de todos estos resultados, nos indica que en la
composicion de la cloroplastina intervienen las clorofilas ¢ y by de forma
similar a como se encuentran en las estructuras granulares de los cloro-
plastos. ‘

En las tablas XIV, XV v XVT especificamos los resultados obtenidos en
nuestras investigaciones sobre identificacion cromatogrifica de aminoaci-
dos en granos cloroplastidiales v cloroplastina.
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TABLA XIV

Disolvente: fenol/agua (75:25)

Val Aminoacidos hallados en el

L ) alores hidrolizado de granos cloro-

Aminodcidos ensayados Rt plastidiales ¥ ecloroplastina
de acelgas

1.—Mezcla. ]

2.—Leucina . . . . . 0,53 7T Leucina
3.—Metionina . . . . 0,51 Posibles { Metionina
4.—Isoleveina . . . . 0,50} Isolencina
5.—~Tirosina . . . . . 4,45 Tisorina
6.—Histidina. . . . . 0,32 )

7.—Alanina . . . . . 0,30 . Alanina

8.—Arginina . . . . . 0,24 Arginina

9. —Glicoeola, . . . . 3,25 ~ Glicocola

10.—Acido aspartico . . 0,17
11.—Acido glmamico . . 0,15 Acido glutamico

TABLA XV

Disolvente: butano/dcido acético/agua (60 : 20 : 20)

Aminoicidos hallados en el

. Valores idroliz .

minosetdon ovsyndos VU Mialaat o prans clor
de acelgas

1.—Mezcla.
2.—Xeucina . . . . . 9,54 Leucina
3.—Isoleucina . . ... 0,50} Posibles { Isoleucina
4. ~—Tirosina . . . . . 0,50 Tirosina
5.—Metioning . . . . 0,47 Metionina
6.—Acido glutamico . . 0,40 Acido glutamico
7.—Alanina . . . . . 0,33 Alanina
8.—Glicocola., . . . . 0,29 Glicocola
9.—Acido aspartico. . . 0.29
10.—Arginina . . . . . 0,19 Arginina

11.—Histidina. . . . . 0,15 Histidina




TABLA XVI

Jimon Navarro Blaya

Disolvente: etanol/agua (63 : 37)

Aminodecidos hallados en el

Amincdcidos ensayados 'y LIS 4 €
. de acelgas
1.—Mezcla.
2.—Tirosina . . . . . 0,80 Tirosina
3.—Jleuncina . . . . . 0,75 Leucina
4.—~Metionina . . . . 0,73} Posibles { - Metionina
5.—Isolencina . . . . 0,73} Isoleucina
6.—Alanina . . . . . 0,65} - Posibl { Alanina
T.—Acido glutimico . . 0,65 osibles A. glutamico
8.—Acido aspartico ., . .0,64 :
9.-—-Glicoeola, . . . . 0,63 Glicocola
10.—Arginina . . . . . 0,20 Arginina
11.—Histidina. . . . . 0,47 Histidina

Hemos logrado demostrar la naturaleza proteica de estos constituyen-
tes cloroplastidiales al identificar en los correspondientes hidrolizados la
presencia de tirosina, metionina, alanina, glicocola, arginina, histidina,
acido glutimico, y como posibles, leucina e isoleucina.
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VI

TECNICAS EMPLEADAS PARA EL ANALISIS VEGETAL
Y DE SUELOS

1.—Andlisis foliar
A) Toma de mucstras

Las muestras de hojas se tomaron con arreglo a las normas dadas por
Carpena, Abrisqueta, Sinchez v ‘Guillén (58).

B) Preparacién de la muestra

Las muestras recogidas en el campo, se sometieron lo mas rapidamente
posible a un primer lavado con agua corriente; después se lavaron con una
disolucién al 0,05 % de un detergente no idnico en agua destilada, y por Wlti-
mo recibieron dos lavados mas con agua bidestilada. A continuacion se so-
metieron a un desecado previo a 60-70° C durante cuatro horas. Finalmente
se pulverizaron en un triturador y se conservaron en pequenas bolsas de
plastico. ‘

C) Extracto de hojas

Los extractos foliares se prepararon segiin técnica descrita por Carpe-
na, Guillén y Costa (39).

D) N -itro'geno total

Se utilizé el procedimiento Kjeldhal, pero en escala semimicro, parhen—
do de 50 miligramos de material pulverizado y seco. LT S
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E) Fdsforo

Se determind mediante téenica espectrofotométrica de Kitson y
Mellon (GO).

F) Potasio

Se determiné por medio del fotémetro de llama utilizando extractos
foliares a una dilucidén 1 : 100.

G) Calcio y magnesio

Ambas determinaciones se realizaron por valoracion con complexo-
na IIT (0,05 M. Primeramente se dosificd calcio + magnesio sobre 5 ml de
extracto vegetal a pH 10, con negro de eriocromo T como indicador. El
calcio se determind sobre 2 ml de extracto, a pH 12, en presencia de mu-
rexida,

La diferencia entre las dos determinaciones nos dio los valores corres-
pondientes al magnesio.

H) Hierro

Se empled la técnica espectrofotométrica de Fortune y Mellon (6_1).
I) Manganeso

Se realiz6 mediante técnica espectrofotométrica de Boken (62).
Iy Clorofila

Se determiné a partir de hojas frescas por trituracién y extraccidn ace-
ténica del pigmento y posterior lectura espectrofotométrica de la disolu-

cidon verde obtenida a 700 mpy, segiin técnica de Schenk (63) y Petering,
Wolman y Hibbard {64).

2 —Andlisis de suelos

A) Toma de muestras

La muestra representativa de la zona estudiada se obtuvo mediante la
reunién de 20 & 30 submuestras recogidas en zig-zag sobre la superficie
total del campo.



Contribucion al estudio de la cloroplastina y sus relaciones... 73

Los taladros se verificaron dentro de la zona de goteo del darbol y con
orientaciones distintas respecto del tronco, segin normas de Fitt y Nel-
son {B3).

B) Preparacion de la muestra

La musstra de suelo se dejé secar al aire, a la temperatura ambiente.
Después, se desmenuzd y tamizd a través de una malla de 2 milimetros,
para separar la grava de la tierra. De esta Gltima, mediante el sistema de
cuarteo, se obtuvo la muestra media sobre la que se realizaron todas las
determinaciones. '

'C) Extracto de suelo (percolacién)

a) Para la determinacion de (ésforo asimilable. Se agitaron durante
40 segundos, 5 gramos de suelo con 50 ml de reactivo de Bray y Kurtz (66),
v a continuaciéon se filtré sobre papel de filtro.

b) Para cationes asimilables (sodio, potasio, calcio y magnesio}. Se
colocaron en un tubo de percolacién, 5 gramos de suelo y 100 ml de ace-
tato amdnico N pH 7,0. Después de 2 a 3 horas, se completd el volumen
del percolado a 100 ml, con matraces aforados.

D) Capacidad de cambio

Se determind mediante la técnica de Cecconi y Polesello (67).
E) Medidas de pH

Las medidas de pH en agua destilada y en cloruro potasico N, se reali-
zaron sobre pasta saturada, con electrodo de vidrio en potenciémetro
Beckman,
F) Carbonatos totales

" Se utilizd el calcimetro Bernad. Las determinaciones se efectuaron mi-

diendo el volumen de didxido de carbono desprendide por accién del
dcido clorhidrico sobre los carbonatos de la muestra.

G) Carbonato calcico activo

Se utilizo el método de Galet (68}.
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H) Materia orgdnica

Se déterminé Vélllmétricamellte, segim técﬁica de Walkley (69)
I) Nitrogeno

Se -utilizé la misma técnica que en hojas pero en escala macro, par-
tiendo de 1 gramo de suelo.

J) Fosforo asimilable

Se empled la técnica espectrofotométrica indicada para hojas a partir
de extracto de suelo obtenido por el método de Bray y Kurtz (66).

K) Potasio, calcio y magnesio asimilables

Las extracciones de estos tres elementos se realizaron percolando 5
gramos de suelo con 100 ml de acetato amdnico a pH 7. EI primero se de-
terminG por fotometria de llama en el anterior extracto convenientemente
diluido y los dos restantes por valoracién con complexona IIT, tal como
queda indicado para extracto de hojas,
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VII

"CONCLUSIONES

1* Ponemos de manifiesto, con técnicas micrograficas originales, Ia
estructura granular de los cloroplastos en células autétrofas de los parén-
quimas foliares de acelga y limonero,

2" Demostramos que la estructura molecular de los granos cloroplas-
tidiales y de las membranas submicroscopicas de cada disco, es mas 1a-
bil en las células de los parénquimas foliares de acelga (Beta vulgaris L.)
que en los de tomatera (Solanum lycopersicum L.), ribano (Rhaphanus sa-
tivas L.) y limonero (Citrus limonum R.).

3. Confirmamos filogenéticamente que los cloroplastos granulares de
las plantas superiores pasan por una serie de fases évolutivas, en las pri-
meras de las cuales tienen una estructura microscopica similar a la de los
cloroplastos de las plantas inferiores.

4> Demostramos paralelamente con la correccién de la deficiencia de
hierro en limoneros clordticos sometidos a tratamiento de recuperacién,
que se restablece la estructura granular de los cloroplastos en los parén-
quimas fotosintéticos, ya que se traduce en una normal morfologia y ta-
maiio cloroplastidial y de la composicién quimica de las hojas, conforme
avanza el proceso curativo.

5* Exponemos técnicas de disociacién y desintegracion celular, que
permiten estudiar microscdpica y electroforéticamente “in vive” y micro-
grificamente “in situ”, organulos protoplasmicos y sus distintas fracciones
en homogeneizados. vegetales.
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6.* Proponemos un método de obtencién del compiejo clorofilo-lipo-
proteico a partir de grancs cloroplastidiales y piridina como extractante,
que permite lograr cloroplastina cristalizada de alto grado de pureza, con
reduccion extraordinaria del tiempo de cristalizacion y economia de reac-
tivos,

7. Hemos conseguido la desintegracion de los cloroplastos de dis-
tintas especies vegetales, que nos ha permitido un corrido electroforético
de los pigmentos fotosintéticos v de las lipoproteinas cloroplastidiales si-
multineamente.

8 Confirmamos electroforéticamente la presencia de granos clorofi--
lo-lipoproteicos en los cloroplastos de hojas de limonero fisiologicamente
normales, vy la ausencia de los mismos, como tales, en hojas de esta misma
especie vegetal con deficiencia aguda de hierro.

9.* Hemos comprobado electroforéticamente la selectividad disolven-
te de la piridina por el complejo clorefilo-lipoproteico o cloroplastina.

10> Damos cuenta de la separacidn electroforética de la cloroplasti-
na aislada, mediante técnica original, de parénquimas foliares de distintas
cspecies vegetales.

11.*  Identificamos en la cloroplastina la fraccidn lipoproteica, por
medio de técnica electroforética de postincion.

12* Hemos aistado electroforéticamente las fracciones lipoproteicas
precursoras a la cloroplastina, en hojas de limonero clordtico por deficien-
cia aguda de hierro.

13> Hemos aplicado la cromatografia en capa fina en el estudio de la
cloroplastina, cuyos resultados demuestran que en la composicién de
aquel complejo clorofilo-lipoproteico, intervienen las clorofilas a v b, de

forma similar 2 como se encuentran en las estructuras moleculares de los
cloroplastos.

14" La cromatografia en capa fina nos ha permitido controlar el gra-
do de pureza de la cloroplastina cristalizada, en el método de obtencidn
de la misma propuesto por nosotros.

15" Hemos logrado demostrar por la técnica cromatografica mencio-
nada, la naturaleza proteica de los granos cloroplastidiales y de la cloro-
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plastina, al identificar en los correspondientes hidrolizados la presencia de
tirosina, metionina, alanina, glicocola, arginina, histidina, 4cido glutimico,
y como posibles, leucina e isoleucina.

16." Hemos estudiado con técnicas micrograficas, electroforéticas y
cromatogrificas, el desarrollo de cloroplastos en parénquimas foliares de
limoneros fisiolégicamente normales v deficientes en hierro.

17" Hemos confirmado las intimas uniones complejas existentes entre
las lipoproteinas cloroplastidiales y las clorofilas ¢ y b que forman parte
de la estructura molecular de los cloroplastos.

18> Demostramos que la naturaleza verdaderamente granular de la
estructura microscapica de los cloroplastos superiores, solo llega a definir-
se claramente durante el proceso de la formacidn, en los mismos, del
complejo clorofilo-lipoproteina o cloroplastina. : :
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