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ABREVIATURAS.

TP 2derosin-5-trifosfato.

BS? Albfimira de suerc “e boviro.

C3 Comruesto orgfnico ie 3 zarbtonos.

Cy “omouesto orgdnico ‘e 4 cartoncs.

DCMU 3-(3,4-diclorof2nil)~-1,1-diretilurea.

DCPIP 2,6=-diclorofenolindoferol.

DPGA 1,3-difosfoglicerato.

EDTA Etilendinitrotetracetato disbdico.

G-3-P Gliceraldehfdo-3-fosfato.

HEPES Acido N-2-hidroexietil -iperazina-N-2
etanosulfénico.

MV Metil violbgeno.

NADP (H) Nicotinarida adenfn dinucleb6tido fos-
fato (forma reducida).

DAA Nxalacetato.

PEP Fosfoerolrir:vato.

PGA 3-fosfoglicerate.

byr Piruvatr.

PVP Pelivinilpolirirrolidora.

PuBP Ribulosa-1,5-bifosfato.

RuBPC-asa Ribulosa-1,5-bifosfato cartoxilasa.
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INTRODUCCION.

A partir de los estudios de Brownell (12,13), se ha podido
destacar que el requerimiento del sodio como un micronutriente,
estd confinado casi exclusivamente a especies capaces de llevar
a cabo la fotosfntesis por la via C-4. También se sabe que, den
tro del grupo de las plantas C-4, varias est&n adaptadas a me--
dios salinos o bien son de origen haléfito y que, en cambio o-
tras, no presentan tolerancia a altas salinidades (26,50). Sin
embargo, las bases bioguimicas para el requeriniento del Nat en
estas plantas no es claro hasta la fecha. lo

Por otro lado, cuando las plantas en general 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 algfin "sitio" dentro de sus cé&lulas.

Una de 1ls hipbtesis que existen al respecto, postula como
posible compartamentalizador a los cloroplastos, teniendo como
base los resultados obtenidos en estudios realizados tanto con
plantas haléfitas como con glicéfitas (7, 52,56); no obstante ,
el nlimero de trabajos es escaso y las conclusiones incompletas,
por lo que mis estudios deben llevarse a cabo.



REVISION DE LITERATURA.

Fotosintesis en plantas C-4.

Diferentes vias fotosintéticas. Hasta el afio de 1966 se tenfa el
conocimiento de que la vfa por la cual el dibxidc de carbono es
fijado e incorporado en azficares, era la llamada "Ciclo de Cal--
vin" © "Ciclo de Reduccidn del Carbono Fotosint&tico" (CRCF) y a
las plantas que la poseian se les llam6 plantas C-3. Sin embargo,

poco después ciertos estudios resultaron en la formulacifén de
una nueva via de fijacibdn, la via C-4 (28,29) conociéndose con =
ello a las denominadas plantas C-4, en las cuales el CO; es pri-
meramente incorporadoc en un &cido de cuatro carbones y subsecuen
temente transferido al C; del 3-fosfoglicerato,como en la prime-
ra via. La relacibn entre ambas vias fotosint&ticas en este flti

mo tipo de plantas se muestra a continuacibn:
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Figura 1. Relacibn entre el ciclo CRCF
y el ciclo C-4 en plantas C-4.

Existe otro tipo de plantas, las cuales fijan el CO, de ma-
nera semejante a la via C-4 durante la noche e incrementan alta-
mente la cantidad de &cido mélico, disminuyé&ndolo durante el dfa
en donde pricticamente no hay obtencién de CO, pero se sinteti--
zan carbohidratos; a esta forma de fijacién se le ha llamadc "Me
tabolismo Acido Crasuldceo”,

Fijacién del CO;. Dado que varias plantas de importancia agrico-
la pertenecen al grupo de las denominadas plantas C-4 (29), la -
via de 4 carbonos ha adquirido un gran inter&s para la investiga
cibén en las diversas ramas del conocimiento.
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La fotosfntesis C-4 consiste de tres pascs rrincipales: a)
carbeoxilacibn para dar £cides cde 4.carbcnos en las células del
meséfilo, b) descarboxilacién del &cido de 4 carbonos en las -
cé&lulas de la vaina vascular y doracién de CO, y c) £fijacibn a
través cel ciclo CRCF, existiendo diferencias en los patrones -
de descarboxilacibfn en diferentes especies. En el ciclo CRCF la .
fase regenerativa y la fase de descarboxilacién estén localiza—"r—_
das en las cé&lulas Kranz, mientras cue la fase reductiva se en-
cuertra en ambos tipcs celulares (23).

Znatomis de la hoja. lLas plantas C-4 presentan una anatomia lla-

mada "Kranz", cuva caracteristica distinpntiva es un arregle ra--
dial del paré&nquima alrededor del haz vascular y cuyo tipc m&s -
comfin consiste de una capa de cé&lulas rodeardo al haz vascular -
(células de la vaina del haz vascular), las que & su vez se en--
cuentran rodeadas por una sola capa de otro tipo de células, las
cel mes&filo. Las cé&lulas de la vaina tienden a ser cilindricas,
grandes, de pared gruesa y a no presentar espacios intercelula--
res entre ellas, a diferencia de las del mes6filo que son célu--
las pequenas y si presentan dichos espacios. En general existe -
un menor nfimero de células de la vainz que del meséfilo (38). La

figura 2 muestra la anatomfa Kranz.

Figura 2. Anatomfa de la hoja de plantas C~4. Mes8filo (M}; Vai-
na vascular (BS); Tejidc vascular (V).

Tipos de plantas C-4. Existen tres subgrupos basados en las dife

rencias de los mecanismos descarboxilantes que actfian sobre los
&cidos de 4 carbonos, formados en las cé&lulas del mes8filo (30).

Tipo Enzima M&lica-NADP. En este subgrupo de especies C-4, el ma
lato es formado en las cé&lulas del mesbfilo y transportado ha-




cia las células de la vaina vascular er cuyos cloroplastos es
descarboxilado por una enzima m&lica dependiente de NACP (E.M.-
NADF). En esta reaccién se crea ur poder reductor (NADPH); el
CC» gue también es formado , se utiliza en el CRCF en tanto -~
gue el piruvato regresa a las células del mesb6filo para regene
rar fosfoerolpiruvato. Lo anterior se ilustra en la siguiente

figura.
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Figura 3. Reacciones de la fotosintesis C-4 en las -

Célula del
mestfilo

células de la vaina vascular y c&lulas del meséfilo
en plantas del tipo E.M.-NADP.

A este tipc pertenecen entre otras, las siguientes espe-- J//I
cies, Zea mays, Sorghum bicolor, Saccharum officinarum y Digi-

taria sanguinalis.

Tipo Enzima M8lica-NAD. Este sistema descarboxilante est& ce--
racterizado por el paso del aspartato de las c&lulas del mes&-
filo a las mitocondrias de las c&lulas de la vaina, en donde -

se convierte en oxalacetato, luego en malato y &ste es descar-
boxilado por una enzima m&lica dependiente de NAD (E.M.-NAD).
El CO2 pasa de la mitocondria al cloroplasto y el piruvato sa-
le de ella al citoplasma y regresa al mes6filo en forma de ala
nina. Esto se muestra en la figura 4.
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Figura 4. Reacciones de la fotosIntesis C-4 en las -
c&lulas de la vaina vascular y c&lulas del mes&6filo
en plantas del tipo E.M.-NAD.

Panicum miliaceum, Portulaca oleracea, Amaranthus retro--

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

Tipo Fosfoenolpiruvatocarboxicinasa. Como las plantas del tipo
anterior, &stas tambi&n poseen una aspartato aminotransferasa
en las células de la vaina, aunque localizada en citoplasma y -
no en mitocondria. Adem&s, el oxalacetato es directamente descar
boxilado por la fosfoenolpiruvatocarboxicinasa (PEPCK) a expen-
sas de ATP y el COp difunde al cloroplasto. Aqui también es la
alanina quien sale de las cé&lulas para regenerar PEP en la vai-

na, como se aprecia en la figura 5.
Algunas de las especies de este tipo de plantas son: Pani-
cum maximum, Chloris gayana y Sporobolus Fimbriatus.

Cloroplastos y clorofila en plantas C-4. Una de las caracteris-
ticas de las plantas C-4 es que presentan dimorfismo. Este pue-
de estar referido al tamafno, siendo los de las cé&lulas Kranz -
m&s grandes que los del mes&6filo, o bien al desarrollo de sus -

grana -estructural- (cloroplastos granales y coroplastos agrana
les). Se ha encontrado que en los casos en que no existe un di-
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morfismo de tamafio, existe un dimorfismo estructural muy prc--
nunciado y viceversa. Como guiera que sea, tipicamente los clo
roplastos de las células de la vaina han sidoc consideradecs co-
mo el sitio primarioc de almacenamiento de almidér, aungue er. -
algunos casos ambos tipos de cloroplastos lo almacenan (38).

Dada la composicibn de sus tilacoides asf{ como de sus pig
mentos asociados, las plantas del tipo E.M.-NADF han recibicc
especial atencibn dentro de las plantas C-4. Sus caracteristi-
cas principales son: una reduccibn en el gradc de desarrollo -
¢e sus grana en los cloroplastos de las células de la vaina -
vascular; una alta proporcibn de clorofila a/clorofila b en -
las mismas,aproximadamente 6.0 (en las del mes6filo es cercana
a 3.5) asf como cantidades pequeinas del complejo IV, complejc
relacionado con el centro de reaccidn del fotosistema II ( 8,
24, 31).
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Figura 5. Reacciones de la fotosintesis C-4 en las -
células de la vaina vascular y c&lulas del mes&filo
en plantas del tipo PEPCK.

Modulacibén de la respuesta de fotosistema I y fotosistema II

por iones y clorofila.

Es sabido que cuando las plantas son expuestas a la luz ,
un nfimero de reacciones fotoquimicas ocurre dentro del cloro-
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plastc. Los quanta de luz excitan a moléculas de clorcfila las -
cuales transfieren la energfa de dichos quanta hacia el centro =
de reaccibén del fotcosistema I (FS I) llamacdo P700 y al centro
de reaccibn del fotosistema II (FS II), denominado P680. E1 P68O
reduce a un aceptor primario de electrones, &ste a un segundo Yy
asi sucesivamente hasta llegar al P700, el cual tambi&n reduce a
otros aceptores (41).

Las moléculas que atrapan la luz y son excitadas, son molé-
culas de clorofila a y clorofila b, las cuales est&n asociadas
con proteiras, formando un complejo denominado: "complejo cloro-
fila-protefna atrapador de luz" (CPAL). Por otro lado, al menos

el centro de reaccidén 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, ademfs de las caracteristicas
mencionadas anteriormente, una disminucién en la cantidad de los
péptidos 23KD y 25 KD y por tanto de CPAL (para la formacibr de
CPAL se requieren tales péptidos asf como clorofila b), con una
baja actividad de FS II. Se ha intentado correlacionar tales ca-
racteristicas con esta baja actividad fotosintética aunque se ha
senalado que organismos carentes de CPAL presentan actividades -
ncrmales 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 modulacifn de dicho fotosistema por la clorofila
b debido a que, por un lado, no se tiene afin la certeza del tipo
de clorofilas involucradas en el centro de reaccibn 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-Emerson" (48),
(aceleracibn de la produccibn de 03 por la iluminacifén complemen-—
taria de luz de un fotosistema al otro) asf como el estudio de la
produccién de fluorescencia por la clorofila a despufs de ilumi--
nar muestras de cloroplastos o células 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 est8 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, 1z gue es preferencialmente absorbida pcr el -
FS ITI (55). Sin embargc, en el estadoc 1 una mayor cantidad de
excitacibn se encuentra éispcnible al sistema de pigmentes II
y una menor al sistema de pigmentos I, er relacibn al estadc 2
(46) . Este hecho aunado a las observaciones de que existen cam
bios entre ambos estados (14), mediados por la transferencia -
de energia de excitacibn por las cleorofilas antena f{ar y arg)
de un fotosistema a otro, han resultado en la postulaciér de
un mecanismc de control de distribucién de quanta a lcs dos -
fotosistemas y asi optimizar la veleccidad de flujo de electro-
nes cuandc exista un desbalance entre agquéllos.

El papel de los iones en la fotosintesis puede relacicrar
se con las reaccionres anteriores, pues se sabe que concentracio
nes relativamente bajas (del orden de 0.5 a 7.0 mM) de sales -
de caticnes divalentes tales como el MgClpy, CaCl,, SrCly, BaCl:
Y MnCl,; disminuyen la transferencia de energfa de excitaciérn -
de las clorofilas ayy a las ay, aumentan la existente entre u-
nidades de FS II y disminuyen la de las unidades de FS I corn -
el consecuente incremento en la actividad del primero y decre-
mentc en la actividad del segundo; concentraciones también kba-
jas (3 mM) de sales de cationes monovalentes (KaCl y KCl), pro
mueven dicha transferencia de energfa de las clcrofilas aj; a
las ar en tanto que a concentraciones de 100 mM con LiCl, NaCl,
RCl, RbCl y CsCl se inhibe (11,44,45,47).

La regulacibn de la actividad de FS I y FS II por iones =
puede también 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 HY es acompana-
do por el influjo de iones Cl™, aungue en una proporcibn de -
C1~/H* cercana a 2.0. El resto de movimientos ibnicos para al-
canzar la electroneutralidad puede estar dada por los iones -
K*, ca*tt o Mgt+. El Mg++ exhibe un flujo desde el interior ha-
cia el exterior del tilacoide si se encuentra en la misma pro-
porcién que el K+, pero si &sta es menor, entonces el Kt sale
hacia el estroma. Asimismo, si los cloroplastos se encuentran
en un meédio con predominancia de Ca*t en vez de Mgtt, entonces
la velocidad de eflujo del primero seri mayor que la del se--
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gundo. Ce lo antericr se desprende que las variaciones en las
concentraciones de estos iones pueden alterar el paso de elec |
trones en los fotosistemas (35). Finalmente, se sabe gue tan-

to el C1™ como el Mn*t incrementan la velocidad de fotooxida-- /

2

cifn del agua a concentraciones mayores de 5 mM (20).

Efectos_de la salinidad sobre algunos_aspectos de la fotosin-
\

tesis.

Contenido de clorofila y iones. Realmente es escasa la informa

cién disponible respecto al efecto que causa el stress salino

en las plantas,sobre el contenido de clorofila y iones er clo-
roplastos. Existen reportes en los que se ha sefialado: 1l)un -
incremento en la proporcibn de clorofila a/clorofila b en Fani
cum antidotale (54), 2) una disminucién en la cantidad de clc-
rofila total/g. de tejido fresco en Parthenium hystercphorus -
cuando se crecib a 350 mM NaCl (33) y ningfin cambio en los man
gles Avicenia germinans y A. marina (40). En Spinacea olera--
cea (51) no hay cambio en la proporcifn de clorofila a/clorofi
la b, pero sf una disminucién en la cantidad de clorofila to--
tal/area foliar cuando el medio de crecimiento se llev6 hasta

una concentracién de 500 y 200 mM NaCl, respectivamente. o

En cuanto al contenido ce iones se encontrd que una concen.

tracién de 200 mM NaCl en el medio de crecimiento, modificé los. ~

niveles de los siguientes iones en cloroplastos de espinaca: la
concentracibn de K* disminuyd de 195 a 109 mM, mientras que la

de Na* subib 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 mM de
los iones Nat y Cl-, respectivamente, en toda la hoja. En el -
limén, en cambio, una concentracién de 100 mM NaCl en el medio

de incubacidn de segmentos de hoja, produjo una elevacidn de -
Nat de hasta 500 mM y de C1~ de hasta 700 mM en sus cloroplas--
tos (39). No obstante, cabe sefialar que el limén tolera mayores
concentraciones salinas que la espinaca.

Actividad de fotosistemas I y II.-En base al postulado de que -
los cambios en los niveles catibnicos en los cloroplastos regu-
lan la transicifn Estado 1-Estado 2, varios investigadores han
enfocado sus estudios a los efectos observados, por cambios in-
ducidos por cationes, en la eficiencia culntica de las reaccio-
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nes de transferencia ce electrones mecdiadas por FS I y FS II. .-
El trabajo de Robinson et al (51), es el Grnico reportado -
en el que se analizb tantc la actividad de fotosistemas como -
contenido iénico en cloroplastos, a partir de las mismas mues--
tras de estos organelos. En este estudic ellos utilizarcn espi-
nacas crecidas en una solucidn nutritiva con y sin NaCl 20C mM.
Encontraron que, en los dos casos, la actividad de FS I y FS II
fue casi la misma y que las concentraciores de iones variaror -
de la manera anteriormente sefialada (52); sin embargo, no pudie
ron relacionar ambos hallazgos. Baker (6), por su parte, también
trabajé con cloroplastos de espinaca y estudié los efectos in -
vitro del NaCl, KCl y MgCly sobre la actividad de FS II. Encon-
trd que concentraciones de 50-400 mM NaCl estimularon el trans=
porte de electrones y que concentraciones mayores irhikiercn, -
obteniendo resultados similares con KCl. Utilizando el MgCl,, -
un pequefio incremento er la velocidad de reduccibn del ferricia
nuro fue observado a concentraciones de 25 mM, mientras que a -
partir de 50 mM y hasta 200 mM, se obtuvo una inhibicidn.

/Per otro lado, Marilyn et al (46) trabajaron con Cucurbita
sativus (una planta sensible a la salinidad) y con A. germinans
A. marina y Beta vulgaris (plantas no sensibles) y reportarorn -
una disminucién de aproximadamente el 30% para FS I en relacién
al control, cuando la concentracién de NaCl en el medio de cre-
cimiento varib de 0-500 mM. En. cambio, a estas mismas concen—-
traciones, no hubo efectos sustanciales en el FS II. No existie
ron diferencias notables entre las plantas sensibles y las nc -
sensibles. También, utilizando una planta tolerante a la salini
dad (Aster tripolium), Wignarajah (56) encontrb respuestas dife
rentes a las de Marilyn. La respuesta de FS I a diferentes ccn-
centraciones de sales in vitro, fue afectada por la salinidad -
del medio de crecimiento. Concentraciones de 50-700 mM NaCl vy
de 25-300 mM MgCl,, produjeron una inhibicién de 40% en FS I en
plantas crecidas a 345 mM NaClmientras que en aquellES que cre-
cieron a 0, 86 y 172 mM se encontrd una estimulacién. 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 relacién inversa a la concentracién -
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del NaCl en el medio de crecimiento (120% de activacién para €
y 86 mM y 90% para 172 y 345 mM). En este mismo estudic se ana-
1iz5 la respuesta de clororlastos a cambios salinos in vi‘rc ern
Pisur sativum, una planta glic6fita. El patrbén de cambic en la
actividad de FS I ante concentraciones salinas crecientes, fue
similar para las tres sales, aungue el grado de efecto generado
fue dependiente del catibn presente en la sal: el NaCl estimulé
desde 50 hasta 600 mM y el KCl y el MgC12 estimularon desée :=C
mM e inhibieron a concentraciones de 400 y 100 mM, respectiva--
mente.

En cuanto a la actividad de FS II, se encontraron resul:ca-
dos similares tanto para la haléfita como para la glicbéfita. &
concentraciones de 25-100 mM todas las sales provocarcon la ma=—
yor estimulacidn, pero se requirieron de diferentes concentra--
ciones de cada una de ellas para lograr la inhibicién en ambcs
tipos de ?lantas.f o covad

Finalmerite, existe un reporte (18)que, tomando en cuenta -
el papel de los anicnes en los procesos primarios de la fotcsin
tesis, evalud la respuesta de FS I y FS II de clcroplastos de -
A. marina ante la adicibn in vitro de diferentes sales gque le -
permitieron asegurar al Cl~ como el finico anibn modificadocr ce
dichas respuestas. En este estudioc la cantidad de O, desprenci-
da fue mixima a una concentracifn de 500 mM NaCl y tal desprern-
dimiento fue précticamente nulo cuando no se afadib NaCl, a me-
nos que los cloroplastos hubiesen sido extrafidos en presencia -
de 500 mM NaCl. Aun cuando la actividad de FS II tambiér se in-
crement® con la adicién de NaCl, el grado de aumento fue consi-

derablemente menor que para el FS I.]

—~)
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CBCETIVCS.

En vista de la falta de inforracién y claricac er lcs pa
trcnes de respuesta del clecroplasto ante un stress salirc, el
presente trabajo tuvo como objetivo general el siguiente:

Determinar si durante el crecimientc del sorgo some-
tido a diferentes concentraciones de NaCl, existe rgc
dulacién de la actividad fotosintética por clorofila
a y clorofila b,

para lo cual los siguientes objetivos particulares debieron -
ser cubiertocs:

a) Medicién de las actividades de los fotosistemas -
T y IT;

b) Cuantificacién de clorofila a y clorofila b.

c) Cuantificacién de los siguientes iones en cloro--
plastos: Na*, x*, Mg*t, catt y c1-.

Cada evaluacifn se realizé a diferentes tiempos de exposicién
a distintas concentracicnes de NaCl.

12



MATERIAL Y METCDOS.

Material vegetal. Se germinaron aproximadamente 2900 semillas -
de sorgo (serie RB 3030) por cada unc de ocho soportes de 20 X
20 cm. de malla de nylon en una c8mara con goteo continuo de a-
gua. Se dejaron en la obscuridad durarte dos dfas al cabo de -
los cuales la radficula se introdujo por los poros de la malla ,
traslad&ndose después a charolas para formar cuatro grupos de -
dos muestras cada uno. Todas las charclas contuvieron 2.5 li---
tros de solucién Hoagland (22) y una de las siguientes concen--
tracicnes de MaCl: 0, 50, 100 y 200 mM. Los cultivos se desarro
llaron bajo burbujeo continuo de las solucicnes, cuyc volumen -

final fue completado con agua destilada cada vez que fue necesa
rio. Se mantuve un fotoperiodo de 12 X 12 horas con una tempera
tura durante el dfa de 28 + 2°C y por la noche de 23 + 2°C; la
humedad relativa fue de 45% y la intensidad luminosa de 2400 1x.
La toma de muestras de cada grupo para los diferentes ensayos -
se hizo a los 4, 10 y 14 dfas de exposicibdn al NaCl. Cabe sena-
lar que el sorgo ha sido clasificado como una planta de toleran
cia media a la salinidad (53), pudiendc elevar por tantoc sus ni

veles ifnicos en cloroplastc.

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 peguehios

Homogeneizar en licuadora por 5 segundos con 30 ml. -
de medio de extraccibn

Filtrar en ocho capas de gasa

Residuo: homd%eneizar por 2
minutos en licuadora con 30 ml

del medio de extraccibn.

v
Filtrado: centrifugar a
2000 x g por 10 minutos

Pastilla: resuspender en . " .
1 i apas de gas
medio de resuspensibn - Filtrar en \[ o g

(cloroplastos del mesSfi

lo).
(continfia) 13



5

Filtrado: centrifuger & =
20 000 x ¢ per 10 minutos .

Pastilla: resuspender en me
dio de resuspensibn (frag--
mentos de cloroplastos de -
la vaina vascular).

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

Actividad de Fotosistemas. La actividad del FS II fue cdeterrie
nada en base a la reduccibn del diclorofenolindofenol (22) a -
592 nm. El medio de reaccibn consistib de: buffer KH,PO4 0.019
M pH 7.6, DCPIP 35.7 mM y NE,Cl 5.0 mM, en un volumen firal cde
5.25 ml. Después de verificar que con sb6lo el medioc de reac---

cidn'nro hubo cambios en los valores de absorbancia, se afiadie=
ron 15 ug de clorofila y hasta despuds de 30 segundos se ilu-
mind la mezcla con una intensidad de 3500 1x. las lecturas fue
ron tomadas cada 30 segundos durante 3 minutos. Las pmoles de
DCPIP utilizacdas fueron obtenidas por interpolacibén de los va-
lores de absorbancia en una curva patrén de este mismo oxidan-
te de Hill.

La actividad del FS I fue determinada en base al consumo
de oxigeno por medio de un electrodo de Clark (17). Es impor--
tante sefialar que el consumo de oxigeno mide la actividad de -
este fotosistema debide a que el metil violSgenc reduce al oxI
geno y &ste forma Hp0p, disminuyendo asi la concentracifén de -
oxfgenc. Posterior a la adicién del medio de reaccidn se ana--
dieron los cloroplastos (15 pg de clorofila) y después de apro
ximadamente 1 minuto se ilumind la mezcla con una intensidad -
de 3500 1lx por una duracibn similar. Las umoles de O consumi-
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 30°C se disuelven 235 nm -
de oxigeno (19). Las mezclas de los medios de reaccibn con -
los cloroplastos, fueron protegidas de la luz antes de ser ilu
minadas. La actividad presentada en la obscuridad fue restada
a la obtenida en presencia de luz blanca. La composicifn del -

14



medic de reaccibn del FS I es descrita en la seccibn ce apéncdi

ce.

Cuantificacién de clorofila. Se determind por el método de Ar-
nor (5) leyendo a 645 y 663 nm para conocer la cantidad de clo

rofila a y clorofila b.

Cuantificacién de iones. Los iones Ca®™ y Mg't fueron cuantifie
cados por absorcién atfmica mientras que el Na' y el K* por fla
mometria (42) y los iones Cl™ por la formacibn de cloruro de -

plata (37) .Con el objeto de no considerar lcs iones que compu--
sieron tanto el medio de extraccidn comc el de resuspensibn, se
realizd una muestra blanco con cada uno de ellos.

Estadistico. El estadistico aplicado fue una ANDEVA para experi
mentos factoriales (21).
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RESULTADOS .

Actividad de fotosistemas. El efecto del KaCl en el mredic e -
crecimientc sobre la velocidaé de reduccién del DCPIP en clo-
roplastos aislados de la vaina vascular se rnuestra en la figu-
ra 7. Se observa un patrdn de respuesta similar para cada unc
de los grupos de plantas crecidas a diferentes concentracicres
salinas, existiendo una disminucién en la reduccifn del DCFIP
a los 4, 10 y 14 dias. Esta disminucién es particularmente sig
nificativa (p<0.05) entre el grupo contrcl y los grupos creci
dos en 100 y 200 mM NaCl a los 4 y 10 dfas del desarrclloc. E1
mayor efectc se encontrd a los 4 dias a 200 mM NaCl. La ficura
8 muestra la velocidad de consumo de O, afectada por el NaCl ,
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 disminufda ante un stress salinc, perc =--
agui se vib afectada a cualquier concentracidn' y tiempo (p<05)
aungue también el mayor porcentaje de inhibicifn fue a 200 ¥
NaCl y a los 4 dias de exposicibn a la sal. Sin embargc, la -
actividad ce este fotosistema, a diferencia del anterior, sier

pre es mayor en las plantas més desarrolladas. Las figuras 2 v
10 representan, respectivamente, el efecto del NaCl sobre la -
velocidad de reduccibn del DCPIP y el consumo de O en cloro-
pPlastos del mes6filo. Se encontrd que en plantas crecidas duran
te 4, 10 y 14 dias en un medio salino, el NaCl estimuld dichas
actividades: 200 mM para el FS II y 50, 100 y 200 mM para el -
FS I (p<0.05) y, por otro lado, que no alterf la relacifén "ma
yor actividad a mayor edad". Puede destacarse que mientras -
las actividades de ambos fotosistemas dismimuyen con la salini
dad en cloroplastos de la vaina, las actividades correspondien
tes en cloroplastos del mes6filo se incrementan también con la
salinidad.

Cantidad de clorofilas. Con el objeto de encontrar una relacidn
entre actividad de fotosistemas y cantidad de clorofila a y -
clorofila b, &stas fueron cuantificadas a partir de alfcuotas

tomadas de las muestras con que se midieron dichas actividades.
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Figura 7. Efecto del NaCl durante el crecimiento
del sorgo, sobre la velocidad de reduccibn del -
DCPIP por cloroplastos aisaldos de la vaina vas-
cular.® , O,4& A, 0, 50, 100 y 200 mM NaCl.
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Figura 8. Efecto del NaCl durante el crecimiento
del sorgo, sobre la velocidad de consumo de 0O; -
por cloroplas;tos aisaldos de la vaina vascular.
®,0,4,A, 0, 50, 100 y 200 mM NaCl.
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Figura 9. Efecto del NaCl durante el crecimiento
del sorgo, sobre la velocidad de reduccibn del -
DCPIP por cloroplastos aislados del mes&filo.
®,0,A,A, 0, 50, 100 y 200 mM NaCl.
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Figura 10. Efecto del NaCl durante el crecimiento
del sorgo, sobre la velocidad de consumo de 0; -
por cloroplastos aisaldos del mes6filo.
®,0,4,A, 0, 50, 100 y 200 mM NacCl.
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En las figuras 11 y 12 se puede observar que la cantidad
de clorofila total en ambos tipos de cloroplastos aument6 por
efectc del NaCl. En los cloroplastos de la vaina vascular las
concentraciones de 50, 100 y 200 mM tuvieron efecto en el 4°
dfa de crecimiento en tanto que finicamente 100 y 200 mM afec-
taron en el 14°dia y 200 mM en el 10°(p¢ 0.05). En los cloro
plastos del mes6filo a 50, 100 y 200 mM NaCl existen diferen-
cias significativas en relacifn al control en el 4°dia de cre
cimiento y a 50 y 100 mM en el 14°dfa (p<0.05). Por otra par
te, en este filtimo tipo de cloroplastos, la cantidad de cloro
fila total aumentd en relacibn al tiempo, pero la proporcibn
de clorofila a/clorofila b no fue alterada significativamente
(tabla I), ocurriendo lo contrario en los cloroplastos de 1la
vaina vascular (figura 13). Es de remarcarse que, en general,
el NaCl a una concentracidn y un tiempc dado, incrementd més
la cantidad de clorofila a que de clorofila b y que conforme
la planta crece, los niveles de la primera aumentaron en tan-
to que los de 3a segunda mis bien .no variaron (figuras 14 y
15).

Niveles ibnicos 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 sflo en Hoagland se observé que:
no se encontraron variaciones significativas para el Nat pero
sf para el XK' en los dos tipos de cloroplastos en relacién al
tiempo. E1 Mg** tampoco presenté variaciones en los cloroplas
tos del meséfilo aunque sf en los de la vaina vascular.

Para las plantas crecidas en un medioc salino se obtuvie=-
ron los siguientes resultados: el NaCl a concentracicres de -
100 y 200 mM produjo un incremento significativo de iones Na*t
tanto en los cloroplastos del mes6filo como en los de la vai-
na vascular y a concentraciones de 50, 100 y 200 mM s&lo en -
éstos Gltimos se elevarcn los niveles de Mg*t. En cualquier =
caso, las cantidades del Ca'*t variaron de manera estadistica-
mente no significativa, entre 0.09 y 0.19 pEq/mg. clorofila.
Los valores obtenidos para los niveles de Cl™ variaron de --
153 a 833 mEq/mg. clorofila, los cuales son demasiado altos y
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Clorofila total (nqg/ml.)
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100.07
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t (dfas)

Figura 12. Corntenido de clorcfila tctal en clorc--
rlastcs del mes6filo de sorco, crecidc 2 diferen--
tes concentraciones de NaCl. ®, O, &, A, C, 50,100
y 200 mM KacCl.
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Dias de crecimiento

NaCl -t e
(M) 4 10 14

0 0.92 + 0.02 0.92 + 0.01 1.0 + 0.01
50

0.90 + 0.06 0.91 + 0.06 0.96 + 0.02

s 0.82 + 0.17 |0.94 + 0.03 1.02 + 0.17
o 0.80 + 0.07 |0.86 + 0.03 1.21 + 0.14

Tabla T. Proporcibn de clorofila a/clorofila b en clo-
ropléstos del mes6filo de sorao, crecido a diferentes
concentraciones de NaCl.los valores estdn dados en pg
clorofila /ml.
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Proporcibén de clorofila a/cinrofila b

h
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-
o f— . . . - v >
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Figura 13. Relacibn de clerofila a-clorofila b en
cloroplastos de la vaina vascular de scrco, creci
dc a diferentes concentraciones de NaCl.®,0, 4,
a, 0, 50, 100 y 200 mM NaCl.
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Figura 14, Niveles de clorcfila a en cloroplastcs
de la vaira vascular de sorcec, crecicdo a diferen-
tes concentraciones de XaCl. @, 0, A , 4, (, 50,

100 y 200 M NacCi,
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Figura 15. Niveles de clorofila b en cloroplastos
de la vaina vascular de scrge, crecido & diferen-
tes concentraciones de NaCl.®,0 , 4,4, 0, 50,
100 v 200 mM NacCl.
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Figura 16. Niveles de ¥ Mg** y xa'ern cloroolastos de la vaina vascu-

lar de sorgo crecido en Nacl.[J: kY B3: Mg‘?-: Na”
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y se considera son inconsistentes con los reportados en la li-
teratura, por lo cual no se presentan. La razbn de esta discre
pancia es explicada en la seccibn de discucibn.

Es importante sefalar que dado que no se determinb 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 concentracifn -
del NaCl, sino también del tiempo.

En los grupos control la actividad de FS II disminuy& con
el desarrollo de la planta en los cloroplastos de la vaina vas-
cular, pero en cambio aumentd la del FS I. En los cloroplastos
del mes6filo ambas actividades aumentaron. Existe informacifn -
escasa referida al anflisis de estos eventos en relacibn al --
tiempo. Downten (1971), citado por Coombs(16) encontré que la -
deficiencia en actividad de FS II en varias plantas C-4, puede
desarrollarse durante la ontogenia de los cloroplastos de la -
vaina ; sin embargo, es probable que este hallazgo pueda expli
car parcialmente la disminucidn aqui observada en los susodi-——-
chos cloroplastos, puesto que el desarrollo total de los mismos
parece completarse en el orden de hasta 2 dfas como méximc bajo
una intensidad lumirosa de 40,000-50,000 1x (1,33), pero el sor
go crecib a tan sélo 2,400 lx. Otros investigadores han encon--
trado que (2,3,47) en plantas C-4 de 14 dias de edad, la activi
dad de FS II en cloroplastos de la vaina vascular representa -
entre el 15 y el 47% de la actividad existente en cloroplastos
del mesf&filo, dependiendo de la especie y de las condicicnes de
ensayo. Agui, lz actividad en el primer tipo de cloroplastos =
fue cercana al 20% en relacidn al total hallado en el segundo -
tipo. Por ctro ladc, se ha reportado (2,47,55) actividad de FSI
sirmilar para ambos tipos de clecroplastos en plantas E.M.-NADP ,
lo cual apoya la semejanza en actividad oktenida para las plan-

tas crecidas sir NaCl. 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, rientras que la disminucién

de la actividad cdel FS II seria explicada per la disrinucién en
la cantidad ce clecrofila b durante el desarrcllo de las plantas,
Se ccnsidera que la clorofila a casi no estaba cdisrorible al -
FS II, ya que el aumento del Mg®™* habria ircrementado la activi
dad ce dicho fotosistema, por inhibicién de la transferencia de
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energfa de excitacibn de las clorofilas ayy a las a; (42). Ade-
més Anderson et al (4) y Boardman(9), reportaron respectivamen-
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 fotosistemas. El aumento de K% probablemen
te también contribuy6 en la actividad del FS I. El que el Nat y
el catt no se hayan modificado en relacibn al tiempo, no signi-
fica que no se requirib de ellos.

Cambios asociados con_el medic salino de crecimiento.El NaCl no

modificé los patrones de respuesta de actividad de fotosistemas
asi como tampoco de clorofilas, pero sf originé alteracicnes a
un tiempo dado, generalmente a concentraciocnes de 100 -y 200 mM.
Ya gue se sabe que,por una parte, el {inico paso dentro de la -
via biosintética de la clorofila gue requiere iones es la conver
sién de protoporfirina IX monometil &ster, participando Gnica-=-
mente el ifn Mg*t y que, por otra parte, la regulacién de la -
vfa irvolucra otro tipc de factores diferentes a los iones (23 )
se piensa gque probablerente el aumentc del ién Mg**t en los clo-
roplastos de la vaina vascular de plantas crecidas en presencia
de NaCl, justificarfa el correspondiente aumentc en la cantidad
de clerofila total; sin embarco, parece que rno sélo la variacién
en la cantidad de Mg** indujc cambios en la cantidad de la mis-
ra, ya que en los cloroplastos del mesffilo ésta se incrementd
perc no el Mg*™*., Se encontrb esto rismo durante el desarrollo -
de las plantas a cualquier concentracién de NaCl, ya que el ni-
vel de la clcrofila total aumentd en clorcplastcs del meséfilc
(aungue s6lo en el 4°dia) y no en los de la vaina vascular y el
valor del Mo**
Es prcbable que este aurento del Mct* estuve en relacibr tanto

se elevd en los segundos y no en los primeros.

con la actividad de la RuBPC-asa comc con el aumento cde clorofi
la delkidoc a que, por urn lado, se reguieren concentracicnes cer-
caras a 20 mM de Mg*' para activar esta enzima (36)y, por ctro

lado, se incrementd r&s la cantidad de clorofila total en clecro
plastos de la vaina vascular cgue en les del reséfilc.

Los aumentos cde clorofila contrastan con estucios prevics
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(32,40,51). En ellos la cantidad de clorofila es reportada en -
relacibn al peso fresco de la planta entera o de la hoja, el
cual encontraron que aumentaba; no obstante, lo mejor seria co
nocer la cantidad de tal pigmento en relacibn a algfin parime--
tro del cloroplasto mismo, ya que es en &l 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
ningfin cambio en su volumen.

En relacifn al incremento en actividad de FS II en cloro-
plastos del mes6filo, es posible que se deba al aumento en can
tidad de clorofila total encontrado en ellos, aunque también e
el Nat pudo haber contribufdo a la respuesta incrementada de -
dicho fotosistema, ya que se ha propuestc (47)que bajo ciertas
condiciones facilita la transferencia de energfa de excitacién
de las clorofilas ay a las ayy. Es diffcil establecer con pre-
cisién la causa del aumento observado en la actividad de FS I
en estos cloroplastos; aunque las variaciones del Na' hayan si
do significativas , nc se puede asegurar qué ién fue el respo-
sable de tales respuestas, pues el kX' pudo estar involucracdc -
aun sin variar sus concentracicnes. Los aumentos ern la canti--
dad ce clorofila total también pudieron contribuir en la res--
puesta de este fotosistema. 2un cuando en el andlisis de los -
grupos control se establecid cue la actividad de FS II en clo-
roplastos de la vaina no aumentaba con el tiempo debido a una
disminucibr en la cantidad de clorofila b y poca disponibili--
dad de clorofila a, era de esperarse que en los grupos experi-
mentales sf aumentara ya que ambas clorofilas aumentarcn sus -
niveles, lo que harfa suponer que estuviera asf mis disponible
la clorofila a; ademds los niveles de M¢tT también aumentaron.
Sin embargo, ocurrid lc contrario por lc gue se piensa cue la
baja actividad de FS II asociada a estcs cloroplastos en plan-
tas E.M.-NADP radica er otros componentes diferentes a las clo
refilas a y b. No es claro porqué la actividad de FS I dismiru
y& er. cloroplastos de la vaina vascular , no obstante el incre
rento er ambas cleorofilas y ién Ka't.

Es pertinente seflalar que es diffcil cue las respuestas
obteridas de las actividades de los fotosistemas se hayan debi
do a un efecto osmbticc . Wignarajah (56) encontrd que tarto -
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en A. tripolium como en_P. sativum el manitol no inhibi6 la ac
tividad de FS II aun a concentraciones de 800 mM. En cambio, a
esta misma concentracién, increment$ en un 50% la del FS I =--
cuando se comparf con 0 mM. En el presente trabajo también se
obtuvo un incremento similar en plantas de 14 dfas de crecidas
en 200 mM NaCl; sin embargo, las actividades especificas fue--
ron mucho mayores.

Aunque el nivel de Ca** permanecié inalterado a cualquier
concentracibn de NaCl, pudo estar involucrado con el movimiento
de H* lo mismo que con la transferencia de energfa de las cloro
filas ayr a las ay. Es muy sorprendente el hecho de que se ha--
yan obtenido valores tan altos para los niveles de Cl1™ (153 a -
188 mEgq/mg. clorofila), sobre todo si se considera que en la -
planta tolerante Limonium vulgare, uno de los organismos que ma
yor cantidad de tal anifn acumula en sus cloroplastos (39), se
detectaron valores alrededor de 0.05 mEq/mg. clorofila y que la
membrana de cloroplastos tiene una alta permeabilidad al Cl1™ -~
(32) . Tales resultados se explican en relacibn al procedimiento
utilizado rara la cuantificacifn de estos aniones: en muestras
de crupcs control y experimentales, el volumen cel titulante =
gastaco fue del orden de ml. habi&ndose calculado gque s&lo alf-
cuotas del orden ée ul o menos habrian sidec suficientes para -
obtener valores ccmparables a los previamente reportados, de -
akf que los valotes hayan sido tan elevados y gue se pueda de--
cir meros de estos iones en relacién a la actividacd de fctosis-
temas. EFs evidente que no se puede hacer un andlisis respecto a
si los iones cuantificados en este trabajc cumplen con mantener
una diferencia de cargas minima entre ambecs lados de la membra-
na del tilacoide debido a que, por un lade, el contenido estro-
mal y la membrana de los cloroplastos de la vaina vascular se -
rerdieron en el método de aislamiento y a que, por ctro, cierta
rérdida de iones de los cloroplastos puede ccurrir durante su -
aislamiento, como ya se menciond (51,52), de manera que no se -
puede conocer la cantidad total que se ercontraba en cada tipc
de cloroplasto asf como tampoco su distribucibn entre estroma -

v espacic intratilacoidal.
El conjunto de datos, en su totalidad, puede llevarrocs a -
establecer el siguiente cambio metabflicc que ccurrirfa er plan
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tas E.M.-NADP luegc de ser sometidas a un stress saliro.

Dado que hubo disminucibén de actividad de FS IT y FS I en -
cloroplastos de la vaina vascular, précticamente todo el PGA for
mado por carboxilacibén de la RuBP serfa trasladado a los cloro--—
plastos del mes6filo en donde los altos niveles tanto de ATP co-
mo de NADPH, formados por las actividades incrementadas de los =
fotosistemas, lo reducirfan. Asi, de estos cloroplastos las nue-
vas moléculas de G3P se transportarfan a los cloroplastos de la
vaina para sintetizar almid6én. También podrifa ser que, parte del
total de las moléculas de DPGA, regresaran a los cloroplastos ya
que el NADPH lo proporcionarfa la malato deshidrogenasa depen—--
diente de NADP., La figura de abajo ilustra lo anterior.

Célula de la S s s Es
Vaina Yascular P
O ATP
FS 11 3 FS I , NADP (H)
— ATP —3) ATEF  sintesi
Piruvato de almi-
co + — -
Malato ol T 2 BRE 2 PGA /\dnn
NADF NADPH e NADPH + DPGA —) NALDF| 4 G3P
4 + Pi
i I
L Malato dPGA A :
» >
DPGA PEa G3P
L
ADP+DPG—A1-—A”+PL;1
0 DECGA+NABPH —> NADE+Pi+G2E
AlTP
:FS I 1_ 2 NADP (W)
== A
Zlorcclasto

Figura 17. Reacciones parciales de la fotosintesis C-4 en plantas
E.M.-NADP crecidas en un redio salino. Las lfineas y letras delga=.
das representan, respectivamente, actividades y cantidades bajas;
las gruesas representan actividades y cantidades altas. Esto estd
referido firicamente a las actividades fotoquimicas y sus productos.
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CONCLUSIONES.

El crecimiento del sorgo a intensidades lumincsas tan bajas
como 2400 lx, parece provocar un retraso en el tiempo re--
querido para la formacibn de las unidades fotosintéticas -

completas.

Durante esta fase de retraso se elevan las cantidades de clo
rofila a y clorofila b en cloroplastos del mes&filo, mien--

tras que en los de la vaina vascular sélo suben las de la -

cloroffla a y no se alteran les de la clorofila b, aunque -

la clorofila total se eleva. Asociados a estos cambios tam-

bién ocurren otros que, en conjunto con los anteriocres, es-

t&n relacionados con el desarrollo de la planta. Estos cam-

bios son: incrementos en actividad de FS I y fotosistema II

en cloroplastos cdel mesf6filc y aumentc en FS I en cloroplas

tos de la vaina vascular pero disminucidn en FS II.

Arte un stress salino, se incrementan los niveles de Na* vy
Mgtt
la clerofila a aurenta sus niveles m8s gue la clorofila b.

Er los cloroplastos del mes6filo, s6lo se eleva el nivel de
Nat y los niveles de ambas cleorofilas se incrementan por -

en leos cloroplastos de la vaina vascular en los cuales

igual. Es probable que, de los iones cuantificados, sélo el
Mg*+ origine el aumento de clorofilas.
La disminuciér en actividad de FS II ep cloroplastos de la -
vaina vascular, parece no estar relacicnada ni con la cloro-
fila a ni con la clorofila b. i

it
Es posible que ante condiciones de salinidad, lcs cloroplas-
tos del mesbfilo de una planta E.M.-NRDP lleven a cabo la -
mayor parte de la fase reductiva de la fotosfntesis asf como
la fase generativa de los poderes reductores de la misma.
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APENDICE.

Medio de extraccién de cloroplastos.

Manitol 0.33 M
HEPES-K' 30.00 mM pH 7.4
EDTA 1.00 mM
MgCl, 1.00 mM

Medio de resuspensién de cloroplastos.

Manitol 0.33 M

KH,PCy4 0.01 M pH 7.0
MgCl, 1.00 mM

BSA 0.50 %

Medic de reaccifn para FS I.

HEPES-K* 50.00 mM  pH 7.6

Manitol 1:33 M
¥gCl, 1.00 mM
MnCl; 1.00 mM
EDTA 1.00 mM
KH2PO4 2.00 mM

MnCl,
Mercaptoetanol
BSA

PVP insoluble

Ascerbato
DCPIP

MV

DCMU
NE4Cl

1.00 mM
5.00 mM
0.50 %
2.00 %

1.00
0.10
0.20
.38
5.00

R EREE

El volumen firal utilizado de este medio para la medicibn de acti

vidad de FS I fue 1.30 ml.
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