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Protein synthesis effected by isolated chloroplasts of young pea leaves has been studied
in relation with variable concentrations of mercaptoethanol, magnesium and potassium ions,
ATP generating system, GTP, CTP, UTP, mixture of added amino acids and ammonium ions.
The amino acid mixture stimulated the synthesis if the chloroplasts used were isolated from
young leaves, whilst the activator effect of the ammonium ions was made patent upon mature
chloroplasts. Possible diverse contaminations had a mínimum participation in the protein syn
thesis.

Desde hace algún tiempo se conoce que
la fracción de cloroplastos de plantas su
periores y de algas fotosintéticas incorpo
ran in vitro aminoácidos en forma de pro
teínas, al igual que sucede con los riboso-
mas aislados de cloroplastos (1, 5-9, 11-21,
23, 25-33, 36-43, 46).

En un principio, los primeros resulta
dos pudieron estar muy influidos por el
problema de las contaminaciones, espe
cialmente la bacteriana, tal como señala
ron App y Jagendorf (2), lo cual podría
invalidar algunas deducciones.

Aun cuando ciertas características de la
mayoría de los sistemas cloroplásticos has
ta ahora estudiados son similares, sin em
bargo existen otras en las que los datos
son muy dispares. Así sucede respecto
a requerimientos de ATP,**  GTP, iones
amonio, aminoácidos añadidos, etc.

En este trabajo hemos intentado reali
zar el estudio de algunas de las condicio
nes relacionadas con los medios de incu

bación y que tienen influencia en la incor
poración de aminoácidos, pues algunas de
las diferencias existentes en la bibliogra
fía podrían explicarse por las diferentes
condiciones de experimentación utilizadas
por los diversos investigadores en este
campo.

Como material de trabajo se toman clo
roplastos procedentes de hojas de guisan
tes. La bibliografía sobre este sistema es
corta y confusa. Sissakyan et di. (39) y
Parthier y Wollgiehn (31) no necesita
ron la adición de cofactores para la in
corporación, en contraste con lo que ca
bría esperar teniendo en cuenta los resul
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** Abreviaturas: ATP = ácido adenosintri-
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tados con otros sistemas similares. Por
otra parte, mientras los primeros autores
señalaron que los fragmentos de cloroplas-
tos incorporaban C“-glicina mucho más
activamente que los cloroplastos enteros,
los autores del segundo trabajo obtuvieron
síntesis proteicas comparables en mag
nitud.

Material y métodos

Material vegetal. Hojas de guisan
tes (Pea sativum, variedad Feltham First)
recolectadas de la habitación de cultivo
normalmente a los cuatro o cinco días tras
el nacimiento de las plantas. La solución
nutritiva, cuando se usó, fue la de Arnon
y Hoagland (4) diluida dos veces.

Preparación de cloroplastos. 10 g
de hojas se lavaron tres veces con agua
bidestilada y se colocaron en 200 mi de
solución filtrada de hipoclorito cálcico del
2 % durante cinco minutos, tras lo cual las
hojas se volvieron a lavar cinco veces con
agua bidestilada y estéril.

Los homogenados se prepararon con
20 mi de medio de Honda, según descri
bieron Spencer y Wildman (43), con las
modificaciones sugeridas por Parenti y
Margulies (29). Otra modificación fue la
inclusión de una centrifugación previa a
200 X g durante dos minutos. El sobrena
dante se centrifugó a 2.750 X g durante
dos minutos y el centrifugado, suspendido
en 5 mi de nuevo medio de Honda, cons
tituyó la preparación de cloroplastos no
lavados. Esta preparación se centrifugó
nuevamente a 2.750 X g durante dos mi
nutos y el residuo sólido se resuspendió
en 5 mi de medio de Honda, obteniendo
la preparación de cloroplastos lavados
usada normalmente en los ensayos de sín
tesis de proteínas. La concentración en
clorofila varió alrededor de 0,050 mg/ml
de suspensión. Todas las operaciones se
realizaron a 0-4° C.

Incorporación de Cu-leucina en pro
teínas. El ensayo de incorporación fue 

basado en el de Spencer y Wildman (43),
pero la mezcla final de reacción medía
0,3 mi y consistió en 0,2 mi de prepara
ción de cloroplastos junto con: cloruro
magnésico, 12 mM; cloruro potásico,
100 mM; mercaptoetanol, 16 mM; ATP,
2,75 mM; fosfoenolpiruvato (sal trisódi-
ca), 8,3 mM; 10 /zg de piruvato quinasa,
GTP, CTP y UTP, 0,13 mM en cada uno
de ellos y una mezcla de 2 /zg de cada
uno de los 20 aminoácidos, excepto leuci-
na. Para comenzar la reacción, se añadie
ron 10 /zl de C,4-leucina de una disolu
ción conteniendo 10 /zC y 0,066 /zM/ml.
La incorporación continuó usualmente du
rante 60 minutos a 25° C.

La preparación de las muestras para el
contaje fue la descrita por Mans y Nove-
lli (24), colocando duplicados de 0,1 mi
de muestras tras el período de incubación
en los discos de papel Whatman 3MM.

La composición del líquido de cente
lleo fue 5 g de 2,5-difenil oxazol y 0,2 g
de l,3-bis-2 (5-feniloxazolil) benceno en
1.000 mi de tolueno, y el contaje se rea
lizó en un espectrómetro de centelleo lí
quido Packard Tri-Carb.

Las muestras llegaron a tener unas 1.500
c.p.m., lo cual, teniendo en cuenta la efi
cacia de medida del 56%, supuso una in
corporación específica de unos 3.000 /z/zM
de CI4-leucina por miligramo de clorofila.
El valor para el tiempo cero de incuba
ción fue de unas 10 c.p.m.

Se usaron dos tipos de control, consis
tentes en la adición de la Cu-leucina o de
la suspensión de cloroplastos, al final del
período de incubación, justamente antes
de colocar las muestras sobre los discos
de papel.

Los duplicados de la misma suspensión
de cloroplastos incubados en las mismas
condiciones, pero separadamente, dieron
valores con variaciones que generalmente
fueron menores del ±7 %.

Contaminación bacteriana y otras
contaminaciones. Al finalizar las reac
ciones de incubación se tomaron alícuo
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tas, que se pusieron en tubos de cultivo
de un modo similar al reseñado por Salle
(35), con diluciones sucesivas de la mues
tra examinada. Para minimizar la conta
minación bacteriana se usó en lo posible
material y reactivos estériles, bien por tra
tamiento térmico o por filtración a través
de filtros Millipore. En otros casos, las di
soluciones recién preparadas se dispusie
ron en pequeñas alícuotas y se congela
ron, para ser usadas posteriormente indi
vidualmente tras la descongelación. Sin
tales precauciones la contaminación era
del orden de 10® poblaciones de bacterias
por mililitro, mientras que en el trabajo
normal realizado con esos cuidados la ci
fra osciló usualmente entre 102 y 10‘.

El tratamiento con Tritón X-100, para
distinguir la incorporación debida a nú
cleos, bacterias, células enteras o trozos de
tejido, fue realizado según Parenti y
Margulies (29), pero usando 0,5 % de
Tritón X-100 en lugar del 0,1 %, pues los
cloroplastos procedentes de hojas muy jó
venes tras la centrifugación a 6.000 X g
durante 20 minutos, depositaban parte de
la clorofila en el centrifugado, si la con
centración del detergente era sólo del
0,1 %. Por otra parte, concentraciones de
hasta 3-4 % de Tritón han sido usados
por otros autores para romper los cloro
plastos (16) sin que se alteren otros orgá-
nulos (42).

Clorofila. Se determinó según el mé
todo de Arnon (3), con las precauciones
indicadas por Parenti y Margulies (29).

Productos. La mayoría de los pro
ductos bioquímicos usados procedían de
Sigma. El ficoll y el dextrano 40 de Phar
macia. El resto de reactivos generales de
Fisons y B.D.H.

Resultados

En las figuras 1 y 2 se señalan los efec
tos del mercaptoetanol y de los iones mag
nesio y potasio sobre la incorporación de 

C'Meucina en proteínas. La dependencia
fue notable y la máxima actividad se ob
tuvo con concentraciones entre 10 y 20 mM
en magnesio, 100 mM en potasio y 16 mM
en mercaptoetanol. Como se puede com
probar en la tabla I, las concentraciones
necesarias, relativamente altas, de iones
Mg+2 y K+ no se debieron a la utilización
en el medio de incubación de cloroplastos
lavados, en lugar de los no lavados, que
podrían tener su propio contenido en estos
iones. En otros ensayos realizados con clo
roplastos aislados de hojas de guisantes
con tres semanas de edad, en lugar de
cuatro días, también fueron necesarias
concentraciones de ese tipo para obtener
una síntesis óptima de proteínas, lo cual

Concentración (mM)

Fig. 1. Efecto de los iones magnesio (9),
iones amonio (O) y del mercaptoetanol (A)

sobre la síntesis de proteínas.

Tabla I. Requerimientos de iones Mgz+ y Kr
en cloroplastos no lavados.

2+Mg
(mM)

+K
(mM)

Radioactividad
en proteínas

c.p.m.

12 100 956
— - 128

12 — 630
12 25 650
12 50 662

6 100 565
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Fig. 2. Efecto de la mezcla GTP+CTP + UTP
.(O) y de los Iones potasio (9) sobre la sín

tesis de proteínas.

indica que tales requerimientos son inde
pendientes del estado de madurez de los
cloroplastos.

En ausencia del sistema generador de
ATP (ATP, fosfoenolpiruvato y piruvato
.quinasa), la síntesis de proteínas cayó has
ta el 7 % del control con el sistema gene
rador. La concentración óptima de ATP
añadido fue entre 2 y 3 mM (fig. 3). En
realidad, el efecto del ATP sobre el siste
ma pareció depender de la concentración
de iones magnesio. Si ésta era mayor, en
tonces la concentración óptima de ATP
.también era mayor, pero la incorporación
.total era menor debido al efecto inhibidor
sobre el sistema de un exceso de iones
magnesio. En la tabla II se comprueba

•que las concentraciones usadas de fosfo-
.enolpiruvato y piruvato quinasa fueron
las óptimas para conseguir la mayor sínte-
.sis proteica.

La adición de los nucleótidos GTP,
CIP y UTP, incrementó la síntesis de pro
teínas realizada por los cloroplastos aisla
dos, tanto si éstos procedían de hojas de
tres días de edad, como los obtenidos
de hojas de tres semanas de edad. La de-

¿pendencia se muestra en la figura 2.
El sistema de síntesis de proteínas tam

bién dependió de la adición al medio de
incubación de una mezcla de los 19 ami
noácidos, además de la C14-leucina (fig. 4).
La concentración óptima de la mezcla fue
entre 6 y 10 /xg/ml, de cada uno de los
aminoácidos. La dependencia de la adi
ción de la mezcla de C12-aminoácidos al
medio de incubación, varió con la edad de
las hojas de guisantes, siendo mucho más
significativa al usar cloroplastos proceden
tes de hojas muy jóvenes, tal como se pue
de observar en la tabla III, donde se re
sumen los datos obtenidos en diversas
determinaciones realizadas a lo largo de
varios meses.

Fig. 3. Efecto del ATP añadido sobre la sín
tesis de proteínas.

Tabla II. Efectos de diversas adiciones de
fosfoenolpiruvato (PEP) y piruvato quinasa

(PK) a! medio de incubación.

PEP
(mM)

PK
(pg/ml)

Radioactividad
(c.p.m./muestra)

8,30 33 610
2,07 33 290
4,15 33 508
6,22 33 570

16,60 33 410
8,30 66 580
0 0 90
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Mezcla de 19 aminoácidos
fpg/ml. de cada uno)

Fig. 4. Efecto de la adición de la mezcla de
los 19 C^-aminoácidos sobre la síntesis de

proteínas.

Respecto a la acción de inhibidores, uno
de los usados fue el cloranfenicol, un po
tente inhibidor de la síntesis de proteínas
en sistemas con ribosomas 70 S, como el
de cloroplastos, mitocondrias o bacterias.
A partir de 25 /xg/ml inhibió la incorpo
ración de aminoácidos en más del 90 %
y aun a 6 /zg/ml la inhibición obtenida fue
del 80 % (fig. 5). El efecto de la ciclohexi-
mida, de acción sobre los sistemas 80 S
pero no sobre los 70 S, se estudiará en
otro trabajo, por la conexión que hemos
encontrado entre este antibiótico y la in
hibición de un transporte activo de ami
noácidos en cloroplastos. En cuanto a la
acción de ribonucleasa, su efecto inhibidor
aumenta a lo largo del tiempo de incuba
ción y actúa preferentemente sobre cloro
plastos rotos, confirmando las conclusio
nes de Margulies et al. (25) de que du
rante la incubación existe una ruptura de
los cloroplastos. Los datos concretos so
bre la acción de ribonucleasa se encuen
tran reunidos en las tablas IV y V y se
comprobó también que los iones Cu27 no
tuvieron efecto inhibidor sobre la acción 

de ribonucleasa, en contraste con las afir
maciones de Hall y Cocking (20).

La incorporación de radioactividad pro
ducida por bacterias, núcleos, células en
teras y pequeños trozos de tejido fue esti
mada (tabla VI) en menos de un 5 %, por
tratamiento con Tritón X-100.

Usando cloroplastos previamente hervi
dos dos minutos, aún con dos horas de
incubación, no hubo incorporación de Cu-
leucina en proteínas, lo cual indica la
ausencia de una contaminación bacteria
na sensible en los reactivos. Por otra par
te, en ensayos realizados con bacterias ais
ladas de la preparación de cloroplastos,
aun concentraciones de 106 bacterias por
mililitro de medio de incubación incorpo
raron tan sólo del orden del 4 % de la
radioactividad que normalmente incorpo
raba un volumen igual de preparación de

Tabla III. Efecto de la adición de la mezcla
de C'2-aminoácidos al sistema de síntesis de

proteínas.

Mezcla de C -aminoácidos
Edad de las hojas ____________________________

añadidos no añadidos

3-4 días 1OO X 20-60 X
3 semanas 100 X 80-98 X

Fig. 5. Efecto inhibidor del cloranfenicol so
bre la síntesis de proteína.

5
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Tabla IV. Efecto de la rlbonucleasa (6 ng/ml)
sobre el sistema de síntesis de proteínas por
cloroplastos Intactos o por cloroplastos rotos

hípotónícamente.
Los cloroplastos rotos se prepararon centrifu
gando una preparación de cloroplastos sin la
var a 2000 gX 15 minutos a 0-4° C, suspen
diendo el centrifugado en un medio hipotónico
de volumen igual al original, dejándolo 1 hora
a 0-4° C, con agitaciones ocasionales, antes de
ser utilizado como preparación de cloroplastos
rotos. El medio hipotónico consistió en cloruro
magnésico 1 mM y mercaptoetanol 4 mM en

tampón Tris 0,01 M pH 7,8.

Cloroplastos Proteínas sintetizadas
(c.p.m./muestra)

Intactos 1110
Intactos + RNA-asa 522

Inhibición 7, 47

Rotos 190
Rotos + RNA-asa 44

Inhibición % 77

cloroplastos. Teniendo en cuenta que
usualmente nuestros valores de contami
nación bacteriana tras la incubación del
sistema de síntesis, fueron de alrededor de
103 bacterias por mililitro, o sea 3 órdenes
menos que 10G, ello indica la poca impor
tancia de la posible incorporación bacte
riana en nuestro sistema. Otra confirma
ción de ello se obtuvo preincubando el
sistema de incorporación completo, excep
to la C14-leucina, durante 90 minutos a
25° C, con lo cual se inactivó el sistema,
y es de esperar que tras esa preincubación
el número de bacterias viables fuese ma
yor o igual que antes de la preincubación.
En tales condiciones y tras la adición de
la Cu-Ieucina e incubación durante una
hora, la radioactividad en proteínas de las
muestras fue sólo de 4 c.p.m. en un ensa
yo en que la contaminación era de 105/ml
y de 10 c.p.m. en otro ensayo con 10®/mi,
o sea entre el 0,3 % y el 0,6 % de los va
lores usuales del sistema de cloroplastos.

Por todo ello, podemos afirmar razona
blemente que los resultados de incorpora

ción no se deben en cuantía apreciable a
ninguna de las posibles contaminaciones
citadas.

Discusión

La dependencia de la síntesis de pro
teínas realizada en cloroplastos aislados,
en relación con la concentración de iones
magnesio, ha sido señalada por diversos
investigadores, variando la concentración
óptima entre 2-5 mM (5, 16) a 20-200 mM
para cloroplastos de Acetabularia (19).
Menos datos existen respecto a iones po
tasio y a mercaptoetanol, y sólo Francki
et al. (16) indicaron, para cloroplastos de
tabaco, que el óptimo de concentraciones
de mercaptoetanol era entre 0,26 y 7,7 mM,
sin que fuese crítica en dicho rango, lo
cual muestra un comportamiento algo di
ferente al que nosotros encontramos en
nuestro sistema.

Tabla V. Inhibición producida por ribonuclea-
sa (6 /¿g/ml) a lo largo del tiempo de Incu

bación del sistema.
A lo largo del período de incorporación se

tomaron muestras a los tiempos indicados.
c.p,.m./muestra

Sistema min.: O-3O 30-45 45-60

Normal 892 308 75
Normal + RNA-asa 525 124 28

Inhibición 7. 41 60 63

Tabla VI. Tratamiento con Tritón X-100.
La operación se realizó como se describe en
Material y métodos. El centrifugado fue sus
pendido en un volumen de medio Honda igual
al original, para poder tomar las muestras de

medida de radioactividad.

Incorporación
c.p.m. 7.

Sistema sin tratar 1380 100

Sobrenadante tras trata
miento y centrifúgación 1368 99

Porción sólida resuspendida
tras tratamiento y re
suspensión 60 4
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Nuestra concentración óptima de iones
magnesio, 12 mM, está en concordancia
con los datos de sedimentación de riboso-
mas cloroplásticas publicados por Sissa-
kyan et al. (40), Sager et al. (34) y por
Filippovich et al. (15), con distintos ma
teriales y que indican que con esas con
centraciones de iones magnesio sedimen
tan polirribosomas y ribosomas, mientras
que con magnesio 1 mM los polirriboso
mas y aun los ribosomas se disocian. Nues
tros resultados también concuerdan con
los datos publicados por Boardman et al.
(7), estudiando ribosomas 70 S y 80 S pu
rificados, procedentes de cloroplastos y ci
toplasma de hojas de tabaco, respectiva
mente. La síntesis óptima de proteínas
tuvo lugar en el primer caso, ribosomas
70 S, entre concentraciones 11 y 15 mM
de magnesio, similares a los requerimien
tos de magnesio de los ribosomas 70 S de
Escherichia coli (45), mientras que para
los ribosomas 80 S fue entre 4 y 7 mM, se
mejante a la necesitada para la máxima
actividad por los ribosomas de reticuloci-
tos (22). De este modo, con una concen
tración 4 mM en magnesio, de acuerdo
con los datos de Boardman et al. (7), el
sistema 80 S operaría casi a un 70 % de
la actividad máxima, mientras que el 70 S
lo haría sólo con algo más del 10 %.
A esa concentración de iones magnesio,
nuestro sistema cloroplástico de incorpo
ración de aminoácidos opera al 13 % de
su actividad máxima, lo cual indica la
ausencia de una apreciable participación
de los citorribosomas contaminantes que
pudieran hallarse en la preparación, en la
síntesis de proteínas. Concentraciones óp
timas de iones magnesio semejantes a la
de nuestro sistema han sido señaladas en
sistemas aislados de cloroplastos por Sa
ger et al. (34) y Spencer y Wildman (43).

Respecto a la necesidad de la adición al
medio de incubación de un sistema gene
rador de ATP, los datos existentes son
ciertamente contradictorios. No aumentó
apreciablemente la síntesis de proteínas e
incluso a veces se inhibió en los casos es

tudiados por App y Jagendorf (1) y otros
(6, 19, 38, 40 y 46). Sin embargo, algunos
de estos resultados se han criticado (2),
indicando que eran debidos a contamina
ciones bacterianas, sobre todo en los ca
sos en que no se han acompañado datos
demostrando la ausencia de bacterias o
que éstas tuvieran una participación míni
ma en la incorporación. Ello es particular
mente aplicable a los estudios previos al
nuestro sobre el sistema de cloroplastos de
guisantes. Los resultados que hemos obte
nido sobre la necesidad del sistema gene
rador de ATP, están de acuerdo, por otra
parte, con lo conocido en otros sistemas
(5, 7, 13, 29, 34, 42 y 43). De todos mo
dos y a la vista de nuestros hallazgos so
bre la influencia que posee la concentra
ción de ATP añadida sobre la actividad
del sistema de cloroplastos de guisantes,
quizás algunos de los resultados discre
pantes citados anteriormente se pueden
deber a no haber tenido en cuenta esa de
pendencia y, por tanto, haber usado con
centraciones inadecuadas de ATP, que en
defecto sólo produciría una pequeña acti
vación y en exceso puede llegar a ocasio
nar la inhibición de la síntesis de pro
teínas.

Un efecto semejante podría explicar
también el distinto grado de dependencia
hallado en los distintos sistemas cloroplás-
ticos descritos, respecto a la adición de
GTP o de la mezcla de los nucleótidos
GTP, CTP y UTP.

Nuevamente nos encontramos con datos
contradictorios en relación con el efecto
que sobre el sistema de síntesis de proteí
nas cloroplásticas in vitro produce la adi
ción de una mezcla de aminoácidos. He-
ber (21), con cloroplastos de espinacas,
Boardman et al. (7) con ribosomas de clo
roplastos de tabaco, y Sissakyan et al.
(40), con ribosomas de cloroplastos de gui
santes, no encontraron acción estimulante
por la adición de la mezcla de aminoáci
dos, en contraste con los datos de Spen
cer (42), con cloroplastos de espinacas,
Spencer y Wildman (43), con cloroplas- 
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tos de tabaco, y de Parenti y Margu-
lies (29) con cloroplastos de judías. Bam-
ji y Jagendorf (5), usando plastidios de
trigo, señalaron la importancia que tenía
en orden a obtener unos u otros resulta
dos, la relación existente entre las concen
traciones de aminoácido radioactivo aña
dido y la de la mezcla de los otros amino
ácidos adicionados, quizás porque a bajas
concentraciones de aquél, era el factor li
mitante de la incorporación.

Por nuestra parte, creemos que hay dos
hechos deducibles de nuestras experien
cias y que podrían aclarar algo sobre el
problema de los resultados discrepantes
existentes. En primer lugar resaltar que el
grado de dependencia es función de la can
tidad añadida de aminoácidos, de modo
que si ésta no es óptima, no solamente no
se observa el efecto activador, sino que
puede inhibir, como ocurre si existe un ex
ceso de aminoácidos presentes. En segun
do lugar, que el grado de dependencia es
función del estado de desarrollo de los
cloroplastos, siendo mayor en las prime
ras etapas del desarrollo de éstos.

En cuanto al efecto de los iones amo
nio, desde que Spencer (42) señaló sus
características activadoras de la síntesis
proteica de cloroplastos, otros autores lo
han confirmado (5, 17). Conway (10) y
Spyrides (44), con Escherichia coli, indi
caron la necesidad de los iones amonio
durante la unión de aminoacil-sRNA a
los ribosomas. En otros sistemas cloro-
plásticos ese efecto activador de los iones
amonio no se ha producido y quizás, al
menos parcialmente, la causa sea el hecho
observado por nosotros de que la depen
dencia de los iones amonio es variable con
el estado de desarrollo de los cloroplastos
y sólo produce el efecto activador sobre
los cloroplastos ya maduros.

Resumen

Se ha estudiado la síntesis de proteínas rea
lizada por cloroplastos aislados de hojas de gui
santes en relación con concentraciones varia

bles de mercaptoetanol, iones magnesio y pota
sio, GTP, CTP y UTP, sistema generador de
ATP, mezcla de aminoácidos añadidos e iones
amonio. La mezcla de aminoácidos estimuló la
síntesis si los cloroplastos usados eran jóvenes,
mientras que el efecto activador de los iones
amonio se hizo patente sobre cloroplastos ma
duros. Se demuestra el mínimo grado de parti
cipación en la síntesis proteica producida por
las diversas contaminaciones posibles.
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