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INTRODUCCION. 

A partir de los estudi os de Brownell (12,13), se ha podido 
destacar que el requerimiento del sodio como un micronutriente, 
está confinado casi exclusivamente a especies capaces de llevar 

a cabo la fotosíntesis por l a v!a C-4. También se sabe que, de~ 
tro del grupo de las plantas C-4, varias están adaptadas a me-

dios salinos o bien son de origen hal6fito y que, en cambio o
tras, no presentan tolerancia a altas salinidades (26,50). Sin 

embargo, las bases bioqu1mícas para el r~erimiento del Na+ en 
estas plantas no es claro hasta la fecha. o 

Por otro lado, cuando las plantas en 9eneral son sometidas 

a un stress salino, los iones captados por ellas pueden experi
mentar diferentes destinos dentro de su estructura {25,26) y 

deben ser mantenidos en alg6n "sitio" dentro de sus células. 

Una de ls hip6tesi s que existen al respecto, postula como 

posible compartamentalizador a los cloroplastos, teniendo como 
base los resultados obtenidos en estudios realizados tanto con 
plantas hal6fitas como con glic6fitas (7, 52,56); no obstante , 

el nfunero de trabajos es escaso y las conclusiones i ncompletas, 
por lo que más estudios deben llevarse a cabo. 
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REVISION DE LI?ERATURA . 

Fotos!ntesis en plantas C-4 . 

Diferentes v1as fotosint~ticas. Hasta el año de 1966 se ten1a el 

conocimiento de que la vfa por la cual el di6xido de carbono es 
fijado e incorporado en azúcares , era la llamada •ciclo de Cal-
vin" o "Ciclo de Reducci6n del Carbono Fotosint~tico" (CRCF) y a 

las plantas que la pose1an se les llam6 plantas C-3. Sin embargo, 

poco despu~s ciertos estudios resultaron en la formulaci6n de 
una nueva v1a de fijaci6n, la v1a C-4 (28,29) conociéndose con -

ello a las denominadas plantas C-4, en las cuales el C02 es pri 
meramente incorporado en un ácido de cuatro carbonos y subsecuen 
temente transferido al c1 del 3-fosfoglicerato,como en la prime

ra v1a. La relaci6n entre ambas v1as fotosintéticas en este últi 
rno tipo de plantas se muestra a continuaci6n: 
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Figura l. Relaci6n entre el ciclo CRCF 
y el ciclo C-4 en plantas C-4. 
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Existe otro tipo de plantas, las cuales fijan el co2 de ma

nera semejante a la v1a C-4 durante la noche e incrementan alta

mente la cantidad de ácido málico , disminuyé.ndolo durante el d1a 
en donde prácticamente no hay obtenci6n de co2 pero se sinteti-
zan carbohidratos; a esta forma de fijaci6n se le ha llamado "Me 
tabolismo Acido Crasuláceo", 

Fijaci6n del C02. Dado que varias plantas de importancia agr1co
la pertenecen al grupo de las denominadas plantas C-4 (29), la -
v1a de 4 carbonos ha adquirido un gran interés para la investig~ 
ci6n en las diversas ramas del conocimiento. 
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La fotos!ntesis C-4 
1
consiste de t res pases ~rincipales: a) 

carboxilaci6n para dar ~didcs de 4 . carbcnos en l as célu l as del 
~es6filo, b) descarboxi l aci6n del ácido de 4 carbonos en las 
cllulas de la vaina vascular y donaci6n de co2 y c ) fijaci6n a 

través cel ciclo CRCF, existiendo diferencias en los patrones -

de descarboxilaci6n en diferentes especies. En el ciclo CRCF la Al-
fase reqenerativa y la fase de descarboxilaci6n están localiza- 'f 

das en las células Kranz, mientras que la fase reductiva se en
cuentra en ambos tipcs celulares (23). 

Anatorn!a de la hoja. Las plantas C-4 presentan una anatomía lla

mada "Kranz ", cuya caracter!stica distintiva es un arreglo ra-
dial del parénquima alrededor de l haz vascular y cuyo tipo nás -
comGn consiste de una capa de células rodeando al haz vascular -

(células de la vaina del haz vascular), las que a su vez se en- 
cuentran rodeadas por una sola capa de otro tipc de células, las 
del mes6filo. Las células de la vaina tienden a ser cil!ndricas, 
grandes, de pared gruesa y a no presentar espacios intercel~la-
res entre ellas, a diferencia de las del mes6filo que son célu-
las pequeñas y sí presentan dichos espacios. En general existe -

un menor nGmero de células de la vaina que del mes6filo (38) . La 
figura 2 muestra la ana~om!a Kranz. 

V 

Fiqura 2. Anatoltl!a de la hoja de plantas C-4. Mest'5filo (X); Vai
na vascular (BS); Tejido vascular (V). 

Tipos de plantas C-4. Existen tres subgrupos basados en las dife 
rencias de los mecanismos descarboxilantes que act6an sobre los 
ácidos de 4 carbonos, formados en las células del mes6filo (30). 

Tipo Enzima Málica-NADP. En este subgrupo de especies C-4, el m~ 
lato es formado en las células del mes6filo y transportado ha-
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cia las c€l~las de la vaina vascular er. c~yos clor oplastos es 

descarboxilado por una enzima málica dependiente de NADP (E.M. 
NADP) . En esta reacci6n se crea ur. poder reductor (NADPH) ; el 

C02 que tambi~n es formado , se utiliza en el CRCF en tanto 
c;ue el piruvato regresa a las c~lulas del rr.es6filo para regen!?. 

rar fo sfoenolpiruvato. Lo anterior se ilustra en la siguiente 
figura. 
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Figura 3. Reacciones de la fotos í ntesis C-4 en las -
c~lulas de la vaina vascular y c~lulas del mes6filo 

en plantas del tipo E.r-:.-NADP . 

A este tipc per tenecen entre otras, las siguientes espe-- ~ 
cies, Zea mays, Sorghum bicolort §~harum officinarure y Digi
taria sanguinalis. 

Tipo Enzima Málica-NAD . Este sistema descarbox ilante está ce - 
racterizado por el paso del aspartato de las c~lulas del mes6-
filo a las mitocondrias de las c~lulas de la vaina , en donde -

se convierte en oxalacetato, luego en malato y éste es descar
boxilado por una enzima málica dependiente de NAD (E.M. - NAD). 
El co2 pasa de la mitocondria al cloroplasto y el piruvato sa
le de ella al citoplasma y r egresa al mes6filo en forma de ala 

nina. Esto se muestra en la figura 4. 
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Figura 4. Reacciones de la fotos!ntesis c-4 en las -
células de la vaina vascular y células del mes6filo 

en plantas del tipo E.M.-NAD. 

Panicum .miliaceum, Portulaca ole~, Amaranthus retro-

flexus y Atriplex spongiosa son algunos de los representantes 
de este tipo de plantas C-4. 

~ Fosfoenolpiruvatocarboxicinasa . Como las plantas del tipo 
anterior, éstas también poseen una aspartato aminotransferasa 

en las células de la vaina, aunque localizada en citoplasma y -

no en mitocondria. Adem&s, el oxalacetato es directamente desea~ 
boxilado por la fosfoenolpiruvatocarboxicinasa (PEPCK) a expen
sas de ATP y el C02 difunde al cloroplasto . Aqu! tambi~n es la 
alanina quien sale de las c~lulas para regenerar PEP en la vai

na, como se aprecia en la figura S. 
Algunas de las especies de este tipo de plantas son: Pani-

cum maximum, Chloris _~~ y Sporobolus Fimbriatus. 

)

Cloroplastos y clorofila en plantas C-4. Una de las caracter!s
ticas de las plantas C-4 es que presentan dimorfismo. Este pue

de estar referido al tamaño, siendo los de las células Kranz -

más grandes que los del mes6filo, o bien al desarrollo de sus -
l__,grana -estructural- (cloroplastos granales y coroplastos agran~ 

les) . Se ha encontrado que en los casos en que no existe un di-
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~orfismo de tamaño, existe un direorfismo estructural puy prc-
nunciado y viceversa. Como quiera que sea , t1pica.mente los clo 

roplastos de las c€lulas de la vaina han sido consideradcs co

mo el sitio primario de alrnacena.~iento de almid6n, aunque en -
algunos casos ambos tipos de cloroplastos lo almacenan (38). 

Dada la cornposici6n de sus tilacoides as1 como de sus pi~ 
mentes asociados, las plantas del tipo E.H.-NADP han recibicc 
especial atenci6n dentro de las plantas C- 4 . Sus caracter1sti 

cas pr1ncipales son: una reducci6n en el grado de desarrollo 
ce sus grana en los cloroplastos de las c~lulas de la vaina -

vascular; una alta proporci6n de clorofila a/clorofila b en 
las Pismas,aproximadarnente 6.0 (en l as del mes6filo es cercana 
a 3.5) as! como cantidades pequeñas del complejo IV, complejc 
relacionado con el centro de reacción del fotosistema II ( 8, 
24, 31) . 

C LO R OP LASTO 
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'O ..... .... ., "" .... 'º ;3 (1) 
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•e> E 
u 

+ HCOj ----pu. 

Figura 5. Reacciones de la fotos1ntesis C-4 en las -
células de la vaina vascular y c~lulas del mes6f ilo 
en plantas del tipo PEPCK . 

Modulación de la respuesta de fotosistema I y fot~isterna II e___./ 

por iones y clorofil a. 

Es sabido que cuando las plantas son expuestas a la l uz , 

un número de r eacciones fotoqu!micas ocurre dentro del cloro- --1 
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plasto. Los q~anta d e luz excitan a mol~culas de clorofila las -

cuales transfieren la energía de dichos quanta hacia el centro -

de reacci6n del fotosis tema I (FS I) llamado P700 y al centro 

de reacci6n del fotosistema II (FS II), denominado P680. El P680 

reduce a un aceptor primario de electrones , éste a un segundo y 

as! sucesivamente hasta llegar al P700, el cual también reduce a 

otros aceptores (41) . 

Las mol~culas que atrapan la luz y son excitadas, son molé-

culas de clorofila a y clorofila b, las cuales est!n asociadas 

con prote1nas, formando un complejo denominado: "complejo cloro

fila-prote1na atrapador de luz~ (CPAL). Por otro lado, al menos 

el centro de reacci6n I tiene clorofila a pero no clorofila b. 

Ahora bien, los cloroplastos de la vaina vascular de las plantas 

C-4 del · tipo E.M.-NADP, presentan, adem~s de las caracter1sticas 

mencionadas anteriormente, una disminuci6n en la cantidad de los 

~ptidos 23KD y 25 KD y por tanto de CPAL (para la formaci6r. de 

CPAL se requieren tales ~ptidos as! como clorofila b), con una 

baja actividad de FS II. Se ha intentado correlacionar tales ca

racter1sticas con esta baja actividad fotosint~tica aunque se ha 

señalado que organismos carentes de CPAL presentan actividades -

normales de FS I y FS II y que los casos en que existe actividad 

disminuida de FS II es a causa de un decremento en la cantidad -

del complejo IV. No obstante, no se ha descartado enteramente la 

posibilidad de modulaoi6n de dicho fotosistema por la clorofila 

b debido a que, por un lado, no se tiene a6n la certeza del tipo 

de clorofilas involucradas en el centro de reacc16n II y a que , 

por otro lado, la cantidad de clorofila b y actividad de FS II -

en cloroplastos del mes6filo no son tan bajas como en los cloro

plastos de la vaina (41) • 

El descubrimiento del efecto •acrecentamiento-EJnerson" (48), 

(aceleraci6n de la producci6n de 02 por la iluminaci6n complemen

taria de luz de un fotosistema al otro) as! como el estudio de la 

producci6n de fluorescencia por la clorofila a después de ilumi-
nar muestras de cloroplastos o c~lulas completas (10,11,43), lle~ 

v6 al establecimiento de lo que hoy se conoce como: "Estado 1-Es

tado 2",en el cloroplasto. El estado 1 está caracterizado por una 

eficiencia incrementada en el uso de luz de una longitud de onda 

de 710 nm, la cual es preferencialmente absorbida por el FS I y -

una eficiencia decrementada en el uso de luz de una longitud de -
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onda de 650 nm, ~a q~e es preferencial.mente absorbida pe~ el -

FS II (55) . Sin en'.bar gc , en el estado l una mayor cantidad de 

excitaci6n se encuentra cis pcnible al sistema de pigmentes II 

y una menor al sister.a de pigmentos I, er: relaci6n al estado 2 

(46). Este hecho aunado a las observaciones de que existen c~ 

bios entre ambos estados (14), mediados por la transferencia -

de energ!a de excitaci6n por las clorofilas antena (ar r ªrrl 
de un fotosistema a otro, han resultado en la postulaciér: de 

un mecanismc de control de distribuci6n de quanta a los dos 

fotosistemas y as! optimizar la velocidad de flujo de electro-

nes cuando exista un desbalance entre aquéllos. 

El papel de los iones en la fotos!ntesis puede relacior:a~ -

( 
se con las reacciones anteriores, pues se sabe que concentraci~ 

nes relativamente bajas {del orden de 0.5 a 7.0 mM) de sales -

de cationes divalentes tal.es como el MgCl2, cacl 2 , SrCl2, BaC l 2 

y MnCl2 dis~inuyen la transferencia de energía de excitaci6n -

de las clorofilas a 11 a las a 1 , aumentan la existente entre u

nidades de FS II y disminuyen la de las unidades de FS I con -

el consecuente incremento en la actividad del primero y decre

mento en la actividad del segundo; concentraciones tarnbi~n ba

jas (3 mJ-1) de sales de cationes monovalentes {?,aCl y KCl), pr~ 

mueven dicha transferencia de energía de las clorofilas a11 a 

las a 1 en tanto que a concentraciones de 100 mM con LiCl, NaCl, 

KCl, RhCl y CsCl se inhibe (11,44,45,47). 

La regulaci6n de la actividad de FS I y FS rr· por iones -

puede tambi~n estar dada a otro nivel. Durante el transporte -

de electrones en la membrana tilacoidal, existe un movimiento 

de protones del estroma hacia el espacio intratilacoidal, au-
mentando el pH del primero {32) . El influjo de H+ es acompaña

do por el influjo de iones c1-, aunque en una proporci6n de 

c1-;H+ cercana a 2.0. El resto de movimientos i6nicos para al

canzar la electroneutralidad puede estar dada por los iones 

K+, ca++ o Mg++. El Mg++ exhibe un flujo desde el interior ha

cia el exterior del tilacoide si se encuentra en la misma prc

porci6n que el K+, pero si ~sta es menor, entonces el K+ sale 

hacia el estroma. Asimismo, si los cloroplastos se encuentran 
en un mddio con predominancia de ca++ en vez de Mg++, entonces 

la velocidad de eflujo del primero ser! mayor que la del se~-
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gundo. Ce l o ante r ior se desprende que las variaciones en las 

concentraciones de estos iones pueden a l terar el paso de e les 

trenes en l os fotos ister.-,as (35 } . Final.mente, se sabe que tan-. 

to el c1- corno el Mn++ incrementan la velocidad de fotooxida-~ 

ci6n del agua a concentraciones r.iayores de 5 mM (20) . 

Efectos de la salinidad sobre algunos aspectos de la fotos! n

tesis. v 

Contenido de clorofila y iones. Realmente es escasa la informa 

ci6n disponib l e respecto al efecto que causa el stress salino 

en las plantas ,sobre el contenido de clorofila y iones en clo

roplastos. Existen reportes en los que se ha señalado: l)ur. 

incremento en la proporción de clorofila a/clorofila b en Fani 

~ antidotale (54), 2) una disminuci6n en la cantidad de clo

rofila total/g. de tejido fresco en Parthenium hysterophorus -

cuando se creci6 a 350 mM NaCl (33) y ningún cambio en los ma~ 

gles Avicenia germinans y A. marina (40). En Spina~ olera-

cea (51) no hay cambio en la proporci6n de clorofila a/clorof i 
la b, pero s! una disminuci6n en la cantidad de clorofila to--

tal/area foliar c uando el medio de crecimiento se llevó hasta 

' \ I 

,, ' 
una concentración de 500 y 200 mM NaCl, respectivamente. ,~ 

En cuanto al contenido de iones se encontró que una conce~~~ 
tración de 200 mM NaCl en el medio de crecimiento, modific6 los_~ 
niveles de los siguientes iones en cloroplastos de espinaca: la 

concentración de K+ disminuy6 de 195 a 109 mM, mientras que la 

de Na+ subi6 de 81 a 138 mM y la de c1- de 84 a 99 mM (52). Sin 

embargo, hubo un incremento de 8. 3 a 308 mM y de 3 a 232 m.M de 

los iones Na+ y c1-, respectivamente, en toda la hoja. En el 

limón, en cambio, una concentración de 100 mM NaCl en el medio 

de incubación de segmentos de hoja, produjo una elevación de 

Na+ de hasta 500 mM y de c1- de hasta 700 mM en sus cloroplas-

tos (39). No obstante, cabe señalar que el l ·iln6n tolera may9res 

concentraciones salinas que la espinaca. 

Actividad de fotosistemas I y II. .:.En base al postulado de que -

los cambios en los niveles cati6nicos en los cloroplastos regu

lan la transici.6n Estado 1-Estado 2, varj.os investigadores han 

enfocado sus estudios a los efectos observados, por cambios in

ducidos por cationes, e n la eficiencia cuántica de las reaccio-

9 
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nes ce trans:erencia ce electrones rr.ec iacas por FS I y FS II • .-

El trabajo de Robinson ~al (511, es el Gnico reportado -

en el que se ar.aliz6 tanto la actividad de fotosistemas como 

contenido i6nico en cloroplastos, a partir de las mismas mues-

tras de estos organelos. En este estudio ellos utilizaron espi

nacas crecidas en una solución nutritiva con y sin NaCl 200 ra.~. 

Encontraron que, en los dos casos, la actividac de FS I y FS II 

fue casi la misma y que las concentraciones de iones variaron -

de la manera anteriormente señalada (52); sin errbargo, no pudi~ 

ron relacionar ambos hallazgos. Baker (6), por su parte, tambifn 

trabaj6 con cloroplastos de espinaca y estudió los efectos in -

vitro del NaCl, KCl y MgCl2 sobre la activi?ad de FS II . Encon

tró que concentraciones de 50-400 mM NaCl estimularon el trans

porte de electrones y que concentraciones mayores inhibieron, -

obtenienco resultados similares con KCl. Utilizando el MgCl 2 , -

un pequeño incremento en la velocidad de reducci6n del ferrici~ 

nuro fue observado a concentraciones de 25 mM, mientras que a -

partir de 50 mM y hasta 200 mM, se obtuvo una inhibición. 

{Pcr otro lado, Mar1lyn ~ ~ (46) trabajaron con Cucurbita 

sativus (una planta sensible a la salinidad) y cor. ~· germinans 

~· marina y ~ vulgaris (plantas no sensibles) y reportaron -
una disminuci6n de aproximadamente el 30% para FS I en relación 

al control , cuando la concentración de NaCl en el medio de cre

cimiento vari6 de 0-500 m.M. En . cambio, a estas mismas concer.~ 

traciones, no hubo efectos sustanciales en el FS II. No existí~ 

ron diferencias notables entre las plantas sensibles y las ne -

sensibles. Tambi~n, utilizando una planta tolerante a la salín~ 

dad (~ tripolium), Wignarajah (56) encontró respuestas dif~ 

rentes a las de Marilyn. La respuesta de FS I a diferentes con

centraciones de sales in vitro, fue afectada por la salinidad -

del medio de crecimiento . Concentraciones de 50-700 rnM NaCl y 

de 25-300 mM MgC12 , produjeron una inhibición de 40% en FS I en 

plantas crecidas a 345 mM NaClmientras que en aquellas que cre

cieron a O, 86 y 172 mM se encontró una estimulació!!) Las res-

puestas mostradas para FS I a diferentes concentraciones de KCl 

fueron distintas a las de las otras sales. Concentraciones de -

200-800 mM estimularon la actividad en grado similar y la res-

puesta fue estimulada en relación inversa a la concentración 
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del NaCl en el rnedio de creci.miento (12 0% de activaci6n ~ara O 

y 86 nM i" 90% para 172 y 345 mMl . En este mismo estudio se ana

liz6 la respuesta de c loro~lastos a cambios salinos in vi:rc en 
Pi.sur:; sativum, una planta glic6:ita. El patr6n de cambie en la 
a~tivicad de FS I ante concentraciones salinas crecientes, fue 
similar para las tres sales, aunque el grado de efecto generado 
fue dependiente del cati6n presente en la sal: el NaCl estim~l6 
desde 50 hasta 600 rt:M y el KCl y el MgC12 estimularon desde ~ ~ 

rnM e inhibieron a concentraciones de 400 y 100 mM, respectiva-

mente. 
En cuanto a la actividad de FS !I, se encontraron res~lta

dos similares tanto para la hal6fita como para la glic6fita. ~ 

concentraciones de 25-100 mM todas las sales provocaron la ~a~ 
yor estirnulaci6n, pero se requirieron de diferentes concen~ra-

ciones de cada una de ella~ para lograr la inhibici6n en ambos 
tipos de ~ntas..- /1/( : co/.'-l•'· o. 

J~,. .... vY\·, ::> 8) d F.1.na mentei, existe un reporte (1 que, toman o en cuenta -

el papel de los aniones en los procesos primarios de la fotcs!~ 
tesis, evalu6 la respuesta de FS I y FS II de clcroplastos de -

~· marina ante la adici6n in vitro de diferentes sales q~e le -
permitieron asegurar al c1- como el único ani6n modificador ce 

dichas respuestas. En este estudio la cantidad de 02 desprendi 
da fue m~xima a una concentra~i6n de 500 mM NaCl y tal despren
dimiento fue pr~cticamente nulo cuando no se añadi6 NaCl, a me
nos que los cloroplastos hubiesen sido extraídos en presencia -
de 500 mM NaCl. Aun cuando la actividad de FS II tambi~n se in
crement6 con la adici6n de NaCl, el grado de aumento fue consi

derablemente menor que para el FS fl 
....... 
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CEJE~IVCS. 

En vista de la falt& de inforr..aci6n y claricñc ~~ les p~ 
trones de respuesta del cloroplasto ante un stress salí~~ , el 
presente trabajo tuvo como objetivo general el sigt;iente: 

Determinar si durante el crecimiento del sorgo some
tido a diferentes concentraciones de NaCl, existe ~e 
dulaci6n de la actividad fotosintética por clorofila 
a y clorofila b, 

para lo cual los siguientes objetivos partic~lares debieron -

ser c\Obiertos : 

a) Medici6n de las actividades de los fotosistemas -

I y II. 

b) Cuantificaci6n de clorofila a y clorofila b. 

c) Cuantificaci6n de los siguientes iones en cloro-
plastes: Na+, K+, Mg++, ca++ y c1- . 

Cada evaluaci6n se realiz6 a diferentes tiempos de exposici6n 
a distintas concentraciones de NaCl. 
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MATERIAL Y METODOS . 

~aterial vegetal . Se germinaron aproximadamente 2900 semillas 

de sorgo (serie RB 3030) por cada une de ocho soportes de 20 X 
20 cm. de malla de nylon en una c.1ma~a con goteo continuo de a

gua. Se dejaron en la obscuridad dura~te dos d!as al cabo de 

los cuales la rad!cula se introdujo por los poros de la malla , 

traslad!ndose después a charolas para formar cuatro grupos de -

dos muestras cada uno. Todas las charolas contuvieron 2.5 li--

tros de soluci6n Hoagland (22) y una de las siguientes concen-

tr~ciones de NaCl : O, 50 , 100 y 200 :nM . Los cultivos se desarr~ 

llaron bajo burbujeo continuo de las soluciones, cuyo volumen -

final fue completado con agua destilada cada vez que fue neces~ 

rio. Se mantuvo un fotoper iodo de 12 X 12 horas con una temper~ 

tura durante el d!a de 28 + 2ºC y por la noche de 23 ~ 2ºC; la 

humedad relativa fue de 45% y la intensidad luminosa de 2400 lx . 

La toma de muestras de cada grupo para los diferentes ensayos -

se hizo a los 4, 10 y 14 d!as de exposici6n al ~acl. Cabe seña

lar que el sorgo ha sido clasificado como una planta de tolera~ 

cia media a la salinidad (53) , pudiendo elevar por tanto sus ni 

veles i6nicos en cloroplasto. 

Aislamiento de cloroplastos. Los cloroplastos fueron aislados -

por el método de Osmond (49), pero con algunas modificaciones , 

como se muestra en la figura 6. 

8.0 g. de tejido foliar: cortar en segmentos pequeños 

Homogeneizar en licuadota por 5 segundos con 30 ml . -

de medio de extracci6n 

l 
Filtrar en ocho capas de gasa 

1 
• 2 Residuo: homogeneizar por + Filtrado: centrifugar a 

minutos en licuadora con 

del medio de extracci6n. 

30 ml 
2000 x g por 10 minutos 

~ 
Pastilla : resuspender en 

medio de resÚspensi6n 

(cloroplastos del mes6fi 

lo). 
(continG.a) 

1 
Filtrar en 4 capas de gasa 

l 
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l 
Filtrado : centrifugar a 
20 000 x g por 10 r.in~tos 

l 
Pastilla: resuspender en me 
dio de resuspensi6n (frag-

mentos de c loroplastos de -
la vaina vascular) . 

Figura 6 . Procedimiento para aislar cloroplastos del mes6filc 
y cloroplastcs de la vaina vascular . 

Actividad de FotosisteLlas. La actividad del FS II fue ceterni• 
nada en base a la reducci6n del diclorofenolindofenol (22} a -

592 nm. El medio de reacci6n consisti6 de: buffer KH 2Po4 0.019 
M pM 7.6, DCP!P 35 . 7 mM y NH 4cl 5.0 mM, en un volumen fina l de 

5.25 ml. Después de verificar que con s6lo e l medio de reac--
ci6n',no hubo cambios en los valores de absorbancia, se añadi e

ron 15 µg de clorofila y hasta después de 30 segundos se ilu
minó la mezcla con una intensidad de 3500 lx. Las lecturas fue 

ron tomadas cada 30 segundos durante 3 minutos. Las µmoles de 
DCPIP utilizadas fueron obtenidas por interpolación de los va

lores de absorbancia en una curva patr6n de este mismo oxidan
te de Hill. 

La actividad del FS I fue determinada en base al conswr.o 
de oxigeno por medio ~e un electrodo de Clark (17). Es impor-
tante señalar que el consumo de oxigeno mide la actividad de -

este fotosistema debido a que el metil viol6geno reduce al oxf 
geno y éste forma H202, disminuyendo as! la concentraci6n de -
oxigeno. Posterior a la adici6n del medio de reacci6n se aña-
dieron los cloroplastos (15 µg de clorofila) y después de apr~ 
ximadamente 1 minuto se ilumin6 la mezcla con una intensidad -

de 3500 lx por una duraci6n similar . Las}lmoles de 02 consumí• 
das por unidad de tiempo fueron calculadas en base a la pen--
diente del trazo registrado en el graficador del polarigrafo y 

considerando que en ·1 ml. de agua a 30ºC se disuelven 235 nm -

de oxigeno (19). Las mezclas de los medios de reacci6n con 
los cloroplastos, fueron protegidas de la luz antes de ser il~ 
minadas. La actividad presentada en la obscuridad fue restada · 

a la obtenida en presencia de luz blanca. La composici6n del -
i, 
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mecio de reacci6n del ~S I es descrita en la secci6n de apér.d! 

ce. 

Cuantificación de clorofila. Se deterrnin6 por el método de Ar

nor. (5) lerendo a 645 y 663 nm para conocer la cantidad de clo 

rofila a y clorofila b. 

Cuantificación de iones. Los iones ca++ y ~'.g++ fueron cuantifi~ 

cados por absorci6n atómica mientras que el Na+ y el x+ por fl~ 

mometr1a (42) y los iones Cl- por la fo:nr.ación de cloruro ee 

plata (37) .Con el objeto de no considerar los iones que coffipu-

sieron tanto el medio de extracci6n como el de resuspensi6n, se 

realiz6 una muestra blanco con cada uno de ellos. 

Estad1stico . El estadístico aplicado fue una ANDEVA para exper! 

mentos factoriales (21) . 
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RESULTADOS. 

Actividad de fotosistemas. El efecto del NaCl en el reedic ¿e -

crecimiento sobre la velocidac de reducci6n del DCPIP en clo

roplastos aislados de la vaina vascular se cuestra en la figu

ra 7 . Se observa un patr6n de respuesta sill:ilar para cada ~ne 

de los grupos de plantas crecidas a diferentes concentraciones 

salinas, existiendo una disrninuci6n en la reducci6n del DCPIP 

a los 4, 10 y 14 d!as. Esta disminuci6n es particularmente sig_ 

nificativa (p<0.05) entre el grupo contro!. y los grupos crec.f. 

dos en 100 y 200 mM NaCl a los 4 y 10 días del desarrollo. El 

mayor efecto se encontr6 a los 4 d!as a 200 mM NaCl. La figura 

8 muestra la velocidad de consumo de o2 afectada por el ~aC l , 

en fragmentos de cloroplastos aislados de la vaina vascular. 

La actividad de FS I, al igual que la del FS II ,en este tipo -

de cloroplastos, es disminuída ar.te un stress salino, ~ere 

aqu! se vi6 afectada a cualquier concentraci6n· y- tiempo (p<,05) 

aunque tambi~n el mayor porcentaje de inhibici6n fue a 200 r.~ 

NaCl y a los 4 d!as de exposici6n a la sal. Sin embargo, la 
actividad ce este fotosisterea , a diferencia del anterior, sie~ 

pre es mayor en las plantas más desarrolladas. Las fi<;uras 9 y 

10 representan, respectivamente, el efecto del NaCl sobre la -

velocidad de reducci6n del DCPIP y el consumo de 02 ·en cloro

plastos del mes6filo. Se encontr6 que en plantas crecidas dura~ 

te 4, 10 y 14 días en un medio salino, el NaCl estimul6 dichas 

actividades: 200 mM para el FS II y SO, 100 y 200 mM para el -
FS I (p < O. OS) y, por otro lado, que no a;t ter6 la relac i6n "m~ 

yor actividad a mayor edad". Puede destacarse que mientras 

las actividades de ambos fotosistemas dismiauyen con la salin.f. 

dad en cloroplastos de la vaina, las actividades correspondie~ 

tes en cloroplastos del mes6filo se incrementan tambi~n con la 

salinidad. 

Cantidad de clorofilas. Con el objeto de encontrar una relaci6n 

entre actividad de fotosistemas y cantidad de clorofila a y 

clorofila b, ~otas fueron cuantificadas a partir de alícuotas 

tomadas de las muestras con que se midieron dichas actividades. 
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En las figuras li y 12 se puede observar que la cantidad 

de clorofila total en ambos tipos de cloroplastos ~ument6 por 

efecto del NaCl. En los cloroplastos de la vaina v•ecular las 

concentraciones de 50, 100 y 200 mM tuvieron efecto en el 4° 

d!a de crecimiento en tanto que Gnicamente 100 y 200 mM afec

taron en el 14ºd1a y 200 mM en el 10° (p< O .OS). En los clor2_ 

plastos del mes6filo a 50, 100 y 200 mM NaCl existen diferen

cias significativas en relaci6n al control en el 4ºd1a de cr~ 

cimiento y a 50 y 100 mM en el 14ºd!a (p<0.95). Por otra pa~ 

te, en este 6ltimo tipo de cloroplastos, la cantidad de clor2_ 

fila total aument6 en relaci6n al tiempo, pero la proporci6n 

de clo~ofila a/clorofila b no fue alterada significativamente 

(tabla I), ocurriendo lo contrario en los cloroplastos de la 

vaina vascular (figura 13). Es de remarcarse que, en general, 

el NaCl a una concentraci6n y un ti'IBÍnpo dado, increment6 más 

la cantidad de clorofila a que de clorofila b y que conforme 

la planta crece, los nivele5 de la primera aumentaron en tan

to que los de .la segunda 111~s bien .no v:aqaron (figuras 14 y 

15). 

Niveles i6nicos en cloroplastos. Las figuras 16 y 17 muestran 

los niveles de Na+, K+ y Mg++ encontrados en los cloroplastos 

de la vaina vascular y del mes6filo , respectivamente. 

En las plantas crecidas s6lo en Hoagland se observ6 que: 

no se encontraron variaciones significativas para el Na+ pero 

s! para el K+ en los dos tipos de cloroplastos en relaci6n al 

tiempo. El Mg++ tampoco present6 variaciones en los cloropla~ 

tos del mes6filo aunque s! en los ee la vaina vascular. 

Para las ~lantas crecidas en un medio salino se obtuvie

ron los siguientes resultados: el NaCl a conceotracior.es de -
100 y 200 mM produjo un incremento signiCicativo de iones Na+ 

tanto en los cloroplastos del mes6filo como en los de la vai

na vascular y a concentraciones de SO, 100 y 200 mM s6lo en -

~stos tiltimos se elevaren los niveles de Mg++, En cualquier -

caso, las cantidades del ca++ variaron de manera estadtstica

mente no significativa, entre 0.09 y 0.19 p.Eq/mg. clorofila. 

Los valores obtenidos para los niveles de c1- variaron de 

153 a 833 mEq/mg. clorofila, los cuales son demasiado altos y 
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-----·- --- · 

D!as de crecimiento 

NaCl ·---- . ----· ·--- --

(wM) 4 10 14 

o 0.92 + 0.02 0.92 + 0.01 l. o + 0.01 - - -

50 0.90 + 0.06 0.91 + O. Ofi 0.96 + 0.02 - - -

100 
0.82 + 0.17 O.Q4 + 0.03 1.-02 + 0.17 - - -

200 
0.80 + 0.07 0.86 + 0.03 l. 21 + 0.14 - - -

Tahla T. Proporción de cloro fila a/clorofila ben clo

roplastos del mes6filo de sor~o, crecido a diferentes 

concentraciones de NaCl.t.os valores están dados en µq 

clorofila /ml. 
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y se considera son inconsistentes con los reportados en la li

teratura, por lo cual no se presentan. La raz6n de esta discre 
pancia es explicada en la secci6n de discuci6n. 

Es importante señalar que dado que no se determin6 el vo

lumen de los cloroplastos, no se conocieron las concentracio-
nes a las cuales se encontrahan cada uno de los iones. 
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DISCUSION. 

Cambios asociados con el desarrollo de planta . Los resultados -
obtenidos en este trabajo muestran que existen cambios en las -

actividades de los fotosistemas y en las cantidades de clorofi
las (figuras 7-15), no s6lo dependientes de la concentraci6n 
del NaCl, sino tambi~n del tiempo. 

En los grupos control la actividad de FS II disminuy6 con 
el desarrollo de la planta en los cloroplastos de la vaina vas

cular, pero en cambio aument6 la del FS I . En los cloroplastos 

del mes6filo ambas actividades aumentaron . Existe informaci6n -
escasa referida al análisis de estos eventos en relaci6n al 
tiempo. Downtcn (1971), citado por Coombs(16) encontr6 que la -

deficiencia en actividad de FS II en varias plantas c-4, puede 

desarrollarse durante la ontogeni! de los cloroplastos de la 
vaina ~ sin embargo, es probable que este hallazgo pueda expli 
car parciaL~ente la disminuci6n aqui observada en los susodi~

chos cloroplastos, puesto que el desarrollo total de los mismos 
parece completarse en el orden de hasta 2 d!as como máximo bajo 

una intensidad luminosa ce 40,000- 50 , 000 lx (1,33), pero el so~ 
go creci6 a tan s6lo 2,400 lx. Otros investigadores han encon-
trado que (2,3,47) en plantas C- 4 de 14 d!as de edad, la activ! 

dad de FS II en cloroplastos de la vaina vascular representa 
entre el 15 y el 47% de la actividad existente en cloropl astos 
del mes6filo, dependiendo de la especie y de las condicicnes de 
ensayo. Aqu1, la actividad en e l primer tipo de cloroplastos -

fue cercana al 20\ en relaci6n al total hallado en el segundo -
tipo. Por otro lado, se ha reportado (2,47,55) actividad de FSI 
si~i lar para ambos tipos de cloroplastos en plantas E.M.-NADP , 
lo cual apoya la semejanza en actividad obtenida para las plan
tas crecidas sin KaCl. El incremento en la cantidad de clorofi

la a y ce K+, puede explicar el aumento en actividad de FS I en 
cloroplastos de la vaina vascular, ~ientras que la disminuci6n 
de la actividad del FS II serta explicada pcr la di sninuci6n en 

la cantidad de clorofila b durante el desarro l lo de las plantas. 

Se ccnsidera que la clorofila a casi no estaba dis:-or.ible al 
FS II, ya que el aumento del Mg++ habr!a incrementado la activi 
dad c e dicho fotosisteraa, por inhibici6n de la tran~ ferencia de 
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energía de excitaci6n de las clorofilas a¡¡ a las ªr (42). Ade
más Ande.rson ·et ·a1 { 4) y Boardman (.9) , reportaron respecti vamen

te, proporciones de clorofila a/clorofila b de 6.0 y 4.0 para -
FS I y de 1.7 y 2.0 para FS II. En los cloroplastos del mes6fi

lo el aumento de clorofila total puede explicar el incremento -
observado para ambos fotosisternas. El aumento de K+ probablerne~ 
te también contribuy6 en la actividad del FS I. El que el Na+ y 
el ca++ no se hayan modificado en relaci6n al tiempo, no signi

fica que no se requiri6 de ellos. 

Cambios asociados con el medio· salino de crecimiento.El NaCl no 

modific6 los patrones de respuesta de actividad de fotosistemas 
así como tampoco de clorofilas, pero s! origin6 alteraciones a 
un tierepo dado, generalmente a concentraciones de 100· y 20 0 mM. 
Ya que se sabe que,por una parte, el único paso dentro de l a 
v1a biosintética de la clorofila que requiere iones es lp conve~ 
si6n de protoporfirina IX monometil éster , participando única-
mente el i6n Mg++ y que, por otra parte, la regulaci6n de la 

v1'.a ir.volucra otro tipo de factores diferentes a los iones (23 ) 
se pier.sa que probablemente el aumente del i6n t-:g++ en los clo

roplastos de la vaina vascular de plantas crecidas en presencia 
de NaCl, justificaría el correspondiente aumento en la cantidad 
de clorofila total; sin embargo , parece que no s6lo la variaci6n 
en la cantidad de Mg++ induje cambios en la cantidad de la mis

rr.a, ya que en los cloroplastos del mes6filo ésta se ir,crement6 
pero ~o el Mg++ . . se encoritr6 esto ~isrno durante el desarrollo -
de las plantas a cualquier concentraci6n de NaCl, ya que el ni
vel de la clorofila total aUll'ent6 en cloroplastcs del mes6filo 

(aunque s6lo en el 4ºd1a) y !"!O en los de la vaina vascular y el 
valor del Mq++ se elev6 en los segundos y no en los prirr.eros. 
rs pre-bable que este aur..ento del Me;++ estuvo en relación tanto 
con la activi.C.ad de la RuBPC-asa corr.o con e l aumento de clorof±_ 
la detidc a que, por ur. lado, se requiere~ concentraciones cer
car.as a 20 mM de ~g++ para activar esta enzima (36)y, ror otro 
lado, se incrementó ~!s la cantidad de clorofila total en c loro 

plastes de la vaina vascular que en les del rres6filc. 
Los aumentos de clorofila contrastan con estudios previos 
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l33 1 40 1 51}. En ellos la cantidad de clorofila es reportada en -

relación al peso fresco de la planta entera o de la hoja, el 

cual encontraron que aumentaba; no obstante, lo mejor ser1a c~ 
nocer la cantidad de tal pigmento en relación a algún paráme-
tro del cloroplasto mismo, ya que es en él donde se encuentra 

(p. ej. su contenido de agua). Gross y Phrasse (27) detectaron 
cambios en la estructura de los grana por efecto de iones pero 

ningún cambio en su volumen. 

En relación al incremento en actividad de FS II en cloro

plastos del mes6filo, es posible que se deba al aumento en ca~ 
tidad de clorofila total encontrado en ellos, aunque también ~ 

el Na+ pudo haber contribuido a la respuesta incrementada de -
dicho fotosisterna, ya que se ha propuesto (47}que bajo ciertas 
condiciones facilita la transferencia de energ!a de excitaci6n 

de las clorofilas ªI a las ªII· Es dif!cil establecer con pre 
cisión la causa del aumento observado en la actividad de FS I 
en estos cloroplastos; aunque las variaciones del Na+ hayan s.!_ 
do significativas , no se puede asegurar qué i6n fue el respo
sable de tales respuestas, pues el K+ pudo estar involucrado -
aun sin variar sus conc en traciones. Los aumentos en la canti-

dad de clorofila total también pudieron contribuir en la res-

~uesta de este fotosistema. Aun cuando en el análisis de los -
grupos control se establec i 6 que l a actividad de FS II en clo
roplastos de la vaina no aumentaba con el tiempo debido a una 

disminución en la cantidad de clorofila b y poca disponibili~
dad de clorofila a, era de esperarse que en los grupos experi
mentales s! aumentara ya que ambas clorofilas aumentaron sus -
niveles, lo que har!a suponer que estuviera as! más disponible 
la clorofila a; además los niveles de Mg++ también aumentaron. 
Sin embargo, ocurri6 lo contrario por lo que se piensa ~ue la 
baja actividad de FS II asociada a estos cloroplastos en plan

tas E.M.-NADP radica en otros componentes diferentes a las cl2 
rofilas a y b. No es claro porqué la actividad de FS I discin~ 
y6 en cloroplastos de la vaina vascular , no obstante el incre 
~ente en ambas clorofilas y i6n Na+. 

Es pertinente ser.alar que es dif!cil que las respuestas 

obtenidas de las actividades de los fotosistemas se hayan debi 
do a un efecto osmótico . Wignarajah (56) encontr6 que tar.to -
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en ~· tripolium como en~. sativum el manitol no inhibi6 la as 
tividad de FS II aun a concentraciones de 800 mM. E~ cambio, a 

esta misma concentraci6n, increment6 en un 50\ la del FS I 
cuando se cvmpar6 con O mM. En el presente trabajo tambi~n se 

obtuvo un incremento similar en plantas de 14 d!as de crecidas 
en 200 mM NaCl; sin embargo, las actividades espec!ficas fue-
ron mucho mayores. 

Aunque el nivel de ca++ permaneci6 inalterado a cualquier 
concentraci6n de NaCl, pudo estar involucrado con el movimiento 

de H+ lo mismo que con la transferencia de energ!a de las clor2_ 
filas a¡¡ a las a¡. Es muy sorprendente el hecho de que se ha-
yan obtenido valores tan altos para los niveles de c1- (153 a -

188 mEq/mg. clorofila), sobre todo si se considera que en la 
planta tolerante Limonium vulgare, uno de los organismos que ma 
yor cantidad de tal ani6n acumula en sus cloroplastos (39), se 
detectaron valores alrededor de O.OS mEq/mg. clorofila y que la 

membrana de cloroplastos tiene una alta permeabilidad al c1-
(32). Tales resultados se explican en relaci6n al procedimiento 
utilizado para la cuant1ficaci6n de estos aniones: en muestras 
de gru¡:os ccntrol y experimentales, el volumen ce.!. titulante 

gastaco fue del orden de rnl. habi~ndose calculado que s6lo al!

cuotas del orden ce ~l o menos habr!an sido suficientes para 
obtener valores ccmparabl es a los previareente reportados, de 
ah! que los valores hayan sido tan elevados y que se pueda de-

cir menos de estos iones en relaci6n a la actividad ¿e fctosis
te~as. Es evidente que no se puede ha=er un an~lisis respe=to a 

si los ~on~s cuantificados en este trabajo cum~len con mantener 
una diferencia de cargas m!nima entre ambos lados de la mell'bra
na del tilacoide debido a que, por un lado, el contenido estro
ma! y la r.iembrana de los cloroplastos de la vaina \·ascular se -
¡:erdieron en el m~todo de aislamiento y a que, por ctro, cierta 

p~rdida de iones de los cloroplastos puede ccurrir durante su -
aislamiento, como ya se mencion6 (51 ,52), de manera que no se -
puede conocer la cantidad total que se er.contraba en cada tipc 
de cloroplasto as! como tampoco su distribuci6n entre estroma -
y espacio intrat ilacoidal. 

El conjunto de datos, en su totalidad, puede llevarr.os a -
establecer el siguiente cambio metab6lico que ocurrir!a er. ~la~ 
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tas E.M. -NADP luego de ser sometidas a un stress salino . 

Dado que hubo disminuc16n de actividad de FS II y FS I en -
cloroplastos de la vaina vascular , prácticamente todo el PGA fo~ 

mado por carboxilaci6n de la RuBP ser1a trasladado a los cloro~ 

plastes del mes6fil o en donde los altos n i vel es tanto de ATP co

mo de NADPH, formados por las actividades i ncrementadas de los -
fotosistemas , l o reducir1an. As1 , de estos c l oroplastos las nue

vas mol~culas de G3P se transportar!an a los c l oropla stos de l a 

vaina pa.ra sintetizar almid6n. Tambi~n podr!a ser que, parte del 

total de las mol~culas de DPGA, regresaran a los cloropl astos ya 

que el NADPH lo proporcionar!a la malato deshi drogenasa depen--

diente de NADP. La figura de abajo ilustra l o anterior. 

Célula de la 
r 

ATP 

Cloroplasto 

NADP (H) 
síntesi 

Piruvato CO? + RuBP --+2 Malato ......,._..+.+ .::o ___ _ __ .. -

NAÓP KÍDP H _ _ -~ NADPH + DPG.\ ~ NADP 
+ Pi 

:1alato 

~alato DPG A G3P Célula 
del me sófil ;¡,,-..:r~~~~~~~~~~~+-~~~~~~~~-1--~~~~-....1 

Ma lato 

FS II 
--+AH 

A DP+DP<TA~ATf+P ;:.. 

DPGA+llAePR~ :\AD?+Pi+G3. e .1>.·rp F!...!... A~"!P!"' ______ ., lf~D•CMl 

Figura 17. Reacciones parciales de la fotosíntesis C- 4 er. plantas 

E.M. - N.11.DP crecidas en un r..edio salino. Las l ! neas y letras delga ... . 

das representan, respectivamente , actividades y cantidades bajas¡ 

las gruesas representan actividades y cantidades altas . Esto está 

referido 6~icamente a las actividades fotoqu!micas y sus productos. 
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CONCLUSIONES. 

l. El crecimiento del sorgo a intensidades luminosas tan bajas 

como 2400 lx , parece provocar un retraso en el tiempo re-
querido para la formación de las unidades fotosint~ticas 

completas. 

2 . Durante esta fase de retraso se elevan las cantidades de clo 

rofila a y clorofila b en cloroplastos del mes6filo, mien-
tras que en los de la vaina vascular s6lo suben las de la -

clorofi la a y no se alteran l&s de la clorofila b, aunque -
la clorofila total se eleva. Asociados a estos cambios tam
bi~n ocurren otros que, en conjunto con los anteriores, es
tán relacionados con el desarrollo de la planta . Estos cam

bios son: incrementos en actividad de FS I y fotosistema II 
en cloroplastos del mes6f ilc y aumento en FS I en cloropla~ 
tos de la vaina vascular pero disminuci6n en FS II . 

3. Ar.te un stress salino, se incre~entan los niveles de Na+ y 

Mg++ en los cloroplastos de la vaina vascular en 10s cuales 

la clorofila a au1r.enta si;s niveles más que la clorofila b. 
En los cloroplastos del mes6filo, s6lo se eleva el nivel de 
Na+ y los niveles de amba s clorofilas se incrementan por 

igual. Es probable que, de los iones cuantificados, s6lo el 
M~++ origine el aumento de clorofilas . 

4. La disminución en actividad de FS I.f e.~ cloroplas tos de la -
vaina vascular, parece no estar relacionada ni con la 'cloro
fila a ni con la clorofila b . , , 

,, . 
S. Es posible que ante condiciones de salinidad, los cloroplas

tos del mes6filo de una planta E.M.-NADP lleven a cabo la 
mayor parte de la fase reductiva de la fotos!ntesis as! como 

la fase generativa de los poderes reductores de la misma . 
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APENDICE. 

Medio de extracci6n de cloroplastos. 

Manitol 0.33 . M 

HEPES-I<+ 30.00. mM pH 7.4 

EDTA 1.00 mM 

MgCl2 l. 00 mM 

Medio de resuspensi6n de cloroplastos. 

Manitol 0.33 M 

KH2P0 4 0.01 M pH 7 . 0 

MgCl2 l. 00 mM 

BS/>. o. so % 

Medio de reacci6n para FS I. 

HEPES-K+ 50 . 0(1 r.o.M pH 7.6 

Manitol l. 33 !< 
MgCl2 1.00 mM 

MnCl2 1.00 m.M 

EDTI-. 1.00 rnM 

KH2P04 2 .00 mM 

MnCl2 
Mercaptoetanol 

BSA 

PVP insoluble 

As corbato 

DCPIP 

1.00 

s.oo 
o.so 
2.00 

1.00 

0 .10 

0 .20 

0.38 

s.oo 

mM 

mM 

% 

% 

~ 

mM 

rnM 

mM 

rnM 

El volU1T1en final utilizado de este medio para la r..edici6n de acti 

vidad de FS I fue 1.30 ml. 
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