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RESUMEN

Los cloroplastos son los organulos de las células vegetales donde se realiza la fotosintesis, al convertir la
energia luminica en energia quimica (ATP) y generar poder reductor (NADPH). El aislamiento de cloroplastos
y la evaluacion de la actividad fotosintética en condiciones in vitro, ha sido una tarea dificil debido a las
alteraciones estructurales y funcionales que sufren los cloroplastos y a la presencia de fracciones celulares
contaminantes. En el presente trabajo se propone un protocolo para el aislamiento de cloroplastos de hojas
de bananos, asi como un procedimiento para la evaluacion de la actividad fotosintética de dicha suspension.
En él se resumen los principales reactivos, soluciones, materiales bioldgicos, equipos, y condiciones
necesarias para reproducirlo en condiciones de laboratorio. Finalmente, se sugieren diversas aplicaciones
que puede tener el presente protocolo en el campo de la ensefianza e investigacion cientifica relacionada con
la biotecnologia vegetal.
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ABSTRACT

Chloroplasts are organelles of plant cells where photosynthesis takes place by converting light energy into
chemical energy (ATP) and generating reducting power (NADPH). Isolation of chloroplasts and evaluation of
photosynthetic activity in vitro has been a difficult task due to structural and functional changes suffered by
chloroplasts during their isolation and the presence of contaminating cell fractions. In this paper we propose
a protocol for the isolation of chloroplasts from banana leaves and a procedure for the evaluation of the
photosynthetic activity of chloroplast suspension. The main reagents, solutions, biological materials, equipment,
and conditions necessary to reproduce it in laboratory conditions are summarized. Finally, several applications
of this protocol are suggested to be used in teaching and scientific research related to plant biotechnology.
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INTRODUCCION

Los cloroplastos, son organulos subcelulares
(plastidios) verdes, con un diametro que puede
variar desde 5 a 10 ym. Estan presentes en las
células mesofilicas de las hojas o en cualquier
otro tejido vegetal con capacidad fotosintética. Las
angiospermas pueden contener de 15 a 20
cloroplastos por célula fotosintética. Hasta el 50%
de la proteina foliar puede estar contenida en los
cloroplastos. Su forma y tamano varia en
dependencia de la especie vegetal. Los
cloroplastos se originaron como organismos
endosimbidticos en la célula eucariota primitiva y
poseen una autonomia genética parcial, al
contener acido desoxiribonucleico (ADN), acido

ribonucleico (ARN) y toda la maquinaria
enzimatica de replicacion, transcripcion y
traduccion (Barcel6 et al., 2007).

Una suspension de cloroplastos aislados puede
desprender O, en presencia de luz, si se
suministra un compuesto oxidado capaz de
aceptar electrones procedentes de la fotolisis
del agua. De esta forma, el proceso de
desprendimiento de O, en la fotosintesis puede
ser separado del de la fijacion de CO,
(Kozuleva e Ivanov, 2010).

En la hoja intacta, los principales aceptores
naturales de electrones son la ferredoxina y el
NADP, pero se inactivan durante el proceso de
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aislamiento de los cloroplastos. En varios de
los experimentos in vitro, estos aceptores
naturales pueden sustituirse por 2,6
diclorofenolindofenol (DCPIP) (Sauer y Park,
1965, Goltsev et al., 2008).

Este compuesto es azul intenso en su forma
oxidada (quinona) pero se decolora lentamente
cuando adquiere su forma reducida (fenol). La
reaccion que tiene lugar es la siguiente:

Luz

Cloroplastos + DCPIP* i -~ + H ,O

azul intenso

Cloroplastos + DCPIP-H ( +%0

azul palido) 2

La evaluacién de la actividad fotosintética en
condiciones in vitro, ha sido una tarea dificil
debido a las alteraciones estructurales y
funcionales que sufren los cloroplastos y a la
presencia de fracciones celulares
contaminantes durante el proceso de
aislamiento.

El objetivo del presente trabajo, se dirigié a
describir un protocolo para el aislamiento de
cloroplastos intactos de hojas de bananos y
para la evaluacion de la actividad fotosintética.
Este protocolo es una modificacion del referido
por Bussogoro et al. (2004).

MATERIALES

Reactivos,
biolégicos

soluciones y materiales

e Tampon de extraccion (para la preparacion
de un litro): 330mM de D-sorbitol (Fluka, nimero
de catalogo 85532), 0.4mM de cloruro de
potasio (Fluka, numero de catalogo 60128),
2mM de Hepes (Fluka, numero de catalogo
5445), 0.5 mM de Cloruro de calcio (Spectrum,
numero de catalogo C1086). Ajustar el pH de
la solucion a 5.6.

e Solucién de Percoll® (Amersham
Biosciences, numero de catalogo 195369). o
Ficoll® 400 (Sigma, numero de catalogo F4375)
al 35% (m/v).

e Material biologico: plantas de Musa spp.
propagadas in vitro via organogénesis
(Orellana, 1994) o mediante embriogénesis
somatica (Kosky et al., 2001). Posteriormente,
se aclimatizan en casa de cultivo durante 12 a
14 semanas. Se sugiere utilizar como sustrato
una formulacion compuesta por 50% de humus
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de lombriz, 30% de compost y 20% de zeolita
en una razoén de 5:3:2 (v/v). Se emplearan las
hojas mas jovenes expandidas (primera y
segunda).

Equipos, materiales y condiciones

e Agua desionizada estéril (seis litros)

e Balanza analitica

e Bandejas pequenas (2)

e Batidora (Waring)

e Vaso de precipitado (Beaker) de 500 ml de
capacidad

e Bomba de vacio

e Camara frigorifica de -20°C

e Centrifuga refrigerada de rotor flexible que

pueda alcanzar hasta 2 000 g (Beckman,

modelo J2-21)

Contador de colonias manual

Embudo de vidrio (2) y embudo plastico (1)

Espectrofotometro

Gasa estéril o cheesecloth (Moorland,

numero de catalogo 0036)

Gradilla para tubos de centrifugacién

e Habitacién oscura o recipiente opaco donde
se pueda colocar la suspension de
cloroplastos y protegerla de la luz

e Hematocimetro (Neubauer)

¢ Hielo (no menos de 10 recipientes de 500 ml)

e Micropipetas de 200 pl, 1 000 ply 5000 pl

e Recipiente para almacenar hielo y
conservar las muestras

e Tampon de extraccion estéril (un litro)

e Temporizador (timer)

o Tijera

e Tubos (Falcon) de 50 ml de capacidad (20
tubos).

e Parafilm®
PROCEDIMIENTO

I. Obtencién de
cloroplastos

la suspension de

1. Cortar con una tijera las primeras dos hojas
expandidas de las plantas de bananos.

2. Lavar dos veces con agua desionizada, en
una bandeja.

3. Secar las hojas con papel de filtro estéril.

4.Las hojas enrolladas se cortan, en
pequefios fragmentos de aproximadamente
1 cm de ancho.

5. Adadir 200 ml del tampdn de extraccion frio
a un vaso de precipitado de 500 ml,
previamente enfriado y mezclar con los
fragmentos de hojas.
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6. Homogenizar los fragmentos de hojas en una
batidora (Waring).

Nota: Preenfriar el vaso de la batidora
durante cinco minutos.

7. Filtrar el homogenizado con tres capas de
gasa estéril o cheesecloth
Nota: Para facilitar dicha operacién se

puede utilizar un embudo Kitasato
(preenfriado) acoplado a un erlenmeyer
(preenfriado). El erlenmeyer debe estar
conectado a una bomba de vacio.

8. Colectar el filtrado en tubos (Falcon 50 ml)
preenfriados.

9. Equilibrar la masa de cada tubo en una
balanza analitica.

10.Centrifugar a 49 g durante 10 minutos.
Nota: la centrifuga refrigerada debe ser
preenfriada y para ello se centrifugara al
vacio durante 30 minutos.

11.Colectar el sobrenadante y desechar el
precipitado.

12.Equilibrar en una balanza analitica, la masa
de los nuevos tubos donde se colectaron
los sobrenadantes.

13.Centrifugar a 2 000 g durante 10 minutos.

14 .Eliminar el sobrenadante.

15.Resuspender el precipitado en 10 ml del
tampodn de extraccion.

16. Afdadir 20 ml de la suspension de cloroplasto
obtenida (dos tubos) a un nuevo tubo que
contenga 20 ml de una solucién de Percoll
o Ficoll al 35% (m/v).

17.Centrifugar a 250 g.

18.Recuperar cuidadosamente la fase de
color verde oscuro y desechar el resto.
Nota: es preferible en esta etapa utilizar una
micropipeta de 5 000 ml para tomar en una
sola carga dicha fase.

19.Anadir a un nuevo tubo preenfriado, el
contenido de la fase de color verde oscuro
y equilibrar la masa de los tubos.

20.Centrifugar a 2 000 g durante 10 minutos.

21.Eliminar el sobrenadante.
22.Resuspender el precipitado en 5 ml del
tampdn de extraccion.

23.Determinar la concentracion de cloroplastos
mediante un hematocimetro (Neubauer) y
ajustar a un valor aproximado de 10°
cloroplastosml

24.Mantener la solucién de cloroplastos en
oscuridad total y a 4°C no mas de 48 h.

Il. Evaluacion de la actividad fotosintética
Una vez obtenida la suspension de cloroplastos

intactos, se procedera a evaluar su capacidad
reductiva.
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1. Seleccionar cubetas desechables y
etiquetarlas con un marcador de punta fina
acorde con el objetivo de su experimento.

2. Anadir 990 i | de una suspension de
cloroplastos con una concentracion en el
orden de 108 cloroplastosml

3. Anadir 2001 | de una solucién del tampon de
extraccion en una cubeta.

4. Adicionar 110 i1 de una solucion 1 mM de
2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP) a las
cubetas que seran utilizadas.

5. Colocar un fragmento de Parafilm® sobre el
extremo de la cubeta y homogenizar el
contenido de esta, mediante dos inversiones
sucesivas.

6. Realizar la primera medicion de absorbancia
a 595 nm. Anotar el resultado.

7. Mantener una cubeta en oscuridad (control
negativo del poder reductivo) y otra bajo la
iluminacion de una fuente de luz incandescente
de 60 W durante cinco minutos.

8. Medir la absorbancia de ambas muestras y
al cabo de los cinco minutos repetir las
lecturas de absorbancia. Anotar los resultados.

Resultados esperados

La reduccién de la absorbancia de la cubeta
iluminada se debera a la reduccion del DCPIP
y esto a su vez estara directamente relacionado
con la tasa fotosintética de la suspensién de
cloroplastos. El transporte de electrones y los
equivalentes reductivos en los fotosistemas de
los cloroplastos, provocan que el DCPIP
oxidado (azul intenso) al aceptar electrones
procedentes de la fotdlisis del agua, se
convierta en DCPIP reducido (azul claro). A
menudo el DCPIP, se utiliza en las mediciones
de la cadena de transporte de electrones en
los cloroplastos debido a su mayor afinidad por
los electrones que la ferredoxina. Mediante la
medicion de la absorbancia a 595 nm se puede
calcular la tasa de transporte electronico en
términos de umol DCPIP reducido/mg clorofila/
h y utilizarse como un indice de vitalidad
cloroplastica.

POSIBLES APLICACIONES

Este protocolo puede utilizarse en diferentes

actividades docentes y de investigacién entre

las cuales se pueden citar:

1. Practicas de laboratorio de las asignaturas
Bioquimica vegetal y Fisiologia vegetal.

2. Determinacion del efecto de la intensidad
luminosa, calidad de la luz, el pH, la
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temperatura, sobre la actividad fotosintética
de cloroplastos de Musa spp. en condiciones
in vitro y ex vitro.

3. Determinar, en condiciones de laboratorio,
el efecto de herbicidas inhibidores del
transporte electronico en cloroplastos, asi
como en la busqueda de candidatos mas
eficientes.

4. Evaluacion y seleccién de lineas modificadas
genéticamente con resistencia a herbicidas
cuyo sitio de accion se localice a nivel de
cloroplastos.

5. Determinar la actividad fitotéxica de algunos
compuestos alelopaticos desacoplantes de
la cadena de transporte electrénico en
cloroplastos.

6. Calculo de la tasa de transporte electrénico
en términos de umol DCPIP reducido/mg
clorofila/h y su utilizacién como un indice de
vitalidad cloroplastica.

7. Determinar la actividad fisiologica de toxinas
cloroplastos-especificas de diversos agentes
fitopatdégenos, asi como diferenciar la
agresividad entre diferentes cepas en base
a la produccion de toxinas.
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