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SUMMARY
Changes of triose-phosphate isomerase activity and study o its possible loss from chloroplasts during leaf senes-
cence.

We have studied the relative changes of triose-phosphate isomerase (TIM) in cytoplasm and chloroplasts
during the senescence of primary barley leaves. The subcellular fractions were isolated by equillibrium uitra-
centrifugation in a density sucrose gradient.

Cytoplasmic glucose-6-phosphate dehydrogenase and TIM activities diminished during senescence and
their loss was retarded by kinetin. TIM activity was relatively low in chloroplasts.

The presence of TIM activity between chloroplast and cytoplasm ultracentrifugation fractions suggested
that TIM activity was lost from broken chloroplasts. However, we do not find in senescent leaves any factor
stimulating chloroplasts breakdown.

Key words: Chloroplast. Glucose-6-phosphate dehydrogenase. Senescence. Triose-phosphate isomerase.

RESUMEN

Hemos estudiado los cambios relativos de triosa-fosfato isomerasa en el citoplasmay en los cloroplastos
durante el envejecimiento de las hojas primarias de cebada. Las fracciones subcelulares se aislaron por
ultracentrifugacion hasta equilibrio en un gradiente de densidad de sacarosa.

Las actividades glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y TIM del citoplasma disminuyeron a lo largo del
envejecimiento y su pérdida era retrasada por quinetina. La actividad TIM en los cloroplastos era relativa-
mente baja.

Lg presencia de actividad TIM en fracciones de ultracentrifugacion situadas entre las de cloroplastos y
citoplasma sugirié que la actividad TIM era perdida por los cloroplastos rotos. Sin embargo, no encontramos
factor estimulante de la rotura de los cloroplastos en hojas en envejecimiento.

Palabras clave: Cloroplasto. Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Senescencia. Triosa-fosfato isomerasa.

INTRODUCCION puede considerarse una etapa més del proceso
de desarrollo de las hojas (THOMAS & STOD-

El envejecimiento foliar 0 conjunto de cam- DART, 1980; WOOLHOUSE, 1982). Entre los
bios degenerativos que conducen ala muertede  primeros cambios degradativos que son visibles
este 6rgano esta programado genéticamente Y  microscopicamente estan los producidos en los
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cloroplastos (THIMANN, 1980). A nivel mole-
cular ocurren en esta etapa pérdidas de compo-
nentes celulares, particularmente de macromo-
léculas, tanto en los cloroplastos como en el ci-
toplasma (THOMAS & STODDART, 1980; THI-
MANN, 1980). Naturalmente, sincronizados con
los anteriores se producen numerosos cambios
enzimaticos, entre los que se encuentran au-
mentos de actividades de hidrolasas responsa-
bles de la degradacion de sus respectivas ma-
cromoléculas y disminuciones de las activida-
des de enzimas que participan en las rutas bio-
sintéticas que conducen a su formacion.

Por otra parte, se conoce desde hace tiempo
que para el desarrollo del sindrome del enveje-
cimiento foliar se requieren algunas proteinas
sintetizadas en el citoplasma (THOMAS &
STODDART, 1980). Sin embargo, aunque hasta
hace poco tiempo se pensaba que |os cloroplas-
tos desempefiaban solamente un papel pasivo
en el envejecimiento, algunos resultados obte-
nidos utilizando inhibidores de sintesis de pro-
teinas en cloroplastos son ahora indicativos de
que estos organulos también participan en el
proceso sintetizando diversas proteinas de en-
vejecimiento (CUELLO & al. 1984; CUELLO &
SABATER, 1982; MARTIN & al., 1986; SABA-
TER & RODRIGUEZ, 1978; YU & KAO, 1981).
Ademas, algunos resultados ya publicados
(CUELLOQ et al., 1987) indican que la luz (que
retrasa el envejecimiento, al menos en parte a
través del pigmento fitocromo) y las hormonas
que afectan al envejecimiento, influyen de
forma paralela en la sintesis de proteinas por
los cloroplastos aislados de hojas que han reci-
bido los respectivos tratamientos.

En el presente trabajo, debido a los cambios
tanto biosintéticos como degradativos que ocu-
rren en el citoplasmay los cloroplastos durante el
envejecimiento foliar, se estudian los cambios
que ocurren durante este proceso de un en-
zima que esta presente en ambos lugares de la
célula. El enzima elegido fue triosafosfato iso-
merasa (TIM) y se midieron los cambios relati-
vos en los dos compartimentos celulares
cuando las hojas cortadas se sometieron a fac-
tores que estimulan el envejecimiento, como
oscuridad, y que lo retrasan, como quinetina.
Las diversas fracciones celulares se separaron
mediante sedimentacion por equilibrio de den-
sidad en un gradiente de sacarosa y se usaron el
enzima glucosa-6-P (G-6-P) deshidrogenasa y la
clorofilacomo marcadores de citoplasmay clo-

roplastos respectivamente. Partiendo de los
perfiles de TIM obtenidos, también se investigo
la posible existencia de algun factor celular de-
teriorativo de los cloroplastos y que pudiera
conducir a la pérdida de sus enzimas estroma-
les.

MATERIALES Y METODOS

Se usaron plantas de cebada (Hordeum vulgare L.
cv. Hassan) que crecieron en las condiciones descri-
tas anteriormente (CueLLo, et al., 1987). En su caso,
muestras de 4 g de secciones de 20-25 nm de la hoja
basal de plantulas de cebada de 14 6 15 dias de edad
se incubaron en capsulas petri grandes con 100 ml de
agua destilada o de disolucion de quinetina 1'4.10~4
M durante 48 h en oscuridad a 25-26 °C utilizando una
cémara de cultivo Selecta S-484.

L a obtencidn de los extractos acelulares y el aida
miento de los cloroplastos se realizaron segiin €l mé
todo descrito por Garcia et al. (1983). Cuatro gramos
de secciones de hojas (recién cortadas o después de
incubadas en las condiciones descritas) se homoge-
neizaron con 12 ml de tampdn de extraccion conte-
niendo sacarosa0'35 M, Hepes 25 mM, EDTA-Na, 2
mM vy ditiotreitol (DTT)2mM (pH 7'6) con un Omni-
Mixer Sorvall a velocidad 9 durante 8 s. El homoge-
neizado se tamizo a través de 2 capas de muselinay
se centrifugd durante 5 min a 200 xg en una Centri-
fuga Refrigerada Sorvall RC-5, constituyendo € so-
brenadante resultante el extracto crudo acelular. Para
estudiar la existencia de un hipotético factor celular
deteriorativo de los cloroplastos, se aislaron éstos
partiendo de 20 g de hojas, recién cortadas o incuba-
das durante 25 h en aguay oscuridad a 25-26 °C, que
se homogeneizaron con 60 ml de tampdn de extrac-
cién. Procediendo como se ha descrito antes, € ex-
tracto crudo acelular se centrifugd de nuevo durante
10 min a 2500 xg y € precipitado de cloroplastos
obtenido se lavd primero con 10 ml de tampdn de
extraccion y después con 10 ml de tampdn glicil-gli-
cina 0'1 M-KOH (pH7’5) conteniendo sacarosa 0'9
M. Finalmente se resuspendieron los cloroplastos en
5 ml de este Ultimo tampon.

Los extractos crudos se analizaron por centrifuga-
cion en un gradiente lineal de sacarosa, esencialmente
en !as condiciones descritas por SpaLpinG et al.
(1979). Dos o dos y medio ml de extracto se deposita-
ron sobre la parte superior de un gradiente de densi-

lad de sacarosa compuesto, de abajo a arriba, de una
capa de 4 ml de sacarosa de 55% (w/w), un gradiente
lineal de 25 ml de45a25%(w/w) y ungradientelineal de
7 ml de 25 a 10% (w/w) de sacarosa. En todos los
casos la sacarosa se disolvi6 en tamp6n Tris 50 mM-
CIH, polivinil pirrolidona(PVP)-44 1% (w/v), EDTA-
Na, 5 mM y DTT 2 mM (pH 80). El gradiente se
centrifugd a 25.000 rpm durante 3h 30 mina 4°C en
una ultracentnfuga Beckman modelo L5-65 con un
rotor SW-28. Finalmente, se colectaron manua mente
fracciones de 12 ml aproximadamente, excepto las
de lafigura 1 que fueron de 1'05 ml.

La actividad TIM se midié por acoplamiento a la
oxidacion de NADH (BERGMEYER, 1974). La activi-
dad G-6-P deshidrogenasa se ensay0 siguiendo la re-
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duccién de NADP* 033 mM con G-6-P 166 mM
(SABATER, et al., 1972). Para la determinacién de la
actividad TIM, una alicuota de cada una de las frac-
cionesdel gradiente se incubd rutinariamente durante
5 min, a menos, con un volumen igua de Trit6n
X-100 d 0'1% (v/v) con el proposito de eliminar la
integridad de las membranas de los organulos.

Definimos la unidad enzimética como la cantidad
que, en las condiciones de ensayo, provoca un cam-
bio de absorbancia de 0001 unidades de densidad
Optica por minuto.

La clorofila se determind segin el método de Ar-
NON (1949). La concentraciéon de sacarosa en cada
fraccion del gradiente se determiné por refractometna
con un refractdmetro manua Atago-500. A partir de
la concentracién de sacarosa y la temperatura, se es-
timé la densidad consultando la tabla estandard
(WEast, 1986).

El hipotético factor celular dafante de los cloro-
plastos se ensay6 en extractos hipotdnicos de seccio-
nes de hojas de cebada, recién cortadas o incubadas
durante tiempos variables en agua y oscuridad a 25-
2%°C, con tampdn Tris 20 mM-CIH (pH 7'5) segin
ToMoOMATSU & AsaHl (1980). La actividad de este
factor dafiante de los cloroplastos se midid segun €
método II de estos autores (TOMOMATSU & ASAHI,
1980) en una mezcla de reaccion compuesta por: 1'5
ml de suspension de los cloroplastos de cebada, 002
ml de Cl,Ca 01 M, 020 ml de extracto del hipotético
factor y completando hasta 1'98 ml con tampon glicil-
glicina 01 M-KOH (pH 7'5) que contenia sacarosa
09 M. Después de 3 min a 14 °C lareaccion se paro
afiadiendo 002 ml de EDTA 05 M (pH 7'5). La acti-
vidad TIM, presumiblemente liberada de los cloro-
plastos, se midié en el sobrenadante después de cen-
trifugar durante 15 min a 10.000 xg en una centrifuga
refrigerada Sorwall RC-2B.

El nivel de envejecimiento se estimé midiendo la
clorofilaremanente segiin ScHisTAD & NISSEN (1984)
después de la incubacion de las secciones de hojas a
2526°C durante 48 h.

RESULTADOS Y DISCUSION

FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS DE
HOJAS ADULTAS SOMETIDAS A DIVER-
SAS CONDICIONES DE ENVEJECIMIENTO

Se inici6 este estudio fraccionando el ex-
tracto crudo de hojas recién cortadas de plantas
de 14 dias en las que, segin MARTIN et al.
(1986), ya se hainiciado |a etapa de senescencia
dela primera hoja. Lafigura 1 muestralos per-
files tipicos de las actividades G-6-P deshidro-
genasa Y TIM y del contenido de clorofilas co-
rrespondientes a uno de los varios fracciona-
mientos independientes que se hicieron. Casi
toda la actividad G-6-P deshidrogenasa se en-
contré en la parte superior del gradiente como
deberia esperarse puesto que este enzimaes un
marcador citoplasmico (en fig. 1 a partir de la
fraccion n.° 34 inclusive) hallandose después
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Unicamente y en una cantidad relativamente
pequefia en la fraccion 32, de densidad 1'084.
La intensidad de este pico adicional de G-6-P
deshidrogenasa, observable en todos los expe-
rimentos, varié de unos ensayos a otros y es
probable que se deba a enzima incluido en vesi-
culas. Casi toda la actividad TIM se encontr6
también en la zona superior del gradiente, lo
que sugiere que es mayoritariamente citoplas-
mica. Sin embargo, y lo que es mas llamativo,
se detect6 actividad TIM apreciable en todas o
en casi todas las fracciones del gradiente com-
prendidas entre el maximo de actividad y el
pico de cloroplastos inclusive. En otros frac-
cionamiento~independientes hechos en las
mismas condiciones que el de la fig. 1 se ob-
servé en esta zona intermedia incluso més acti-
vidad TIM que la mostrada en lafigura 1. Aun-
que no se descarta la posibilidad de que la acti-
vidad TIM de alguna de estas fracciones inter-
medias se deba a enzima que esta incluido en
vesiculas (de hecho en algunos experimentos se
observé un pequefio pico coincidente con el
pico menor de G-6-P deshidrogenasa), la distri-
bucion aproximadamente uniforme del enzima
en esta zona sugiere una posible liberacion gra-
dual de los cloroplastos durante su migracion a
través del gradiente. El pico de maxima con-
centracion de cloroplastos, cuyas fracciones no
mostraron usualmente mas actividad TIM que
las de la zona intermedia, sedimenté con una
densidad de 1154 g.ml~'.

Seguidamente se estudiaron los efectos de
factores que afectan al envejecimiento sobre los
perfiles de separacion de los marcadores antes
mencionados. Concretamente, hojas de plantas
de 14 6 15 dias se incubaron durante 48 h por
una parte en aguay oscuridad, condiciones que
aceleran el envejecimiento, y por otra en qui-
netina 30 ppm (1'4.10~4 M) y oscuridad, condi-
ciones conocidas que lo retrasan. Las figuras 2
y 3 muestran respectivamente los perfiles de
separacion obtenidos en ambas condiciones,
siendo los resultados presentados, en cada
caso, los obtenidos tipicamente en uno de los
varios experimentos independientes realizados.

En comparacién con los perfiles de hojas re-
cién cortadas (fig. 1) los de hojas incubadas en
agua y oscuridad (fig. 2; en donde se usaron
plantas de 14 dias) mostraron valores mas bajos
de clorofilas y actividades TIM y G-6-P deshi-
drogenasa. Por otra parte también se observo
en estos ultimos perfiles alguna diferencia cua-
litativa, como la menor densidad (1'148) de la
fraccién con el maximo de cloroplastos. Ade-
més, partiendo de hojas incubadas tanto en
agua como en quinetina (fig. 3) el pequefio pico
de G-6-P deshidrogenasa se encontré despla-
zado hacia densidades algo mayores (1104 y
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FIGURA 2. Fraccionamiento por ultracentrifugacion en gradiente lineal de sacarosa de extracto crudo de hojas
de cebada de 14 dias incubadas en oscuridad durante 48 horas. Para detalles ver texto.

Fractionation of crude extract from l4-days-old barley leaves incubated during 48 hours in the dark by ultracentrifugation in a linear sucrose
gradient. Details in the text.
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FIGURA 3.

Fraccionamiento por ultracentrifugacion en gradiente linegl de sacarosa de extracto crudo de hojas

de cebada de 15 dias incubadas en quinetina 1'4.10-4 M y oscuridad durante 48 horas. Para detales ver
texto.

tractionation ot crude extract trom 15-days-old barley leaves incubated during 48 hours in the dark in the presence ot 1'4,10"% M kinetin by
ultracentrifugation in a linear sucrose gradient. Details in the text.

1090 respectivamente). Sin embargo, como
muestra la fig. 2 para hojas incubadas sin qui-
netina, en general se detecté muy baja actividad
TIM alolargo de lazona comprendida entre las
fracciones citoplasmicas y el pico de los cloro-
plastos.

Los perfiles de las hojas incubadas en quine-
tina y oscuridad (fig. 3; obtenida a partir de
hojas de 15 dias) no mostraron, aparentemente,
grandes diferencias cualitativas con respecto a
los de las hojas incubadas en agua y oscuridad
(fig. 2). En las primeras, aparte del desplaza-
miento del maximo de los cloroplastos hacia
una densidad algo mayor (1'151) pueden obser-
varse aumentos en los niveles globales de clo-
rofila~,TIM y G-6-P deshidrogenasa. Se en-
contré de nuevo una pequefia actividad TIM en
muchas fracciones comprendidas entre las frac-
ciones citoplasmicas y la banda de los cloro-
plastos. El pequefio pico de G-6-P deshidroge-
nasa se encontré a una densidad algo inferior
(1'090) que en el perfil de las hojas incubadas

en agua (1'104) y esto era consistente en todos
los experimentos realizados.

Latabla 1 resume, para cada unade las con-
diciones ensayadas: €l % de clorofila remanente
en hojas, clorofila total de la banda de los clo-
roplastos, G-6-P deshidrogenasa total (obtenida
sumando la de todas las fracciones) y TIM total
de las fracciones citoplasmicas (obtenida su-
mando la de todas éstas). L os niveles de cloro-
fila de las bandas de cloroplastos son indicati-
vos de que los experimentos seleccionados en
cada caso son representativos, puesto que sus
valores estan en relacion directacon laclorofila
total remanente en las hojas incubadas en cada
una de las condiciones de ensayo. Puede obser-
varse claramente aue la actividad TIM de las
fracciones citoplasmicas (probablemente con-
taminadas con TIM de los cloroplastos) dismi-
nuye por incubacién de las hojas en agua y os-
curidad, y esta disminucion se retrasa por qui-
netina. Por 1o que nosotros conocemos cambios
en los niveles de TIM durante la senescencia no
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TABLA 1.
total y TIM citoplésmicamedidad
extractos crudos de hojas de ceb

J. CUELLO ¢ al.

Efectos de diferentes tratamientos de hojas sobre: clorofila de cloropl astos, G-6-P deshidrogenasa
ués de la separacion por ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa de
a cortadas. Los vaores indicados son los correspondientesa 2 ml de

extracto de hojas. Para més detalles ver texto.

Effects of different |eaf treatments on: chloroplast chlorophyil, total G-6-P dehydrogenase and cytoplasmic TIM measured
after separation by sucrose gradient ultracentrifugationof crude extractsfrom detached barley leaves. The indicated valuesare
the correspondingto 2 ml of leaf extracts. More details in the text.

CANTIDADES CORRESPONDIENTESA 2 ml DE EXTRACTO

UNIDADES
% CLOROFILA  ug CLOROFILA DE G-6-P- UNIDADES DE
TRATAMIENTO REMANENTE DE CLOROPLASTOS DESHIDROGENASA TIM
Hojas recién cortadas 100 1721 810 294
48 h en agua y oscuridad 60 9'38 6'45 118
48 heen quinetina 1'4.
10-4 M y oscuridad 89 16'68 745 21

han sido descritos previamente. Aunque menos
pronunciada que la anterior también se observa
una disminucion de G-6-P deshidrogenasa por
induccion del envejecimiento, disminucion que
se retrasa por la aplicacion de quinetina. Esta
disminucion de la actividad total G-6-P deshi-

drogenasa durante el envejecimiento ya se en-

contré en hojas ligadas a la planta (LAURIERE,
1983) mientras qU€, usando también hojas O€
cebada, CALLE et al., (1986) encontraron una

disminucion bastante acusada de la actividad
especifica durante el envejecimiento y su re-
traso por quinetina.

L as densidades de equilibrio encontradas de
los maximos de cloroplastos estan de acuerdo
con AGUILAR (1987). De las figuras 1, 2 y 3
zlaa 'nduagidjn dig) PIMeIeCL:

ﬁ%wd d&duc:rse S ens y quinetinare-

1éento disminuye est
trasa la disminucion.

Desde el principio llamé la atencion la apre-
ciable actividad TIM encontrada generalmente
en todas o casi todas las fracciones del gra-
diente comprendidas entre las fracciones cito-
plasmicas y la banda de los cloroplastos, ade-
més de la actividad relativamente baja asociada
a estos organulos. Una explicacion posible de
esta observacion podna ser la liberaciéon gra-
dual de TIM por los cloroplastos antes y du-
rante su migracion a través del gradiente. Algu-
nos resultados publicados (TOMOMATSU &
ASAHI, 1980) hicieron pensar que esta posible
liberacion podria estar estimulada por agin
factor del extracto bruto, lo que llevé a realizar
diversos experimentos.

ENSAYOS DEL HIPOTETICO FACTOR CE-
LULAR DANANTE DE CLOROPLASTOS

Se realizaron diversos ensayos basados en

los resultados obtenidos en el apartado anterior
y en una referencia previa (TOMOMATSU &
ASAHI, 1980) que indicé que un enzima de las

hojas de Phaseolus aureus dana a diversos or-
ganulos celulares, las mitocondrias y los cloro-

plastos entre ellos, y conduce a la pérdida de
sus enzimas matriciales. Aungque no existe con-
firmacion posterior de estos resultados, estan
de acuerdo con lo que se conoce hasta ahora
sobre la degradacion de cloroplastos durante el
envejecimiento de las hojas (THIMANN, 1980;
THOMAS & STODDART, 1980; WOOLHOUSE,
1982), en donde algunos acontecimientos I'ga'
dos a la sintesis de Iproteina en el citoplasma
son necesarios para la degradacion de estos or-
ganulos.

Para estudiar la posibilidad de que agun
factor celular fuera responsable dela pérdida de
TIM por los cloroplastos, se incubaron éstos
con extracto hipotonico de hojas en las condi-
ciones indicadas en Materiales y Meétodos.
Tanto los cloroplastos, como el extracto con €l
hipotético factor fueron obtenidos en todos los
casos a partir de hojas de cebada. Por otra
parte, siempre se midi6 la actividad TIM adi-

cionando a la mezcla de reaccién correspon-
diente 0'01 ml del sobrenadante del medio de

incubacion de los cloroplastos. Para el ensayo
de la «actividad dafiante» de |los cloroplastos se
realizaron, en cada caso, 3 incubaciones inde-
pendientes: medio de incubacion completo,
medio de incubacién en donde el extracto del
factor se sustituyd por el mismo volumen de
tampoén Tris 20 mM-CIH (pH 7'5) (éste indicana
la cantidad de TIM liberada espontaneamente
por los cloroplastos) y medio en donde la sus-
pension de los cloroplastos aislados se susti-
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TaBLA 2. Efectodeextracto hi potonlco de hojas de cebada sobre la liberacion de TIM por. cloroplastos. Los

cloroplastasse aidaron de hojas de cebada de 14 dias recién cortadas y |os extractos hipotonicosse prepararon

apartir de las mismes hojas y de hojasde pl mtasdc§ aIlIS a7 d{as { ncubadas durante 26 horasen oscuri dad Para
mes es ver texto.

Effect of hypotonic barley leaf extract on the liberation of TIM frorn chloroplasts. Chloroplasts were isolated frorn freshly
detached 14-days-old barley leaves and hypotonic extracts were prepared frorn the sarneleaves and of 15 to 17-days-old leaves
incubated during 26 hours in the dark. More details in the text.

ACTIVIDAD TIM (UNIDADES DE ENZIMA/0'01 ml DE MEDIO)

CON EXTRACTO DE HOJAS
RECIEN CORTADAS

CON EXTRACTO DE HOJAS
INCUBADAS DURANTE 26 HORAS
EN AGUA Y OSCURIDAD

MEDIO SIN MEDIO SIN MEDIO MEDIO SIN MEDIO
EXPERIMENTO EXTRACTO CLOROPLASTOS COMPLETO CLOROPLASTOS COMPLETO
1 14 51°s 72 48’5 76
2 75 41’5 45°5 40’5 49
3 12°5 80 86 74 82
4 14 68 80°5 61°'5 67

tuyé por e mismo volumen de tampén glicil-
glicina 0’1 M-KOH (pH 7'5) conteniendo saca-
rosa0'9 M (ésteindicarialacantidad de TIM ya
presente en el extracto del factor). La actividad
correspondiente al hipotético factor se obten-
dria restando a la actividad TIM medida des-
pués de la primera incubaciéon la suma de los
valores medidos después de las otras dos incu-
baciones.

La tabla 2 muestra los resultados de cuatro
experimentos independientes con cloroplastos
de hojas adultas y extractos hipotonicos de las
mismas hojas recién cortadas o de hojas de
15-17 dias incubadas previamente durante 26 h
en agua y oscuridad. Los resultados variaron
mucho de un experimento a otro y con excep-
cion del experimento 1 puede observarse que la
actividad TIM presente en el sobrenadante del
medio completo, tanto en presencia del ex-
tracto de hojas recién cortadas como de hojas
envejecidas, es inferior en cada caso a la suma
de las actividades de los sobrenadantes de los
medios sin extracto y sin cloroplastos. Como se
puede observar la actividad TIM del extracto y
de los cloroplastos es muy variable de unos ex-
perimentos a otros. Probablemente en el caso
de los cloroplastos esto es debido a la distinta
integridad de los cloroplastos de partida, factor
que es muy dificil de controlar. Pero claramente
en tres experimentos diferentes se puede com-
probar que no afecta a la conclusién de que el
extracto del factor no estimula la liberacién de
TIM de cloroplastos.

Puesto que los resultados anteriores no apo-

yaron la existencia de algun factor citoplasmico
gue estimule la liberacién de TIM por los clo-
roplastos, ampliamos e estudio con experi-
mentos que incluyeron diversas variantes en los
medios de incubacién de los cloroplastos: en
concentracion de sacarosa del tampon de sus-
pension de cloroplastos y los estados de las
secciones fuentes de los cloroplastos y del ex-
tracto del hipotético factor. L a tabla 3 muestra
los resultados obtenidos. En todos los casos la
suma de las actividades de |os sobrenadantes de
ambos medios incompletos (careciendo uno de
extracto y otro de cloroplastos) es superior ala
del sobrenadante del medio completo. Los clo-
roplastos pierden claramente menos TIM en
presencia del extracto que en su ausencia. Sin
embargo, puesto que el extracto hipotonico
contribuye con casi todalaactividad enzimatica
d sobrenadante del medio completo, los resul-
tados obtenidos estan sujetos a un error alto,
aunque, como se indico en el caso delatabla 2,
de los resultados de los cinco experimentos de
la tabla 3 se obtiene la misma conclusién.
Podemos concluir que en nuestras condicio-
nes de experimentacion no se pudo confirmar la
existencia de ningln factor celular causante de
la pérdida de TIM por los cloroplastos. TO-
MOMATSU & ASAHI (1980) tampoco encontra-
ron dicho factor ni en hojas de trigo ni de otras
plantas ensayadas. Segun esto, la actividad
TIM encontrada en todas las fracciones del
gradiente de sacarosa comprendidas entre el
pico de los cloroplastos y las fracciones del ci-
tosol podria deberse a la liberacion espontanea
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TasLA 3. Efectos de diferentes extractos crudos de hojas de cebada sobre la liberacion de TIM por cloro-
plastos. Para més detalles ver texto.

Effects of different barley leaf crude extracts on the liberation of TIM from ehloroplats. More details in the text

ACTIVIDAD TIM

[SACAROSA] EDAD DE PLANTAS EDAD DE PLANTAS (UNIDADESDE
DEL TAMPON Y TRATAMIENTO DE Y TRATAMIENTO DE ENZIMA/0'01 ml DE MEDIO)
EXPE- GLICIL-GLICINA HOJAS FUENTE DE HOJAS FUENTE DE
RI- 01 M-KOH, CLOROPLASTOS EXTRACTO
MENTO  pH 7'S MEDIO SIN  MEDIO SIN MEDIO
EXTRACTO CLOROPLASTOS COMPLETO
1 09 M 16 dias, recién 14 dias, incubadas 10 68 75'5
cortadas 49 h en agua y oscuridad
2 09 M 16 dias, 25 h en 17 dias, recién 22 775 85'5
agua y oscuridad cortadas
3 035 M Idias, 55 hen 16 dias, recién 195 70 71
agua y oscuridad cortadas
4 0'35 M 17 dias, recién 16 dias, incubadas 11'5 535 56'5
cortadas 26 h en agua y oscuridad
5 035 M 16dias, 25 hen 16 dias, incubadas 105 535 57

agua y oscuridad

26 h en agua y oscuridad

deenzimas estromales por loscloroplastos du-
rante su migracién a lolargo de las concentra-
ciones crecientes de sacarosa y, en todo caso,
no parece tener un significado fisiolégico.
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