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RESUMEN

Partiendo de hojas de cebada (Hordeum vulgare L.), se estudi6 la degradacién de cloro-
fila en cloroplastos incubados en medio isoténico con la fraccién celular extracloroplds-
tica. En estas condiciones la fraccién celular extracloropldstica estimula la degradacion
de clorofila, al menos en parte, no de forma enzimética sino a través de algin agente(s)
termoestable actuando, probablemente, como un detergente sobre las membranas del
cloroplasto y/o suministrando efectores enzimdticos. Este efecto de la fraccién extraclo-
ropldstica no depende del estado fisiolégico de las hojas. Ademds, en estas condiciones
de incubacién de cloroplastos, los reguladores mds importantes que afectan al envejeci-
miento no tienen efecto sobre la degradacion de clorofila. Los resultados sugieren que los
agentes responsables directos de la degradacién de clorofila son, al menos en parte, intra-
cloropldsticos. Los enzimas “clorofila oxidasa”, dependiente de dcido linolénico, y cloro-
fila peroxidasa, cuyas actividades estdn presentes en los tilacoides, podrfan ser respon-
sables de tal degradacién.

Palabras clave: ‘‘Clorofila oxidasa”. Cloroplastos. Degradacién de clorofila. Ensayos in
vitro. Fitohormonas. Peroxidasa.

SUMMARY

CHLOROPHYLL BREAKDOWN IN CHLOROPLASTS INCUBATED IN ISOTONIC
MEDIUM WITH THE EXTRACHLOROPLASTIC CELLULAR FRACTION

Starting from barley (Hordeum vulgare L.) leaves, chlorophyll breakdown has been
studied in isolated chloroplasts incubated with isotonic extrachloroplastic subcellular
fraction. An. extrachloroplastic subcellular fraction stimulated chlorophyll breakdown,
at least partially through some nonenzymatic termoestable factor(s), behaving, probably,
as a detergent on chloroplast membranes and/or supplying enzymatic effectors. This
effect did not depend on the physiological stage of leaves. Under incubation condi-
tions, the main growth regulators effectors of senescence did not affect chlorophyll
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breakdown. The results suggest that factors responsible for chlorophyll breakdown are,
at least in part, intrachloroplastic. Linolenic acid-dependent chlorophyll oxidase and
chlorophyll peroxidase, whose activities occur in thylakoids, could be responsible for

this chlorophyll breakdown.

Key words: Chlorophyll breakdown. Chlorophyll oxidase. Chloroplasts. In vitro assays.

Peroxidase. Phytohormones.

INTRODUCCION

Los procesos degradativos que
ocurren durante el envejecimiento
foliar, y particularmente en los
cloroplastos, dependen de la sinte-
sis de proteinas en el citoplasma
(Thomas y Stoddart, 1980) y en
los cloroplastos (Cuello et al,
1984; Martin et al., 1986) durante
la induccién de este proceso del
desarrollo.

Choe y Thimann (1974) encon-
traron una gran estabilidad en los
cloroplastos aislados, medida a través
de las pérdidas de clorofila y protei-
na, en comparacién con la de cloro-
plastos en secciones foliares incuba-
das en las mismas condiciones, Esto
sugiere que algin factor citoplas-
mico ligado a la sintesis de proteinas
debe ser responsable de la degrada-
cién de los cloroplastos durante el
envejecimiento foliar, Sin embargo,
entre los varios enzimas descritos

responsables de la degradacion de la
clorofila (Sabater y Rodriguez, 1978;
Hendry et al., 1987), al menos dos
de ellos, una clorofila peroxidasa y
una ‘‘clorofila oxidasa’’, son pro-
teinas constituyentes de los tilacoi-
des (Martinoia et al., 1982; Liithy
et al.,, 1984; Thomas et al.,, 1985).

En este trabajo se hace una pri-
mera aproximacién al estudio del
origen y naturaleza de los factores
responsables de la degradacién de
clorofila en cloroplastos aislados e
incubados en un medio isotdnico
con la fraccion extracloropléstica
cruda procedente de secciones folia-
res en distinto estado de envejeci-
miento. También se estudi6 el posi-
ble efecto directo de los reguladores
del crecimiento mas importantes que
afectan al envejecimiento asi como
los efectos de algunos activadores
e inhibidores enzimaticos.

MATERIAL Y METODOS

Se usaron pldntulas de cebada
(Hordeum vulgare L., 1753, var.
Hassan) que crecieron usualmente
durante 14 dias como se describio
por Cuello et al. (1987).

Para los tratamientos que afectan
al envejecimiento foliar, muestras de
2 g de secciones de 2.5 cm de la

primera hoja, descartando la base y
el apice, se incubaron durante 72 h
en oscuridad a 25 °C en 100 mL de
agua destilada o de disolucién 14
MM de quinetina.

La obtencién de los cloroplastos
y de la fraccién extracloroplastica
(FE) se realiz6 como describieron
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Garcia et al. (1983). Partiendo de
2 g de secciones de hojas y 12.5 mL
de tampén de extraccion (TE) con-
teniendo 0.35 M sacarosa, 25 mM
HEPES, 2 mM Na,-EDTA y 2 mM
isoascorbato’ sodico, pH 7.6. El
sobrenadante de la centrifugacién
del extracto a 2500 xg constituyo
lo que llamamos FE. El sedimento
de cloroplastos se lavo dos veces,
con 5 mL de TE cada una, y final-
mente se resuspendié suavemente
en 2.5 mL de TE. Segtin Calle et
al. (1986) esta preparaciéon de clo-
roplastos estd relativamente libre de
contaminacién por proteinas de cito-
plasma (< 1 %) y de mitocondrias
(< 5 %).- Ademads, la integridad de
los cloroplastos aislados fue de al
menos el 70 %, medida con el ensayo
de reduccién del ferricianuro (Ber-
kowitz y Gibbs, 1985). Sin embargo,
medida por el nivel de ribulosa difos-
fato carboxilasa, la FE esta conta-
minada por proteinas estromales de
cloroplastos (Cuello et al, 1991).
En su caso, la fraccibn membrano-
sa de cloroplastos se prepard segin
Garcia et al. (1983), resuspendiendo
el sedimento de membranas final,
procedentes de 4 g de secciones, en
1 mL de tampon 0.1 M fosfato
sédico pH 7.4 o TE sin sacarosa.

La incubacion de cloroplastos en
medio isotdOnico se realizé en un
tubo con 0.5 mL de suspension de
cloroplastos mas, usualmente, 1 mL
de FE, o diluciones de la misma
con TE. La mezcla se mantuvo du-
rante 48 o 72 h, en oscuridad y a
25 °C, con agitacién en un agitador
ATOM-85 a 85 o 120 rpm. Para la
incubacién de cloroplastos con regu-
ladores del crecimiento se usd la
preparacién obtenida resuspendiendo
el sedimento de cloroplastos lavados
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en 2.5 mL de disolucion del corres-
pondiente regulador en TE.

Las medidas de ‘clorofila oxida-
sa” y clorofila peroxidasa asociadas
con tilacoides -se hicieron como
indicaron Thomas et al. (1985), por
disminucién de absorbancia a 672
nm a 20 °C en un espectrofotometro
Hitachi, modelo 150-20. Las reaccio-
nes se realizaron en un volumen
final de 3 mL, indistintamente, en
tampon 0.1 M fosfato sédico pH 7.4
o en TE, sin o con 0.35 M sacarosa,
con concentracion inicial de clorofila
de 0.02 g L. En su caso, el medio
de “‘clorofila oxidasa” contuvo 0.5
mM dietil ditiocarbamato (DIECA)
o 1.4 mM Aacido oléico (OA) (Liithy
et al., 1984), mientras que el de
peroxidasa contuvo 1 mM KCN o
850000 unidades de catalasa (C-10
de Sigma) L™! (Martinoia et al.,
1982). Se estudid el efecto de 0.05%
dodecil sulfato” s6dico (SDS), 1.4
mM 4&cido linolénico (LNA), 1 mM
2.4-diclorofenol (DCP), 0.75 mM
H,0,, 0.5 mM DIECA y 850000
UL~ ! de catalasa (efectores), sobre
la degradacion de clorofila en ensa-
yos con cloroplastos aislados y en las
actividades oxidasa y peroxidasa.
El SDS, DCP y DIECA se incorpo-
raron al medio disolviéndolos pre-
viamente en la FE o TE usados. Por
otra parte, los volimenes de disolu-
ciones de LNA (20 g L™! en cloro-
formo o etanol), H,O0, (0.35 %
H,0,) y catalasa (40 g L™! en agua),
que se adicionaron directamente al
medio de reaccién, fueron insigni-
ficantes (< 2 %) en comparacién
con el volumen total de éste.

Ademas de que en lo posible se
trabajé en condiciones de esterilidad,
se estudié la posible contaminacion
de los medios de reaccion usando FE
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calentada durante 5 min a 100 °C
o filtrada con filtro Millipore de
0.45 um de tamafio de poro.

La cantidad de clorofila, tanto
en los medios de incubaci6on de
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cloroplastos o suspensiones de tila-
coides como en secciones foliares
intactas, se determiné por el méto-
do de Arnon (1949).

RESULTADOS Y DISCUSION

La figura 1 muestra los porcenta-
jes de clorofila remanente, después
de 48 y 72 h, en cloroplastos de
hojas de 14 dias recién cortadas
incubados con FE procedente de: las
mismas hojas, secciones incubadas
previamente durante 72 h en agua y
oscuridad, y secciones incubadas
durante 72 h en 14 uM quinetina y
oscuridad. Como controles, se incu-
baron en las mismas condiciones
cloroplastos en tampodn isoténico
exclusivamente y secciones foliares
intactas en agua destilada. Se obser-
va una disminucién significativa de

clorofila a las 72 h en todas las incu-
baciones con FE, en comparaciéon
con cloroplastos incubados en tam-
pén isoténico que durante el mismo
tiempo retuvieron casi el 100 % de
clorofila. Ademas, la cantidad de
clorofila perdida es similar con
todas las FEs (aproximadamente el
20 % a las 72 h), independiente-
mente del estado de envejecimiento
de las secciones origen de la FE,
pérdida muy inferior a la que se
produce en secciones intactas du-
rante el mismo tiempo (65 %). La
estimulacion de la pérdida de cloro-

FIG. 1.—Porcentaje de cloro-
fila remanente a las 48 y 72
h en cloroplastos incubados
con FE aislada de: hojas re-
cién cortadas (M), secciones
incubadas en agua (&) e incu-
badas en quinetina (®). Para
comparacion se muestran los
controles de incubacion de
cloroplastos en TE (%) y de
secciones intactas en agua
(w). Las incubaciones con clo-
roplastos, realizadas a 85 rpm,
contenian 0.07 g L™ de clo-
rofila a tiempo 0. Los valores
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son medias de 3-10 ensayos
independientes y en ningin
caso el ES > 2.5,
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TABLA 1

Porcentajes de clorofila remanente a las 48 y 72 h en cloroplastos de hojas de 8 y 14

dias recién cortadas incubados con las FEs de las mismas hojas. Las incubaciones se hi-

cieron a 120 rpm. Los valores son medias tES de 3-9 experimentos. La concentracion

de clorofila a tiempo 0 fue: 0.05y 0.07 g L™, en los medios de cloroplastos de 8 y 14
dias respectivamente.

Tiempo de Edad de % de clorofila remanente
incub. (h) clorop. (dias) FE de 14 dfas FE de 8 dfas
48 14 7113 70 £3.2
72 14 60 0.7 63+34
48 8 63+1.3 59+0.6
72 8 50+33 5003
filas en secciones intactas en compa- Tabla 1). Se obtienen resultados

raciébn con cloroplastos aislados es
mas destacable a las 48 h. Estos re-
sultados confirman que la clorofila
en los cloroplastos aislados es mas
estable que en secciones (Choe y
Thimann, 1974) y sugieren la pre-
sencia en la FE de algin agente
estimulador de la degradacién de
clorofilas, independientemente del
estado de  envejecimiento de las
secciones.

Ante la posibilidad de que el
efecto de la FE fuera dependiente
del estado de desarrollo de las hojas,
se incubaron todas las combinacio-
nes posibles entre cloroplastos de
hojas de 8 o 14 dfas recién cortadas
y sus respectivas FEs (Tabla 1). De
nuevo no se encontraron diferencias
significativas entre los efectos de las
FEs de hojas de 8 y 14 dfas sobre
los cloroplastos de 14 dias a 48 y
72 h de incubaciéon. No obstante,
las mayores pérdidas de clorofilas
con FE de 14 dias, con respecto
a las obtenidas en la figura 1, indican
que son muy importantes las condi-
ciones de agitacién (120 rpm en la

similares con cloroplastos de 8 dias,
aunque estos pierden mas clorofila
(aproximadamente 10 %) para cual-
quier FE y tiempo de incubacion,
a pesar de que los cloroplastos de 8
dias fueron tan estables en tampoén
isoténico (en 4 determinaciones el %
de clorofila remanente * ES a 72 h
fue de 99 = 1.9) como los cloro-
plastos de 14 dfas (Fig. 1). Las
hojas primarias de plantulas de ce-
bada de 8 y 14 dias estdn, respecti-
vamente, en la etapa de expansion
y de envejecimiento (Martin et al.,
1986). Segin ésto los efectos cuanti-
tativamente similares de FEs de hojas
de 8 y 14 dias (Tabla 1) concuerdan
con los de FEs de secciones incuba-
das (Fig. 1) ya que en ningin caso su
efecto depende del estado de enve-
jecimiento de las secciones origen
de la FE, sea este envejecimiento
natural o inducido artificialmente.
Sin embargo, el efecto de la FE
depende, al menos en parte, del
estado de desarrollo de los cloro-
plastos (Tabla 1).

Para ensayar una posible conta-
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minaciébn bacteriana ‘se hicieron
controles usando FEs de diferentes
origenes, filtradas previamente a
través de filtro Millipore de 0.45 um
o calentadas durante 5 min a 100
°C. Tanto en ensayos con FEs fil-
tradas o FEs calentadas, resultados
no mostrados indicaron que cual-
quier FE conserva la mayor parte
o toda su capacidad - degradativa
de clorofila medida a las 72 h. Esto
confirmé la estimulaciéon de la de-
gradacién de clorofila por la FE vy,
lo que es mds llamativo, que el factor
extracloroplistico responsable es en
su mayor parte termoestable.

Se ensayaron también los posibles
efectos directos sobre los cloroplas-
tos de los reguladores mas impor-
tantes y a concentraciones que afec-
tan al envejecimiento. Se midieron
concretamente los niveles de cloro-
fila remanente, a las 48 y 72 h, en
cloroplastos incubados con FE maés
14 uM quinetina, 34 uM acido
abscisico, 69 uM etileno, 45 uM
jasmonato de metilo o 1000 uM es-
permidina. Resultados no mostrados
indicaron que, con excepcion de la
espermidina, ningin regulador tuvo
efecto significativo sobre la degra-
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dacién de clorofila a cualquier tiem-
po de incubacién, lo que sugiere
que sus efectos sobre el envejeci-
miento de cloroplastos en secciones
intactas son indirectos. Weidhase
et al. (1987) tampoco encontraron
efecto alguno de benciladenina o
jasmonato de metilo sobre cloro-
plastos de cebada incubados en
medio isotoénico. Sorprendi6, sin
embargo, la ligera estimulacién de
la degradacion de clorofila por esper-
midina (a las 72 h baja de 60 a 54 %)
ya que, como otras poliaminas, se
describié que retrasa el envejecimien-
to de hojas (Noodén, 1988).

Por su estabilidad térmica, es im-
probable una naturaleza enzimatica
del factor extracloroplastico princi-
pal responsable de la degradacién
de clorofila. Ademas, ensayando el
efecto de diferentes concentraciones
de FE (Fig. 2) los resultados tampo-
co sugieren que actiie como enzima
puesto que no se observa la propor-
cionalidad tipica entre cantidad de
efector y efecto producido. Unica-
mente se observan degradaciones sig-
nificativas a las dos concentraciones
superiores de FE (0.8 y 1.0 mL de
FE en el medio). Una posibilidad de

Clorofila
remanente (O)

FIG. 2.-Porcentaje de
clorofila remanente a
las 72 h en cloroplastos
incubados en medio iso-
ténico con concentra-
ciones variables de FE.
Cloroplastos y FE, am-
bos de hojas de 14 dias
recién cortadas se incu-
baron a 85 rpm. Los

1 valores son medias *

Fraccién extracloropldstica (mL)

ES de 4-9 ensayos inde-
pendientes y sOlo se
representan ES > 1.

08
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TABLA 2

Porcentaje de clorofila remanente a las 72 h en cloroplastos incubados en medio isotonico
con diferentes efectores enzimdticos. Cloroplastos y FE, ambos de hojas de 14 dias
recién cortadas, se incubaron a 85 rpm. Los valores son medias * ES de 4-9 ensayos

independientes.
FE +SDS +
Control (TE) FE SDS FE +SDS DIECA
99209 78923 846%2.1 750£29 843%3.1
FE +SDS +
Cloroformo LNA SDS + LNA  FE+SDS+LNA LNA + DIECA
69724 51.8%0.7 52.5£0.8 49315 50014
FE +SDS +
FE +SDS + DCP +H.0 SDS + FE+SDS+ DCP+H,0,+
Catalasa 2¥2  DCP+H,0, DCP+H,0, Catalasa
44105 90.7 £2.6 71.2%£20 84014 89.1 £2.5

explicaciébn de estos resultados po-
drifa ser, al menos parcialmente, a
través de una accién de detergente
de FE, que por la rotura de mem-
branas de cloroplastos podria hacer
accesible la clorofila a enzimas
degradativos intracloropldsticos,
accién que, como se vio antes, no
depende del estado fisiolégico de las
secciones origen del extracto.

Dos posibles enzimas degradati-
vos son clorofila peroxidasa y ‘clo-
rofila oxidasa’ (Martinoia et al.,
1982). Para comparar con las acti-
vidades enzimaticas, se ensayaron
los efectos del SDS y de los efectores
enzimaticos de ‘‘clorofila oxidasa”
(LNA) y clorofila peroxidasa (DCP +
H, O, ), ademas del inhibidor DIECA
y el enzima catalasa sobre la degrada-
cion de la clorofila con cloroplastos

incubados en medio isotonico (Tabla
2). El SDS tiene una accién similar
a la FE, lo que de nuevo sugiere la
posible accién detergente de ésta.
El efecto conjunto de ambos es lige-
ramente inhibido por DIECA. Por
otra parte, a pesar de que el cloro-
formo (disolvente de LNA en los
primeros ensayos) estimula la degra-
dacién de clorofila, ésta aun es esti-
mulada por LNA, en presencia o
ausencia de FE o SDS, aunque en
nuestras condiciones de ensayo este
efecto no es inhibido por DIECA,
como observaron Liithy et al. (1984)
con tiempos de reaccidn cortos.
Finalmente, DCP + H, O, estimulan
también la degradacién, aunque lige-
ramente actuando sélos y mas inten-
samente en presencia de SDS. Ade-
mas, con FE + SDS la catalasa inhibe
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FIG. 3.—Degradacion de clorofila con el tiempo de reaccion en tilacoides incubados

con 0.05 % SDS en tampon 0.1 M fosfato sodico pH 7.4 (A y B) y en TE sin sacarosa

(C y D). Las reacciones se realizaron en ausencia y en presencia de los efectores enzi-

madticos indicados, incluyendo la sacarosa (S). No se consideraron las pequerias varia-
ciones iniciales de absorbancia. Para mds detalles experimentales ver el texto.

algo la accién de los efectores de pe-
roxidasa. Sin embargo, es llamativo
el fuerte efecto estimulador de
catalasa en presencia de FE + SDS,
aunque un aumento de pérdida de
clorofila por catalasa ya lo indicaron
Wagenknecht y Lee (1958).
Conociendo los resultados de Mar-
tinoia et al. (1982) y los de la Tabla
2, una posibilidad de explicacion de
la degradacion de clorofila en cloro-

plastos incubados en medio isoténico
es a través de un enzima dependiente
de LNA, presumiblemente ‘‘clorofila
oxidasa’, y una clorofila peroxidasa,
ambos localizados en el cloroplasto.
Para ensayar esta posibilidad se mi-
dieron ambos enzimas segin los mé-
todos propuestos por Thomas et al.
(1985). En este caso las reacciones
se realizaron, partiendo de prepa-
raciones de tilacoides, en tampdn
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0.1 M fosfato sdédico pH 7.4 conte-
niendo 0.05 % SDS, segin se indic6
en Material y Métodos. Resultados
representativos obtenidos de ensa-
yos de ‘‘clorofila oxidasa’’ y cloro-
fila peroxidasa se muestran en la
figura 3 (A y B). Los resultados de
la figura 3A indican la existencia de
“clorofila oxidasa”, ya que la degra-
dacién de la clorofila tiene lugar en
presencia de LNA y es inhibida
completamente por DIECA (com-
plejante de Cu y Fe) (Martinoia
et al.,, 1982). Con menor intensidad
que LNA, OA estimula también la
degradacién de clorofila, conocién-
dose que en presencia de OA es
activa la ‘‘clorofila oxidasa’’ pero no
la lipoxigenasa (Liithy et al,, 1984).
Sin embargo, y en contraste con
los resultados de Martinoia et al.
(1982), LNA también estimula la
degradacion de clorofila en tilacoides
calentados a 75 °C durante 10 min
aunque la actividad disminuye a
menos de la mitad (resultados no
mostrados). En estos ensayos y en
los siguientes, OA y LNA se usaron
disueltos en etanol, disolvente sin
efecto apreciable hasta, al menos,
las 2 h de incubaciéon. Aunque las
condiciones de ensayo de la figura
3A son muy diferentes a las de la
Tabla 2, es posible que la causa
principal de la aparente ausencia
de inhibicién por DIECA sobre la
estimulacién de la degradacion de
clorofila por LNA, observada en la
Tabla 2, sea el tiempo de incubacién
relativamente tan grande (72 h en
Tabla 2 frente a 5 min en Fig. 3A).
Los resultados de la figura 3B in-
dican inequivocamente la presencia
de clorofila peroxidasa en tilacoides,
ya que la degradacién de la clorofila
se estimula fuertemente con DCP +
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H, 0,, siendo inhibida casi completa-
mente por adiciéon de KCN. Ademas,
resultados no mostrados indicaron
que DCP + H,0O, no tuvieron, por
una parte ningin efecto degradativo
sobre tilacoides calentados a 75 °C
durante 10 min, y por otra un efec-
to muy pequeno sobre tilacoides no
calentados en presencia de catalasa.
El efecto débil de DCP + H,0, en
ausencia de FE y SDS, observado en
la Tabla 2, podria explicarse facil-
mente por el acceso limitado del
DCP al enzima en incubaciones con
cloroplastos intactos.

Puesto que la degradacién de clo-
rofila observada en cloroplastos
incubados en medio isoténico ocu-
rria en TE, se ensayaron a continua-
cién los enzimas ‘“‘clorofila oxidasa”
y clorofila peroxidasa en tilacoides
en estas condiciones, La figura 3
(C y D) muestra resultados repre-
sentativos obtenidos teniendo lugar
las reacciones en TE sin y con saca-
rosa. En cuanto a ‘‘clorofila oxidasa”
(Fig. 3C), se observa la estimulacion
de degradacién de clorofila por LNA,
aunque esta estimulacién es inferior
a la obtenida en tampén fosfato sé-
dico (Fig. 3A). Ademas, en tampon
HEPES la degradacion también es
fuertemente inhibida por DIECA asi
como por sacarosa. Con respecto a
clorofila peroxidasa (Fig. 3D), se
observa su baja actividad con o sin
sacarosa, en comparacion con la
reaccion en tampdn fosfato (Fig.
3B). Los resultados demuestran que
en las condiciones de cloroplastos
incubados en TE (Tabla 2) las degra-
daciones de clorofila por clorofila
peroxidasa y ‘‘clorofila oxidasa”
estan atenuadas en comparaciéon con
las degradaciones por estos mismos
enzimas en las condiciones de Tho-
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mas et al. (1985).

Los resultados expuestos sugieren
que, en las condiciones de cloroplas-
tos incubados en tampoén isotdnico
usadas en este trabajo, al menos
gran parte de la accidon degradativa
de clorofila provocada por la FE
no ocurre a través de enzimas presen-
tes en ella sino, probablemente, por
alglin agente(s) con accién probable
de detergente y/o de efector enzi-
matico, termoestable e indepen-
diente del estado fisiologico de las
hojas. Por el contrario, los enzimas
clorofila peroxidasa y ‘“‘clorofila oxi-
dasa” de tilacoides (Martinoia et al.,
1982), inactivos en ausencia de FE,
podrian ser los responsables directos
de esta degradacién en presencia de
FE, que podrifa suministrar los
agentes para romper los cloroplastos
y/o los efectores enzimaticos nece-
sarios. Muchos resultados indican
que el acido linolénico es producido
por degradacién de lipidos de mem-
branas senescentes mientras que
H, O, y una amplia gama de fenoles
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naturales estdn presentes en las
células vegetales. Si la degradacion
de cloroplastos durante el enveje-
cimiento foliar ocurre por deterioro
del tonoplasto y liberacién resultan-
te de enzimas vacuolares activos
(Thimann, 1987), éstos no inclui-
rfan, por tanto, a los responsables
directos de la degradaciéon de cloro-
filas. Segin ésto, la estabilidad de
clorofilas en cloroplastos incubados
en ausencia de FE (Fig. 1) no se
deberia a la ausencia de enzimas
extracloropldsticos degradativos de
pigmentos, como sugirié6 Panigrahi
y Biswal (1987), sino posiblemente
al mantenimiento de la integridad de
los tilacoides en estas condiciones
y/o a la falta de efctores enzimaticos.
Aunque la degradacion de clorofila
estimulada por LNA podria estar
catalizada por un enzima especifico,
es posible que el efecto de LNA
sobre tilacoides hervidos sea un
proceso no enzimatico producido
por radicales libres formados a partir
de LNA (Liithy et al., 1984).

CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que la
degradaciéon de clorofila. en cloro-
plastos aislados incubados en medio
isoténico con la fraccidon celular
extracloroplastica podria ocurrir, al
menos en parte, por reacciones
catalizadas por los enzimas ‘cloro-
fila oxidasa”, dependiente de LNA,
y peroxidasa, cuyas actividades estan
presentes en los tilacoides. En las

condiciones de ensayo de este traba-
jo, la fraccién extracloropldstica esti-
mula la degradaciéon de clorofila a
través de alglin agente(s) termoes-
table, que podria actuar como un
detergente sobre las membranas del
cloroplasto, . y/o suministrando los
efectores enzimaticos necesarios.
Este efecto no depende del estado
fisiologico de las hojas.
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