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INTF.ODUCCION 

La diferente to lerancia que preseni:<'.n ~os vegetaZes haeia la salinidad, 

r..a pe~itido elasifiearloe en dos grandes grupos : a) plantas hal6filas. que 

f'oIeden sobrevivir y complet ll1' BU ciclo de vida en B'.lelos donde la concoentl"Q: 

ci6n de eLeetrolitoe es elevada (superior a 30' mM para algur..as sales) . y -

a) las gZie6fitc.s. que adenr!s de no completar BU delo de vidcl. redueen su 

croowento en esos niveLes de sa l (24) . Esta diferente toZel'(1T!cia. ha 1':e-

eho r;ensar que las enzimas de las haZ6fi las l'resentan a Zguna "adaptaci6n" -

que Zes permi te actual' adecuadamen te en presencia de saLes . Sin embargo. la 

lItlyorCa de los es tudios reaUzados "in vitre" d8/71,!8stm que las enzimas de 

estas plantas SOl1 tan sensibles a la salinidad COIrI() las de a1ic6fitas (U. 

&6, 33) . 

Se ha sugerido que la di screp::lncia entre las respuestas "in vivo" e 

"in vitro" de Zas enz. inr;.s e:::tra{das de plantas r esis!entes a la sa'Linidad 

~dr!a deber se a que existe siempre una baja concentraci6n de electrolitos 

ey. el citopl.a8Pr;Z con r e8pecto a otros p::Irtes de la col!ula {24, J3) . Algun03 

estudios han demostrado que la8 ha16f il.as p-.leden ccmpartamentaZizar los io

nes e'l ~¡,:gaI'es celulares 8spe::o! ficos como sor. las vacuo las (24 . 2t ) . $uaeila 

maritima creciendo en 340 Iti~ de NaCI preeentó 150 rlf+ en el cit:oplasrm y --

600 II'M en la vacuo la. mientras ~ en ralces de t rinluchilll lI:ariHu se en-

eontro Na+ en eitoplaS1/l:J. y vacuola en. ur.a eoncentraei6n de a lrededor de 100 

y HiC mM euanda ~ist!a 100 y sao ,,-/.¡ respec tivamen te en sI medio de creei- -

miento (27) . 

Aunque en menor nW>!ero, ezisten tambiln trabajos que demuestl'(1T! que la 

co~rtamentaZiz.aci6n iónica no es el único mecanismo ~~e los vegetales po

seen i"AI'a resi si r los efeetos de Ul".a alta salir.idad. La NCH de eztI'GIcws de 

raíz dó! va¡·ias J:d6filas estudiadae, ee m6s tolerante que la de los ~tl'aC-
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t08 de hoja (le). lo cual puede reflejar una 'adaptacwn" de U. enzima de 

ra!z hacia el me¿io ambiente salino. Entre estas plantas. z.a NDH de ro{z e'e 

Borrichia frutescens es m&s toZe~te que muchas otnas enzimas de pl.antas -

supel'ioNs¡ dicha especie no posee gUfrnfulas salinas o una gran suculencia. 

ca:racur!etioos que suelen pNsentar algunas haUfilas. La tolemncia de su 

UDH a altos niveles de Nael puede ser una adaptacwn hacia la salinidad. 

Con l'esfXIcto a los sfec tos que tiene la salinidad en tac ptantas gli~ 

titas, se ha sugerido que l os dañoe que produce a nivel celular, pueden ser 

causados por un ckcremento en el potencial h!drico o por la acci6n de loe -

iones mi8l"l0S (JJ ). C01Wentru:ci01l8s iao81116ticae ck dife'l'el1tes sales han sido 

utilizadas COl1 el fin de distinguir entre las Nlaciones advsrsas dsl agua 

y el efecto wnico (27) . el1C01ltr(fndose que varias de cstas sales inhiben el 

• cl'6cÚltiento en diferente grodc. !I algunas veces la l'espuesta es similar . 

Una distinta respuesta en el crecimiento hacia las distintas sales puede 

ser resultado directo de les efectos t6:r:icos de iones específicos sobre el 

metaOolia-no. EH apoyo a Asto. diversas investigaciones ~8Stl'al1 que las -

glic6fitas no poseen mecanismos que protegen sus enllimas de la interacci6n 

con loe iones. gstas pLantas r~dBn cOl1tener una a lta c01Wentraci6n de io-

nes en el citoptaBm!l: al ser crecidas en condicione8 saUnas . Los an&lisis -

en la raíz de nn{z cl'6ciendo en 1 y JO rrN de Nael. mostraz'On que el Na+ se 

encOl1tl"aba en el citOpla8lllCl en una cOl1centraci6n de 15 !J 50 mM respectiva--

mente (16) . la I'Q.!z de [!'ijol mungo creciendo en 60 '1'/.1 de Cl- cOl1tenÚl 30 -

f7i.! de dicho wn (25) . 

En 10G párrafos antericres. S8 puede observar que la /llayorÚl de los es 

tudios est4l1 enfocaMs a trotar de conoc:er tas diferencias que se presentan 

a nivel celular y molecular er:tre las plantas resist.mtes y las sensibles a 

la calinidad. y al ser sus enzimas moléculas que juegan Wt papel c lave en 
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.l _tCJol~ ... ,. "....:0 ..,. ..,. ......u,. .. ZG ....-Lbilld.f ..... ta 

,........ .. '-"'el: ZG.l CIIIiMIiD .. trf,....." ..... l rwdio el. ~ ..... tu-

tHo. -tfI rit1'O-. rift ~ • .n.u fOOII iIl/tmetri4n. ...... lo. .I*'"

... ~ La _útl.4aI .... la 1ttIri.u.l ~ • pZata ~,.... 

~ ClqMfUa .. U ".....u ... .t -*'o .. ~to. ~..t...mu e..!. 

~ ~t4Jadoru rqortcDI qw cd .. r qlio.la Za .tirrúhl el. ""ter: ~ 

1'11. no aI-- la c:IO't:~vúbf tú Zcu ....-. qw eGft to~u. ni c:. la qw 

eGft H1Iftb¡.~ a :a .alinid:ad (23)1 otro" irtdlcarI que Z4 c-I..n/tWo # l.ut ..... 

aÍIIIU Ñt.a:lu .... pLDrtu .... tu a: L2: .1. difúNrt ... L2: riltltiotJ • -

z.c. _t.:u obtatUiu "" la pZa1lta catt2<ol (36). Por otro l4:dCJ ... ~ • 

qw d polt.n-/iMto .".Wtioo ."te! ~H_l1t. di"m:!:.tldCJ ... la pob~ 

,... Pld:tw'ClÚs. P"l'O "'" msu atguna t«lJOCa qus ua ~ pt.U'd cpticar 

.t porquI tI. Al .n.t.1SC'ia (36). AZgwws invutiaado1'fls p~ qwt dicha 

dsnoi.tu tI. ~ ss _ti_ SI'! las pobZaciOMS naturat"s !'Ol' _dio el. L2: ss

l~ natw'Cll. Ids no por' Pl"()(N.os no HZ4a~illOs. Esta kLtiM2 teOMa pro

porw qw Zas di!U'IISt.s !O'lfltfZS a. W1Q; sna:ima fiSOMAimu}BOI1 favoNcidas SI'! 

di!s,...."s .isnt .. (6S). il'lCNlllBl'ltaJoldo con Isto la adaptabitid:zd a. 1M o!:. 

garri.sIfto pcz2'G haatlr f'Nne. a C\ali¡u,. OIIIbúntals. (37J. o. ta IlliB112 __ ra. -

.l ~to • wsa sqsaü ~stat SI'! _UI1"" (Ir()ft dl,/sl'Sl'lu .alinidad. 

podrCa ...,. !Militado por la pz<OoduDci6n tI. úa.u*s qw di.fWw;rI SI'! ... t:2 

z..1'CrPIci4 a la sal. l>inM /llCClIZI'IislllO podrta prn.mtarH en aqw,eU4I pbtas -

qu. M BIIJI'I 0I:ZpC0B. a. N9'lWzr Za COMSI'!t~ tI. i.ofws SI'! .. oI%.M'ta.. o ds 

~tNl"NstaP a. algwJa otra !Ol."fffa tos "¡ccto" t6:ri«n . s. M NpOrtado que 

"11 .t datoMN. _ g'tíc6fita.apaNos W1Q; .. ,wva icce>laift¡ ds IIJH CIIoIaI'Ido 'ta. 

plantas "" "H~ SI'! 1M _ io satil10 (28). No obstante. otro .. tvdio a

"",,,tr6 qu'1 'tos pat:!"Of'l8S iBOsna:ilfdriaos tU ss~ BI'IZU!:<l B~ la Id~ espscl". 
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no tu! al.tlll'aban a! CNCel'la en condi.cionll8 satinas eimiZarll8 ([¡9). 

Ee 1Ulcuaria lOIa rrayOl' investigaoi6rr. paN tJ'atar de llaez.cu.ecel' si la 80. 

Unidad presente en d medio de crecimiento d4 una pl.a:nta~ Úl indt.cII a p1'll-

B~tar catlbio. ~ Z-a actividad total y 1m d patr6n isoll7Uinlrftico ti¡¡ al.gunaa 

de eua I17UÚIIa8. Con uu objetivo~ en III preeentlr tMbajo 811 obtuvieron las 

cin4ticall y los patl'e"'u i80Qn,1imcfti:x>s de laa elUUrkur NADP-IDB (ECl.l.1.42 ) 

y.'iAD_NDH (ECl.1 .1.3'1.) <W hojae de .sorgo CNcielo 1m diflll'fmu concentJ'l:lCi6n 

de ."iaC!. Esta pl.a:nta fu.1I utilizada por 88l" una 9lic6fita 00I'I toZ¡¡l'aJ'lCia 1114-

dia a la ea! (48)~ mientNa qu¡¡ dichae II7UIUmS tweron ¡¡úgidM pp!" las ai- -

guientlla m.ones: 

S. ha encontrado que atIIbas presentan poZimol'fillllO y qu. BUS isolllUitrrls 

a8 encuentran tan'tO en la f'racci6n soluble CQIJO _ la mitocondrial (21), 

JO~42.[¡8)~ 1I1 catiJio 1m alguna d8 IIllas podr!a indical'ftos sI sitio clll!!. 

la,. sn donde tienBn lugal' 1.os ¡¡fBCtoS caIIeadoe pol" la sal . 

Es bun CmtOCido qu6 la fOrm:l mitocmrdrial de la dIIMidrog67la8O. dBI ~

Z-ato estd inve.Zucnula 1m sI ciclo cId 6cido cltl"ico (2J) ~ rri.n ,."wfU'gO~ 

la pal'ticipa.ci6n tU la !02'WC mitoc<mdrial d¡¡ la HADP-IDR en dicha vía -

6e' Cl7lf'limumte discutida (4[¡.60J. Algunos d¡¡ lIatoe invllati9adoN8 r.4l'l -

IÚlgado a la IWf1Cluai6rr. de que la en.im:r t:t.pendiflJ1te de NAD puw NaZi 

&al" la o.ridaci6rr. del totaZ dd isocitmto. Otl'oB han concluido pol" BU -

parU. q10WJ tJ6lo la RADP-IDH ss capa. a. hacln'lo. La ausencia a. NAO-IDB 

IIn la mitooondria dII a~8 v¡¡gllta1.ea apoya sste €iZtimo punto (61~. 

Da •• l" .sto ttttilrto cUl"t<J~ ün cambúJ. m las fOJ'malJ mitocondMal .. a. 
NAD-NDB y NAOP-IDR p"8d11n ~s a in!IIl"il" eobr. las posiblss varia

ci07Wa qu8 podr!an pNlSlll'lw.¡¡ l1l'I la vía IItBtab6Zica ~~ al ss-

tal" la pZar.ta e:r:pu6sta a un atNlSS salino. 

Para Zogmt' III obj8til){) IZI'ItllJ"ionllsntll upussto~ a8 raaliaanm le. ai- -

, 



guiente8 punto8: 

1. - Se comproM que amba8 enzim:l:8 pre8entaDal1 poU.morfiemc 11 se obtu;;i! 

rol1 81..18 patrones i8oel1z~ticos de cultivo8 crecidos a S diferentes concen-

traciolUls de NaCl durante tre8 diferentes tiempos de e.:posiai6n . 

2.- Se aislaron las fracciolUle soluble y mitocondriaZ y se obtuvierol1 

l08 patrol1e8 isoenzim6ticos NADP- IDH y NAD-MDH. Er;to co~ el .'"il1 de car.ccer 

la ubicaci6n ce~utar que presentaba cada una de !as diferentce fo~s molec~ 

lares que Zas integran . 

3. - Se cuantificaron los iones Na+. X+. ea++ y Mg++ aistel1te;; en la :; -

hojas de los cultivos utilizados paro la 8eparoci6n de Zas isoenzimas . Ssto 

fue realizado para saber si e:cist!a una reZaci6n entre los patrones isoe~zi

máticos y la presel1Cia o ausencia de alguno (3) de los iones. Se sabe ~e cn 

Zas plal1tas un gran 1IÚ'nsrc de procesos endmáticoe SOI1 gobe1'>lCdos por loe 

elementos eser~iales. Como componer.tes de metaboZitos. corno activadores o ca 

mo inhibidol'8s. ectos elemel1tos afectal1 las velocidades de UI1a lIIl./Ztitud de. 

l'8acciol1es catalizadas 81lzimáticamen~. Por otra parte. es con.cc·id::> ,"'!.le la 

presel1C'ia de ciertas sales el1 el m€dio de crecimiento di sminuye o il1cr emel1ta 

la absorai611 de otros iones presel1tes (2.20) . los cambios encon.trados el1 tos 

patrol1es isoen.::u,.6ticos pctb-!an estar dados por el efecto de iol18C diferen- 

tes a tos que se vartan en el ezterior del vegetal . 

4. - Se obtuvieren las cil15ticas de las dos deshidrogel1a8ae ya menciona 

das de los cultivos €:puestos durante 7 d!as a Zas 5 diferentee COI1cent racio 

nes de NaCl . 
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UfERtAr !! ID~OOS 

Cnl ti~o óe las plantas . 

Ap~ente 2900 sémilZas de sorgo ($orghum bienIor (L) Noench. Serie 

RB3030) fueNm colocadas en WI bastidor de malla de nyZon C(m U1'la abertul'O. de 

1. 5 lmI Y con dime7lsWnes de 21 X 21 cm. La germi1'laci6t1 se llev6 a cabo en la _ 

obscuridad con un goteo constante de agua corriente durante 72 ho~. Al tf~ 

110 de ese tiempo, las semi llas habúm intI'O~cido su rad!eula en la maUa. S 

bastidores con esas eal'O.cter!sticas se trasladaron a recipientes de plástico 

que contenían NaCl en wta conc~n.tNCi6n de 0, 25, 50. 100 Y 150 mM en Wl volwmm 

de 2700 ml de soZuei6t1 nutritiva HoagZand (18) . siendo la raú la !&!ica parte 

de Za planta que estJaba en contacto con la soluci6n . 

La8 plantas fwtrcn m::mtenidas en una cdnnra de crecimiento con aereaci6t1 

constante de la soluei6n nutritiva. WlIl temperatura de 30 0 en el día y 24 0 por 

la noche~ 431 de humedad relativa y un fotoperiodo de 12 horas. La intensidad 

luminosa fue de 2100 lu:: . La soluci6n nutrititld 11 con ella las concentl'O.ciones 

de NaCl se 1'€7lQV(U'()n sem::malMente y su volumen se mantuvo constante al ajustar 

diariamente el nivel inicial con agua "destilada. De las plantas mantenidas ba-

jo estas c:OI"Idiciones se tom::Nm UlUestl'lUl de cada WlO de los cÍ1U!o diferentes -

tratamientos a los 3.7 !I 14 d!as de e:z:posici6n. a la sal, con et fin de sepal'O.r 

Zas isoenzt.nns y hacer las determinaciones iÓrlicas. can 2 !I 3 repeticiones re,! 

p6c:titlamemte. Cabe señalar que no se tuvo ningún c:ontrol de. tonicidad, debido 

a que se ha demost~ que las sustancias ~s utilizadas como agentes osm6ti-

cos en el e:z:terior de la planta. presentan inconvenientes que ponen en duda si 

BU utiliaaci6n en el control de la tonicidmi es adecuada . As! por ejemplo. el 

problellU. nds c:omWt en el poZietilengl.icol es la pul'eza tan baja que presenta(64) . 

Entre otros daños que se han observado en el uso de este compuesto está la pre

cipitaei6n de enzt.nns solubles (58) . y SI/. uniÓrl a Zas membra1'las micl'Oscmales 

, 
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de roa!;; , que puede traer como consecuencia una reducci6n en la. permeabilidad 

pasiva de la membrana y al miemo tiempo 141'1 cambio en 6l influjo de :'Ja+ y X+ 

(6 4). Refir-ilndoncs alllW1itol (otroa moUcula. utiUzada paroa ajustes osm6ti -

oos) . se ha encontrado que Iste diJUnde pasivamente al interior de la raíz, -

rm.6ntras que la sacarosa y la glucosa SOl1 tc;madcs por 1.a.s células, acwmil..adaa / 

y metabolizados.(12). A pesar de eHo, como se ~ .. estroa nás adelante, se -

piensa que los OOJIIbios encontrados en el presente trabaj o, son l"ei1ultado de 

efectoe de iones específicos y no de cambios en 1.a. t onicidad, to ~Z es ~ro

yadO pOI" experimentos an tel"iores en donde se ¡~n utilizado diferentes 8a Ze~ -

pe~ en concentl"aCiones ieosm6ticas. y en donde se ha visto que éstas presen -

tan lO! diferente grado de inhibici6n sobr e el crecimiento de 1.a. pZanta (.72) . 

PrtparaciÓn he las extra ctas ~ separaciÓn he isoen.i,,~s. 

1 g. de hojas de los distintos cultivos mencionados nr,teo, S8 ~aron 

COl1 agwI descaada y fueron homogeniaadae a baja temperatura en ;m r.ortel'O, ~ 

gregando por cada gramo de tejidc, 5 rol. de un medio de ha'logenÍ3aci6n modifi

cado (26), que contenta ; Tris-HC'" 50 mN pH 7. 5, MgCl 25,..N, 2-T'1ercaptoetanol -

10 m~ y PVP-40 2:. El ertnacto obtenido se fiZtr6 en B capas de ~a8Q y se ~en 

tr-ifug6 durante 10 minutos a 15 000 rpm. Se euantific6 l.a r r'; teína que JC ob

tenta en el Bobrenadante (9) y se almacen6 a - 7~C pana 814 pos~el~or u ~iliza-

ci6n. 

Transcurridas 24 hems, se realiz6 la separaci6n de isoenzimas en una 

placa de poliacrilc:mida sistelrl:l ¿iSC011 tir.uo, utilizando una c011C/f'l\o troci6n fi

nal de 7. 5' en el gel de corrida (44). Con el fin de I"evelar p08terionnente 

las enzms N.AD-MDH y !IADP .. IDH, 8e semhl'lZI'01I junto con 25 J1 l de sacarosa al 

40J. 100 Y 75 J1g respectivamente de proteína total del Bobrenac:!!mte obtel1ido 

de los cultivos crecidos en las diferentes concentraciones de la saZ (con BUS 

respectivas repeticiones ) . se utiliz6 un buffer ~is-glicina 100 mM pH B. j como 

buffer de corrida. La electroforésis 8e realiz~ en UI1Q temperatura de {OC. uti-
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lizando una corriente de 50 mÑ1lp Y 90 V en los primeros 60 minu tos y 40 mAmp 

con 150 V maoante las 4 horas siguientes . 

Después de la eZectrofor~sis~ la placa fUf¡! dividida en dos partell para re 

velar por separado ambas enzillUS por una mod-ificaci6n de la técnica de Fine y 

CosteHo (22). Se ir.cub6 a 37 GC durunte 60 minutos en la oscuridad utilizando 

soluciones de t ir.citn prepw-aoo:s minuUis antes y que conten!an~ para I DH: 6ci-

+ do isocftrico 2 .5 mM~ NADP 163 flM y MgCl j 5 mM. Para f.!DH se utili26 ácúkJ m6-

lico 11.3 11'111!, NAD+ 912 ft!>!. Ambas soluciones contenían Tri s-YCI 87.5 rr.M pI! 8.5 

PHS 2S flg l ml y l/M 313 jJglml. 

Termittada la tinci6l'! los geles se alm:zcenaror. en dcido acético al 7. 5% ~ 

ra posterio~ente fotografiarlos y obtener eu densitograma. Es importante s~ 

lar que se utilizaron geles "control" paro tener la seguridad de que el método 

de tir.citn que se estaba usando era espec!fico paro las enzil'tls que interesaba 

rwelar. 

tncali l ac1An celular óe las enl~as . 

Las fraooiones mitooondrial es y soluble fueron asiladas seetrn el esquema 

del diagl'a1l1:l 1 ~ de MS hojas de ~s cultivos en dond€ previamente se observÓ 

que aparoeoieron todas Zas isoe111lilms de lae dos 871Z00S en estudio . Para MDH 

el m1:J:im:J de fomus apareoiÓ en el- 7° d!a~ Y oemo no e:¡;istwn diferenoias no~ 

bZes entre los cultivos ~estos a diferente aa linidad~ se optó por aislar 

las dos f'I'OOoiones del gl'Upo control . Lae isoenzinns de IDH fuel'Ol1 separadas 

de cultivos con 3 dtas de creeimiento~ pero a diferencia de la MDH~ en experi

mentos anteriores~ ésta presentó W1 n6mero variable de ieoe111l1m:ts en los culti 

voe crecidos en diferente corzcentraci6n de la eal. Sin embargo~ se pudo obeer 

va.r que después de la separación de Zas dos fracciones celulares, todas sus 

isoen.:¡ imI'la se pres¡m1;aron en cultivos CO/1 o sin Ilael . 

) 



50{} DE HOJAS LA VADAS PREVIAMENTE SE LICUAN EN 150 mI. DEL 
M61)IO DE HOMXENEIZACION ~ 1 -

~ 
E'lLTPACIO!l EN a CAPAS DE GASA . 

1 
CENTRIFUGACION A 3, 500 rp!! . 10: 

~ 
SOBl?ENADANTE, C¿'NTRIFüGACION A 10, 000 ry;m. 

1 
PASTILLA , RESUSPENSION EN SACAROSA 
0.3 f.!.Y CEtlTRIFUGACION A 3,500 rprr, 5:-

! 
;::!~E~~DANTE, ''ITRIFUGACION A 11, 000 

PASTILLA . RES1.J$PF:NSI ON EN $4 CAROSA 
0. 3 .Y CENTRIFUGACION A 3, 000 :rpm 5 :-

! 
~!RE~~OANTE, CT RIFUGACION A 11, 000 

PASTILLA . RESUSPENSION EN S4CAROSA 
0 . 3 M Y CENTRIFUGACION A 11,000 l'pm 5:-

! 
PASTILLA . RESUSPENSION EN AGUA (1 mZ) 
AGITACION VIGOROSA y CENTRIFUGACION 

A " , 000 rpm 101 

SOBRENADAIITE: FRACCION INTRAMITOCONDRIAL 

SOBP.ENA DAIiTE, eEllTRIFUGA CION 
15, 000 rpm 10: 

SOBRENADANTE+ ¡BACCION SOW E;'E. 

~ 1 MEDIO DE HO!-.'OGEN¿TZA CI ON 

TRIS-Hez 85mN pH "1 . 3 

PVP- 40 2,; 

EDTA 5mN 

SACAROSA 3DOmK 

MERCAPTOETAt:OL 10 ..,.M 

DIAGRAMA 1 . - PROCEDIMIENTO UTILIZADO PARA EL AISLAMlf1!TO DE !.AS FRAC-

ClONES INT.'1AMITOCOflfiRIAL y SOLUBLE. LA 1'EXPERATUP.~ A r,¡, 

CUAL SE REALIZO FUE DE 4. cC. 
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Una ve;: cW:I.I:tificada la proteína de a".ba:.> fraccioP1'!s , se sembrur07l 100 pg 

ce protetna total de cada ~na de ellas (eOP1 repe tición ) , para separar por elec-

tI'Ofor6sis las isoenzilT1Js de l:DH e ¡DH de le. form;;¡ !la mer.ciona'*z , ,"on la única 

di feren cia de que la concen traci6n de MgCl 2 en la solución de tinci6n para ¡DH 

fue elevada a JS lrM (w,a cOP1ce>!tración de MS ++ semejan te a la encontrada en el 

tejido foliar) . 

CllJ1[:en~racitln /le cationes en la hoja 

De los mismos cuZti¡;os utilizados para la separación de iso.m;:illlas , se ro-

mó 19 de hojas y se lavaron en agua destUuda para m:mtenerlus despu6s a una 

temperatura de 70°C durante 48 horas . Al t4rmino de este tiempo, se calculó el 

porcentaje de tejido seco por diferencia de peso y se dieiri6 con 6 mI de 6cida 

n!tzoico y co>t ayuda de calor. El digerid6 fue afo-rado a 100 mI con agua destil~ 

da y a partir de esta soluci6n se tomaron al!cuota:.> para cUUlltificar los iO>tes 

fJ,'l.+ l ' H+ por flamor.letría y Ca++ y gg++ por espectro!otol7:etr{a de absorC'i6n ató-

mica (49) . 

cinttica enJimatica. 

De 'Los c!4ltivos crecidos durante 7 d!as en las diferentes concentrociones 

de la saZ, se obtuvieron los sobrenadan tes de manero similar a los utilizados 

para la separación de isoen;:imas. La actividad enzimática fue dete~inada pozo 

eapectro f otometl'la siguiendo el cambio de absorción a J40 11m .m una tempe-raturo 

constante de JODc. La mezcla de reacción para NADP- IDH tenía los siguientes co~ 

ponentes .m Wl volw'!€n de J mI a la concentración final que a conti>tuaci6n se -

indüa (modificación de un m4todo ya zoeportadc 26) : T:rois- HCI SO rl~ pH 8, fiA DP+ 

45 .5 jU.:, /.:gCl 2 51rM e isocitrato .m un l'Mgo de cor,centruci6n de 14 a 556 )1t-J . La 

alícuota del 8oorenada>t te af11"egada con t enía 45 J1g de proteína rotal. 

La cin4tica de fiAD_NDR se rea liz6 en un volwr.<.''1 fina l. al> J ml de U'W sol!4 -

ciór: .!<e contenta 7'l"'ia-HC1 9J . JJ ".¡': 'fH 8 . 5, NJ..!/ 450 pM. 15 jlJ de proteína t,,--

, -



tal del 80brenadante !.f malato d28de 0 . 250 r.asta 6 mUo 

PaN ambas enzimas e Z 81oI8tNto fue ayregado a la mezcla de l'eacción que ClO!! 

tenía la enzima pero no la c oenzill'la . Se incu.b6 duNnte 8 ninutos a 30 aC Ú:iCUln

dose de8puds la reacci.:m por la adición a la coenziJlla oxicJada. EIZ en8Qyos pr-eli_ 

minare8 aeí como en otro trabajo (J)~ (en e8te último 8ólo paro IDH)~ 8e demos- 

t~ que la actividaC incrementa ~n e8ta preincubación. permaneciendo con8tante 

QUI'arlte Vari08 minu t08 . 

Previo a !a :realización de la cinética de ambas el1zilms ~ se bu8Có eZ pH óp

timo paro eu actividai!., utUizando paro ello ur.a concen t roci6n IJCtu!'mtte de /lUS

trato. Una curva de pH el1 el I'arlgo de 6.5 a 9.0 fue hecha con una e011cel1troción 

de TriZllll eimilar a la lItiliaada el1 la cinJtica y ajustando al pH adecuado '011 -

¡¡eL Una vez obtenida la cinlewa de las el1zimas de los diferentes cult1' v::>~ , ~e 

procedió a calculal' sus constante8 Km y VMá.r. 

[ra~am itnta tstabl$tira ót los batos 

Un a1l6lisis de C'orrelaci6n múttiple fZje efec tuad;, como apoyo para actlpl-ar o 

descartar' ei la interacción entre ionee espec!ficc3 ero la caz.ea de los =mbio.~ 

encGntrodos en la C'011centración foliar de los difer~nte8 ca t iones cuantificadas. 

Adem!s ayudó a saber si el cambio en alguno (s) de eMiJ iones e3taba ligado a la 

vnriación enC'::>l1tnada en la actividad de las ieoenzimas. Se utilizó tarnbiln wz 

A116lieis de Varianza Factorial paru evaluar loe efectos que teniar. loe factores 

salinidad (incr-emento en el medio de crecimien t o ) y tiempo (diferente tiempo de 

exposición a la eaZ) sabre la concentrución de los diat intos catior.¡;s cuantifiC!! 

dos. re ta ayud6 tambibt a detectar 8i e:z:istía I'"a interacción entre wrrb()e facto 

res. En el momen t o que sea necesario menciOl'ar los re<3;JUad08 de eata p1".<<!!oa e$

tad!stica se manejal"á Z<1 notaci6n Fe como el valor' eatad!etieo "F" obtenido a 

partír de loe dat08~ y Ft CClr.lO el vatol' crítico de "F" tomado de tablalJ al niVill 

O. O 1 de cor:fianz.a. 
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Patrones isoettlialtico$ 

En. at.g-'nDs Arpel"imentas " ~n dorn:ls s. han utilizado ;}oiZeS de atmiMn y. poZi

GCl'i'Lamida paN Za upa:raci6n .u i SO Im3 Vr.ls de Zas deehidroaenasae qus ~! se 

estudian. ss ha encontNdo qlle e~ 1fÚII!9l'O de aqul1..Zas es ual'iab1..e. As! pol' ejerrr

pw, Za NAiJ-"!DH puede pl"El<lental' J (14). 4 (51 . 52) Y hasta 5 fcrrro.Qs m::>l.ecuraroes 

(46,4'1). La NAiJP- IDH pol' su parle suele tenel' un llÚI'Ie~ de isoenziM;/.s q¡.¡e va de 

2 a <1 (4, 5 , 62). ,1s.(mismo. ss bien conocido a:.,e 1..::1 llXiyoJ"'Ú¡ de lac ¡"sees ¿id!') nú 

1llEl1'O val'la en Zas difel'entes etapas del. desaM"OHo de La planta (11,54) . E:stae 

cambios en t.os patrones i;J~n;¡imdticos preSC!ltes durant"e el desal'1'Ollo de ur. :J!. 

ganismo, parecsn form:;¡l' parts r.k una "adaptaci6n" hacia ~O(l distintos e\.lenMs -

moleculares que se dan dunmte Za dif"l"f'I1~iaci6n c.::Z"lal'. P.a::(;oe ':.lroct· " l''-.: t ~ -

cos de ..,lluZas especiali7.adas Giuoante el desar'rollo y di.fnenciaci6l". ~clular 

pueden es tal' di"l'ectamerdoJ rel:u:ior.ados con pat~ >:es i ;1oen=iTl!6t~ ,.t).: esrec!!icos . 

{19 1• 

En la figura 1 se obs,¡¡rva que la JD!I p"l'esenta 3 fO!'FT1.lc al 3el' dla de cl'eo!. 

mente. a las cuales se derwllti.n6 I. II Y III s,¡¡g¡tn su posici6n en dil'ecci6n del 

¡fno.:b hacia el ClftodJ:> . La movilidad electrofor/tica relativa de ooda una de e-

llas fue de 1,0. 0.95 Y O.E2 1'8sp8cti1Ja1r.8nte . Al '10 dla de eard. la isoenaima -

III desaparece , ~istiendO a Za vea un ligero decl'6msnto en el pico l y un a¡.- 

mento en la intensidad ds la foroma Ir. Fi nalmente. ss observa que en el 14 0 dfa 

la planta pl'esenta s6lo la iscenatma II. 

POl' SU parte l.a NAD- /<!DH pl'eser.ta W1 m4rimo de S forrro.s al 'la dfa (Figuru 

2). a lstas se les asignaron Zas cinco pz0im6ro8 letN8 deZ aLfabeto en et mi8l7lC1 

Ol'den qu9 a l.as de lDH. SU movilidad eZectrofo1'4tica l'el.ativa fue 1.0. 0.91 ~ 

0.80. 0 . 65 Y 0.26. Los cambios mlfe notabZes en el patr6r. di] estaomatma son la 

apal'ici6n de Zas isoenaimas "D" y "E" en el 'la día y 1a desapal'ici6n de eeta az 
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FIGURA 1.- DENSITOGRAMAS DE NADP·IOH DE HOJAS DE SORGO EXPUESTO A 25 111M. 
OE Na CI. DURANTE 3 (-----), 7 (-·-) Y 14 DIAS (--) . EN LA PARTE 
SUPERIOR DE LA GRAFICA SE PRESENTA EL DIBUJO DEL GEL CORRES
PONDIENTE AL TERCER OIA DE EXPOSICION A LA SAL. 
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FIGURA 2 .- DENSITOGRAMAS DE NAO-MDH DE HOJAS DE SORGO CRECIDO EN SOLUCION 
NUTRITIVA DURANTE 3 (--), 1 (-----).Y 14 DIAS (-·-1. 
EN LA PARTE SUPERIOR RE LA GRAFICA SE PRESENTA EL DIBUJO DEL GEL 
CORRESPONDIENTE AL 7- DIA DE CRECIMIENTO. 
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tima en el 14<> dla . En otro trabajo ya ee han repor4Ufo ootrhios 8n el nttmero 

rk ieoenzinrls de MDR. relacior.adoe con la e.:bd de la hoja (11) . sin embargo, 

eriste otZ'Q en donde no fue detectada variaci6n alguna (46). 

toealiJacidn celular he las isaenJ ima s . 

En diversos estudios se ha encontrado que determi'lada isocnzima o U1'! pa- -

tr6n ieoenzimitico específico est6 asociado a la parte soluble de la c~ ~uta. y 

que otro tipo S8 presenta en uo¡ or¡¡ane'l.o ce la miSPl1l c€tuta. Esta di[er,mte 

compaJ'tamentalizaci6n eubcetu laJ' de las isoe'l2imae Nfleja una difeNncia en 

l.os requerimientos metabólicos (19) . Coo¡ el fin de sab€r si Zas di fe lsl te:> :·o!:. 

m::t:s de snzúoos estudiadas en el presente trabajo I1IOstnWan l/na diferente looo-

lisación celuw. ee aislaron las fracciones mitocondriaZ y tWluble, ~, la:; ::a~ 

en;:iII'I:le existentes en ellas fueron eeparadas por ewctro{orisie. obtenibld.ose 

despuls BUS densitO{}1't1J7ns. En z.a Figura J se presentan los dens itograrr.as de 

NADP- IDH . Como s e puede obss1"lJar. aqul el grupo control sl rr.uestra toda.s las 

ieoenzimas. mientras que el patl'Ón isoenzimático del e:r;tracto crudo del !'luma 

grupo . sólo p1'8Senta isoenzim::r 1. Ensayos 8epeotI'Ofotcm4tricos en donde ee mi- 

di6 la actividad de la IDH en presencia de algunoe cationee, der.:ue stran 'fUe 

mientras el ea++ inhibe a la enzima. el kg++ Za activa . El medio de horr.ogenei-

aación utilizado para el. aislamiento de rrritocond:riae contenta EDTA 5 mil; por 

otro Lado. S8 agregó MgCl 2 a la soLución de tinci6n del gel . La aparición de 

tae isoenzimas 11 y III Y el. incremento en la intensidad ds la 1. podria S8r 

8:r:plicado por la ausencia de Ca++ (i6n inhibidorJ o por el incremento er. Ng++ 

(i6n activadorJ . En la rrri8~ Fi gura J. ss ve ad~e que apro=imadamsnte un 85~ 

de la actividad total. de Zas isoernlim::t:s I y 11 Be localiza en la mi tocond:ria y 

s6Zo un 1~~ en el citosot. . Por BU parte. la isoenzima III se presenta G~ pl'O-

po1'Oicn6s semejantes en ambas fracciones. Esta últinrl sin eJribal'go. OC'.4pa 86l.o 

el lOS de la actividad total . 
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f1GURA 3 - DENSITOGRAMAS DE NADP·IDH DE LAS FRACCIONES MITOCONDRIAL (-----) 
Y SOWBLE (-) DEL GRUPO CONTROL DE TRES DIAS DE CRECIMIENTO. 
LA CANTIDAD DE PROTEINA TOTAL SEMBRADA EN EL GEL FUE LA MISMA 
PARA TODAS LAS FRACCIONES ( 40 JJ g) . 



Resumiendo, apl'O.l:Un:ldamen t e tm 821 d~ la actividad total de la NADP- IDH 

se localiza en la mitocondria y el resto en la fnacción soluble. La posibilidad 

de contaminaci6n mitocondrial en la fracción soluble se descarta , ten iena'o aorro 

apoyo el hecho de que el nivel de la isoenzUn:l III mitocondrial es tan ba,.io que 

BU actividad con~inante en la otra fracci6n no serta perceptible, sin embargo 

es semejante en ambas fracciones . 

La ezistencia de isoen;;¡Urr:.s ds NADP-IDH que difieren en BU l.ocalizaciól1 ce 

lular, Bugiel'e que poseen diferentes propisdades que les permiten f'J.ncior.ar en 

forma efectiva en los diferentes ambientes i ntracelulares en que se encuentran . 

La panicipación de las enzim::w NADP-IDH y NAD-MDH en el cielo del dcido c!tri 

ce ha despertado poUmica (45 , 60). La ausencia de NAD- IDH en la mitocottdria de 

algunos vegetales (61) y en las cAlulas de algunos hongos micnoscópicos (41) , 

indican que la NADP-IDH puede realizar la oxidación del total del isocitrato. 

E:n el presente eSt:ll.dio, en re¡x¡ t idas ocasiOl1ec la C06nzima NAD+ ~'e€mpla;¡;6 al 

NADP+ en la solución de tinci6n, con la finaUda¿ de conocer si e:rist{a a~na 

el12;Un:l que O%idam el isocitra to 8n pr esencia de la ceen;¡ima 110 /,osforiZaW:t. , pe 

ro ninguna isoenzima apaPeci6, lo cual sugiere la aueencia de NAD-IDH . 

Estudios realizaJios en mitocondrio, ds h!gado de rata , demuestran q" e la 

oxidación del isocitrato i nvolucra a las dos distintas iS06l'lzimas que 8011 8Spe

c!ficas pana NAD+ y NADP+, ya una transhidroger48a que en condiciones energi~ 

das utiliza ATP paro formar NADPH a partir de NADH Y NADP+ (45 . 60; (ver figura. 

4). El metaboU81IO del isocitrato en la mitocer.dria de hoja de BO"I'f!O, podrta 

llevarse a cabo en forma similar a la que el esque/IU propone, pero sin la e:r:is

tencia del paso 1. La NADP-IDH mitocondrial puede participar con la isoenzima -

citopUiemica en un (jicro isocitro.to-cetoglutarato que equilibro. el potenciaZ l'!. 

do.l: t1ADP+ citos6lico y mitocondrial atravAs de la membrana mitocondriaZ ( 29~ 80J 

Dicho ciclo podr!a ser util.izado pa1'a proveer de flADP+ de la mitoc01ldM:a al - -
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GLUTAMATO NAOPH 

,."-..1 

~ 
" 2 

ISOCITRATO NADPH 
1 

: ~ADP+Pi 
1 s 4 h-- -- .. C02+ 2-0XOGLUTARATO ATP 

: ~OXIGENO 
L---------~-------tNADH 6 

F1GUltA 4 . - METAIOLISMO DEL ISOCITRATO. LAS ENZIMAS INVOLUCltAOAS 
SON (1) NAO·IOH, (2) NAOP-IDH MITOCONORIAL, (3) TRANS
HIOROGENASA ACTUANDO OE NAOP A NAO~, (4) TRANSHIORO
GENASA ACTUANDO EM. CONDICIONES ENERGIZADAS, (ll) GLUTA
MATO OESHIOROGENA!i"A, (6) CADENA RESPIRATORIA, (7) NAOl'
IOH CITOPl..ASMICA Y (8) TRANSPORTADOR 01!: CITRATO. 
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c:ito~o'l , ,11: respuesta a una estim¡,I<U!i6n de Las enzimas q:.,e utaüan estos e'i¡¡i 

valentee l'educidos, 

Refiriéndose a la NAD-MDfi (Pigu1Yl 5) , se puede obe8:rvar que present.:l doe 

isoel1zimas, "8"!i "C", que son específicas de Za mitooondric:, mientrcs que Za 

[omu "9 " pertenece a6lo a Za [raccUSn soluble, lA iSO€l1zima ''A'' se loca li= en 

ambas fraccion€s , pero h/:a /Il'.lj¡o!" rarte (65:') se encuentra er. Le. mi:<)ccr.aric, EZ 

?6: de 'la actividad total de 'la e>lzirP se encuentra en la rlitocor.d!"ia y s6to 1<71 

24% en Za [=cci6n soluble , 

Una cuestión importante que aún no h.a :;:"do reS'.lelta , cot'..cieme al signifi

cado biológico de lae múltiples formas de MDH en te;idos :Jegl;<tales , sin enobargo 

p:::zrece ra~lOnable el concluír que la forma mi tocondrial Juncior.a en alto 91'aco • 

en el rr;etabolisnu) o:eidativo, gCl1emndo liAD+ reducido cuand" el n;::¡'lato eR v.:·:wa

do hasta ca:atoacetato sn el dulo del tSr!ido ",{trico Ui1J. IdI/" "uanao de la en::i 

ma soluble se ¿en menos =plilx:.cicncs sobre:;u rig>lifir:a¿o b-' , !6gú:o, ea ir"[Jl". 

tanta hacer r.otar la apa:-wi6>1 de la isoennima "D" ~ el 7° d{a 1: el ·'r.Cl"pner.to 

en su actividad al ]40 , Estos cambios pGsD;lemente 130'/ necesarios y van ligados 

a los cambios que se presenta>l en el metabolimno d.; la p'lanta du!'<lntc e.::ta e¡,,· 

pa de su desarrollo. 

ConcentrJción ue ~aCl en el meuio nr crecim ien~o H patrones isoenlimfticos. 

EI1 la figura 6 se muestran las fotof!raj'Cas de los patror.€8 isoen :l!. irr.ático~ 

'He NI.!JP-IDH de los cultivos crecidos en difererlte cOrlCentraci6n de (jaC I durante 

J,7 y 14 d{as , [,os derlsitog:ru.mas de cada patI'ÓrI f'.l.eron obtenidos y en la Figura 

7 .le ejemplifica para los cuUivos con J díae de crecim~ento , A partir ie ellos 

se calcul.6 el área bajo la cu:rva de cada ImO de est08 picas, que son refie;fo de 

la actividad enzimt1tica . Con los valores obtenidos se grufic6 de la fornn que 

se presenta en 'la F'i~ra 8, y erl donae se puede observar lo siguiente : 
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FIGURA 8. - AREA BAJO LA CURVA DE LAS ISOENZIMAS DE NADP -
IDH DE HOJAS DE SORGO CRECIDO EN DIFERENTE CON
CENTRACION DE NoCL ISOENZIMA 1 (-), 11 (.--- - ) Y 
UI (--). o), b) Y e) REPRESENTAN :S, 7Y 14 DIAS DE 
CRECIMIENTO RESPECTIVAMENTE. CADA PUNTO ES LA X 
DEL AREA BAJO LA CURVA DE LA ISOENZIMA OBTENI
DA D! DOS DIFERENTES MUESTRAS DEL MISMO CUL
TIVO. 



1. - COITr) se menciol16 el1 la pl'imem seccwn de resultados. se presel1ta WJa dismi 

l1uci6l1 el1 el número de isoel'!zint:ls duIW1te el desarrono del vegetal . 

2.- La activido,d de l.a.s isoel'!zimas 1 y 1I es la úl1ica que se hace patente el1 l.a.s 

muestras cOTltroZ del primero y los dos últimos días de crecimiento respectt

vamel'!te . 

J.- El il'lCrelllfm to de flaCl el'! el medio de crecimiel1to trae cOTlsigo UI1 awr.ento en 

la actividad de t odas las isoenzimas en los tres tiempos de e::r:perim¡mtacwn, 

habiendo una e:.r:cepci6n en l.a. isoel'!zima 11 del cuZtivo e:.r:perimenta l crecido -

durante ]4 d!as el'! 150 rr# de la sal. 

4. - ú:: rrr:'f:rinr¡, actividad enzimit ica se aloonza cuando e:.r:iste una cOl'ICentrocitl1 25 

rrM de la sa l el'! los dos primeros días de estudio. y 50 rrM para el ]4 0 día. 

5.- La actividad de la isoel'!zima 11 110 di81llil1uye con.sideroablemente como es e1. c~ 

so de la 1, cuando la concel'!traci611 de NaC I se. eleva duran ee el J O y í'0 d(a . 

Sin embargo, esta primero isoel'!z im:z preBenta una actividad menor a la del 

mismo con.trol en el cultivo crecido en 150 mM de !JaCI durol1te 14 dfas. 

La figura 9 preBel1ta la fotografía de l os p:1trol1es isoenzimt1ticoB de NAD-MDH 

del cultivo cOl1trol y de los e:eperimentales con í' dfas de edad. De la "'-:: BI1Il foma 

que para IDH. ee obtuvie1'Ol1 BUS densitogn:lJ1lCls y se calculó el drea bajo la ~a 

de cada uno de los picos, cOl1s t ruylndose las gruficas presentes el1 la Figura 10, 

el1 las que se observa que la at:tividad de las i soeru:tmaa "A ". "8 " Y "e" disminu

ye cuando est<! presente la sal a ur.a concentraci611 de 25 y 50 mM, pBro ae resta

blece y en ocasiol1es sobrepaGa la actividad del grupo control cuando se agrega 

el NaCl a una concentración de 100 m'4, p:1ra diaminu!r desputs en fornrJ. 110table 

en 150 mM de la saL Este patr6l1 varia un poco en el 14 0 día paro Zas isoenzint:ls 

"A" y "C ", ya que BU actividad m&xima se presenta el'! 50 mM. Al 1'6ferirse a Zas 

isoenzimae "D" y "E", que Bon de "aparici6l1 tardía", se podría decir que prdcti

camente 110 p1'6Bentan camb i os cuando se UzcrerrHmta la con.centraci 611 de NaCZ en el 



+ 

o 60 100 150 o 26 60 100 150 mM 

FIGURA 9 .- roTOGRAFIA DE WS PATRONES ¡SOEtiZIMATICOS DE NAD-MDH 

[JE LOS CUL'i' IVOS CRECIDOS EN DIFERENTE CONCEiITPACIOfl 

DE NaCl DURANTE 7 DLAS. LA REPETICION PARA CADA UNO 

DE ELWS FUE OBTENIDA DE MUE:STRAS DIFERENTES PERO -

Dt:L UISf.K) CULTnV y BAJO LAS NISf./AS CONDICIONES. 
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med~o dc c¡'eaimiento . 

CDnteni~(J catidnico . 

Con W .<>ir.ali<1ad de aO'loael"' si e;r;ist!a alrrul".a r>elaci6n en.tl"'e l os cambios 

iSOiln.¡¡imiticC8 y el cambio en W concen.truci6n de algún ( os) cati6r: (ee ), se 

cw.;.ntificaron los iones Na+, X+, Ca++ y 11g++ e:::isten.tes en la hoja, teniendo co 

ro variables wta ¿ij'ere rl t e coy.centraci6n de NaCl- en el medio de crecimient, y .. n 

dij'erente tiempo de e~osici6n a dicha sal. ~os valol"'es obtenidos de cstas ~Aan 

ti ficaciones son p1'€sen tados en la Figuro 11 . 

EZ incremento de sal en. el e.xtel'ioI' de ws plantas ocas iona una e!evada acu 

tr.',daoi6n del i6n sodio en W8 hojas (1'e .. 116.5, Ft .. 4.02) , llegando hasta 78 

jino les por gramo de tejido j'resco ( 92 mUJ , auarnio e.xiste wta conaentroai6n de 

150 rr¡'.f de la saZ en el medio de crecimiento . Sin embal"'!!O, 1".0 se presentan cam-

bios en la acumulaci6n de dicho i6n con respecto al tiempo (Fe _ 6 . 56, Ft = 5 . J9) ~ 

En otro estudio realizado en so~o (¡7J , se presen tS un incremer. to en la conc"n

tmci6n de lla+ en la planta con.forme se aumentaba el NaCl en la soluci6n nutriti 

~ . ir. Brasica sp. ~ irrigaci6n salina t~e consigo un incremento en La ccncen 

truci6n de uste mismo w n (55). 

La conaentroci6n de Ca++ en la hoja disminu;¡e hasta un 40~ apI'oximadamente, 

,-,""ando existe 100 fT'N de r,'aCl en el medio . Esta concentracwn de eal e8 la que 

ea¡;8a el m6:I:imo ct.eeremento en eZ nivel de dicho i6n . Un úWl"8mento del 20~ en la 

concentraci6n de Ca++ se present6 en los d!as 7 0 !J 14 0 de cI'ecir'liento, pero el 

patJ0n di! di ¡¡nin¡;ci6n en sus niveles causado pOl"' la sal , se conserva . Los cam-

bios e'l la conccntr-aci6n de Ca++ est&n dados poI' los efec tos del fac t o!' sa l ú:i--

Cad (Fe'" 108, Ft: 4 . 02 ) !I el factor tiempo (Fe" 161 , Ft '" 5.39) pero no e:::is-

-DI los Ar.1lisis de VaI'ianza faatoI'iaZ , la Fe debe eeI' ~ncadhmente mayoI' 

a 1.G n CCtllO p:2ra conclu íI' que existe una re!ac::'6n significativa entre 

las dos t!O. r iabZse e:::peI'imen ta3e3 (15 ) . 



o · 
u 
111 
l&I 
a:: ... 
o 
e 

(\ ') :; 
'>:> l&I ... 

l&I e 

~ 
z 
~ 
_J 
l&I 
o 
111 
l&I 
_J 
o 
:::1 

~ 

80 

70 

110 

!!() 

40 

30 

20 

10 / 

/ 

/ 
1

---· 
///~;;-

/,' / # -
/ // 

No+ 

////~ 
/ /,, 

2+ 
Mg 

--------------/
- ---

/ 
18t ,/ 

/ 
/ 

25 

/ 
/ 

/ 
/ 

------

50 100 ___ -------.so 
No CI. EN EL MEDIO DE CRECIMIENTO ( 111M) 

111 

13 

11 

9 

7 

s 

125 

115 

IOS 

95 

811 

' \ 

FIGURA 

\ 
' ' 

Co2 + 

11.- CONCENTRACION DI!: CATIONES EN LAS HOJAS 
DE LOS CULTIVOS CRECIDOS EN DIFERENTE 
CONCENTRACION DE NoCI DURANTE 3 (-), 
7(-----) Y 14 DIAS (--).CADA PUNTO ES 
EL PROMEDIO DE LOS VAL.ORES OBTEMIOOS 
DE TRES DISTINTAS MUESTRAS. 

' ' \ 
' ' ' 

--.........'-.... -
............................. --------..... ,, 

', 

K+ 

,.. 
I ' , I ,, 

.............__ 
',, ,, 

................... 
-------------~ 

I ', 
I ' ,' ............ 

I ' 
I ' -----' /- ', --/ -- -::,.:.-:: .....---- -------

211 so IOO 150 

NoCI. EN EL MEDIO DE CRECIMIENTO (1111ol) 



te una interacci6n entre ellos (Fe - S.Ol , F't '"' S . 17) . 

En trobajOB r-ealizadoB en ,Sor!)hum bicolor ( 17), 1\ Plantapo sp. (21), se ha 

encontrado qr.¡e la captaci6n !I transZocaci6n del Ca++ hacia Zas ¡'.cjas distr.inuye 

al incrementar et NaCl en el er terior . Se 8ugiel'e que ocurre una interacción n~ 

gativa en Zas mCces, impidiendo la captaci6n y con elto la tl"WZslocaci6n del _ 

Ca++ hacia la parte supeI'iOl' de la planta (¡n. En divel'sos e:r:peI'imentos 8e ha 

obseroado que una baja concentmci6n de ea++ y una a lta concentroci6n de sal in 

crementa la permeabilidad de la membrana, llevando a un aumen to en el tl"WZspol'

te pasivo de cZ- y Na+. Se sugiel'e que la caU8a de {sto es el incr emento en Za 

pl'OpOl'ción Na+¡Ca++ s:r:t el'nO ( 27). Se ha pl'OpUesto tambiln que tos cationes diva 

++++ +++ .. lentes Ca y Mg compiten con los cationes morrovalentes H , K Y Na , para 0 -

aupar tos sitws de enZace en tos espacios Zibl'es de Donnan (7) . En un ezperi- -

men to donde se eleval"Ol1 tos nive les de NaCZ de O a 2M mM en el e=teriol' de la 

planta, se encontÑ que el Na+ desplaza de lII:l:n8ra especCfiea aZ Ca++ en la su- -

p€l'fíe ic externa del plaslll:l:lelll:l:, lo cual parece ser resultado de una semejanza 

6I'!tl'6 loe radios i6nicos del crietal de ambos elementos (JS). El aumento en l.os 

niveles de Na+ y la disminucwn en la concentracwn de Ca++ en la hoja (Figuro 

11) , pueden ser resultado de un fenómeno semejante . 

En [ornJa inversa al ea++, el Mg++ inc1'ementa su nivel hasta en un 231 cuan 

do la sal se presenta en una concentr'aci6n de 100 m:"¡ en el medio, pero en forma 

similar a l primero, el Mg++ i ncrementa en un 201 su concentraewn en el 7° y 

14° dla , eonse1'lXfndose el efecto eausado pOl' el NaCl. De este modo, el factor 

salinidad (Fe ~ 20 . 25, Ft • 4. 02) Y el faetor tiempo (Fe - 161 , Ft = 5. 39 ) tam

poeo intenactÚGn aquí para provocal' los eambios en los niveles de Mg++ (Fe = -

2. 95 , Ft _ S.17) . 

Se ha observado que euando un i6n eseneial se p1'6senta en niveles defíeiB!;! 

tes en la soZuci6n nu tl'itiva, 8U concentmci6n en el tejido vegetal 8e ve l'edu-

JO 



cicla. En fovma interesante~ otros cationes son absorbidos en cantidades 2q~i~ 

Lentes (34) . La idea generaL es que ~n incremente en la concentl"r:Wwn de un.::! 

ti6n en eL medio nutritivo~ deprime Los niveles de otros cationes en la pZanta. 

I)n antagonismo entre cationes ha sido propuesto por varios a~ tores para ~pli-

cal' este fen6meno (2~ 7~ 17) Y o~o se 1I\enoion6 en ptirrafos anteriores ~ tam-

bifn puede explicar el oa>!portamiento de losUmes Na+ !J Ca++- obtenido en el --

presente trabajo . 

Por otro lado~ se piensa que en las cl¡~las aiste un intercambio no esp! 

c!fico de iones que ayuda a mantener el baZanoe eleotrosttitWo . El incremento 

eh aiertos cationes en eZ tejido vegetaZ no es neoe811l"iamente resuZtado dire~ 

to de efeotos de oompetencia por eZ acarreador (34). TCfItlndo en euen ta Lo ant~ 

rio~. las pZantas han sido olasificadas dentro de ¿os principales oatl>gor!as -

(8); 1.- Las plantas que inhiben "constante eq~ivalencia oati6rzica"; aq¡..lZZas 

• en las que ~n deoremento en el oon tenido de K puede ser' oompensaco For un ::n-

cremento eq~ivalellte de rla+ ° por un aumento dl> !4g++- en un 501W:lprrxeimadam,!r.te 

da la concentroai611 m:;¡lar del K+ pudido; y 2. - Las plantas que no cwr.plen es

ta regla. 

Las fOffllas oomplementarias de !as curvas de ooncentración de Ca++- y Ng++ 

de las pkntas e;r;p~estas a diferen te nalinidad (Figuro 12) . i "Aioan qu .. el -

Mg++- contribuye a oompensar la deficiencia de ea++- causada 1'01' lO'! Í1lC1'6mento .. 
de saZ en eL medio de cl'ecimumto. Un aumento en la concentración de Ca !f 

Mg++ ligado aL incremento en la edad ha sido antertoffllen te repor'tado en Cucu- 

mis sa~irus (6) . La f~nción p~cipal de estos oationes es la de mantener con

diciones fisicoqu:Cmicas óptims paro reacciones enzimtiticas. proceso de trans

pOl'te y est1'Uot~ra de la membl'ana ( 8) . lhl aumento en ta. ccnoentruci6n de es--

tos iones posiblemente sea necesario para qu8 estos eventos celulares no se 

vean al terados duronte el desarl'Ol"lo del vegetal. 

31 
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El K+ no presenta W1 comportamiento similar' en 'tos diferentes dtas ccmo fue el 

caso de tos otros cationes . En el JO dta de crecimiento~ se obseT'IJa u.na dismi 

nu.ci6n del 201 cu.ando c...-t.ste 150 rrJ.J de la sal , Mientras que en los otros dos _ 

d!as eh estudio la concent1'llCi6n de este cati6n no var!a considerablemente . Se 

sabe que el Na+ compite con el X+ aurante su absorci6n atrav5s de la rafz (2,: 

7) , la disminu.ci6n del i6n potasio causada por la sal en el JO dta de cr>eci- -

miento (Figura 11) . puede ser debida a una inhibici6n durante su captaci6n, 

causada por WI e:xceso de Na+. Al miamo tiempo, el aumente de Na+ en la hoja 

puede contribuir a rro.ntener la electroneutrali&:::d dtl1'(mte la disminución del 

X+, ~ ha encontrudo que la concentmci6n de x+ pr>esente en el tallo de 

t'riHcu.a aeshrtUl, es 8U.perior a la necesaria para una mZr:w actividad em:imti 

tica, por 'to que se le ha atribuido un papel adicional a éste i6n, el de I1ll7It~ 

nel' la turgencia celular (34) " f:r 8U.stici6n del X+ por Na+ podría estar re la-

dona&::: con esta actividad, cuando este úttimo parece tener menos relaci6n con 

la fu.nci6n enzim:Hica . 

El comportamiento del X+ en los d!as 7<> y N° es difCeiZ de e:xplicar al -

no guardar relaci6n con el de los otros iones. Se sabe que la selectividad por 

los iones X+ y Na+ no s~Za varfa entre las difeI"entes especies de plantas sup~ 

l'"iores, una distinta selecti1!idad entre Zas 6rganos de una planta como son la 

raíz, sl talllo y las hojas susle también presentarss. Aún mlÍs. diversos meca 

nismos de selectividad pueden operur en el mismo 6rgano . Al ser la rafz el 61'

gano mds utilizado paro. los estudios sobr>e selectividad i6nica, diversos expe

rimentos han demostrado que la epidermis, la endodenllis. el :r;ilema. parenquimo

so, el pla8MllBrrr;l conical y el tonoplasto pueden Bstar impt..icados en la sele~ 

tividad por los iones Na+ y x+ (J5), Ca1Ilbios durante el desarrollo del sistema. 

raeicular ° de algún otro 6rgano itwolucrado en esta selectividad iónica, pue

<kn ser la causa de los diferentes efectos que tiene la salinidad sobre la con 



centraci6n de K+ foliar en los tres diferentes d{as de estudio . 

Los resultados anterionnente discutidos y el alto coeficiente de corre la

ci6n encontrado entr e los cambios de concentroci6n de los pares Na+ externo-Na+ 

i nterno, Na+- Ca++, Ca++ ~ Mg++ y Na+-K+ (en este último al menos para el 3° d{a 

de crecimiento), sugiere que la siguiente interacci6n intercati6nica se deriva 

del i ncremento en la concentmci6n de NaCl en plantas con 3, ? y 14 días ¿e --

crecimiento . 

) 
DISMINUCION EN LA ABSORCION Y 

r------------ TRANSPORTE DE ca++ CAUSA DA ."CR 
UNA COM?F:TENC IA CON EL Na+ A -

INCREMENTO EN LA CONCENTRACION NIVEL RADICULAR . 

~,:::c:::~l cm.4CION DE KC AUMENTO EN LA ABSORCION DE Mg ++ 
Y EN SU TRANSPORTE HACIA LAS HO 
JAS COMO COMPENSACION ,.¡ LA Dr ··I 
CIENCIA DE ca++ . -

INCRE~fENTO EN LA ABSOR
CION DE Na+ Y SU TRANS
PORTE HACIA LA HOJA . 
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COn~eniaa ca~idnico y activiaaa eUJimitica 

Varios autores han NportaM que las en.::ws aisladas de plantas expuestas 

a un StNSS salino presentan cambios en su actividad (J . 2J,38~39). Atgunos de -

estos tl'abajos muestmn que la salinidad al ser s:cpuesta de esta m::mero puede 

est~lar la actividad el'l.i:ina:1tica (3, 23) , mientras que en otros il'U,!estigacion~s 

señalan que dicho [aeto!' puede incrementar la actividad de <lierlas er..aill'l7s :J r~ 

pl'irrti!' la de otl'aS en la rrtisnt'l planta utudiada (38~ 39) . Pocos son los trabajos 

en donde se mencionan las posibles causas de las v<ll"iacicnes encontradas en la 

actividad 61'1.i:itrV.tica . Se ha dicho que los cambios de esta actividad pueden ser 

dgbidbs a : 1. - Un cambio en la concentroci6n de ermimas preexistentes; 2.- Un -

cambio en el tipo de enlliM:l (s) en el siBtetlU y/o 3. - ()na MXfulaci6n de la acti 

t1idad de la 61'1.i:ima ya e.nstente (31). 

En un 8Studie donde se agreg~ amonio al medio de cNcÚlliento de pl.antas 

de arroZ!, S8 observ6 que la actividad. de fJAD-GDH de Mía se incremBf'ltaba, al 

miBTIl:I tiempo qÚe una nueva iSOEmllima apm'6c!a (40). estudios posteriores con 

lsucina lltU'Cadl con CJ
, demostraron que ~.te incl"€l!lento en la actividad de G~H 

de raí; e1'a desultado de una síntesia prot6ica "de novo". Como se l.fIencion6 en -

ptfrrafos anterio!'es, el inc1'8nUmto de NaCZ en el ezterU;;!' de las plantas de sor 

go, t1'aB consigo oambios en los patrones isoenllimáticos de NADP- IDH (F~ 6 ). 

Eatos cambios, de m:mera diferente a lo encontrado en el estudio citaM ante- -

mnnente, parecen Gel' 1'88UltaM de Wl efecto i6nico Mis que de una síntesis en 

zimdtica "de novo", z.o cual es apoyado po!' los siguientes pWltoS : 

1.- El análisis estadístico de corre~i6n múltiple aplicaM, muestra un -

alto valor de COl"1'8laci6n negativo entre la actividad de las tres iso

enzimas de la deshidrogenasa de i socitmto y la concentmci6n del i6n 

calcio mstente en la hoja . 

2. - l4 pI'8sencia de EDTA en el medio de hcmogeneizaci6n utilizado paro la 
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separaci6n de l.as fn:wciones celulares, ocasiona la aparici6n de l.as -

tres isoenzimas de NADP-IDH (Figura 3), mientroa8 que e>: Zae r.ojae del 

mismo cultivo troat2dae sin el agente quel.ante, etlo aparece Za isoenzi 

r.tl: II (Figuroa 1). Esto indica que el Ca++ tiene un efecto inhibidor eo 

bre l.a actividad de dicha enzima . 

3.- En un pequeilo e.rper-imento en donde ee pl'Ob6 el efecto de los cationee 

eobre la actividad de l.a NADP - lDH "in vitro" {Tabla lJ, ee observ6 que 

el ea++ en una concentración 18 mM, que correspOl1del'Úl a la que presen 

tal"Ol1 'las hojas del (.'ul t ivo control con 14 d!as de crecimiento, ú:r.ibc 

totalmente a dicha enzintl. mientras que una concentración 35 mM de k{!++' 

cor-r-Bspondiente al cultivo cl'4cido en 150 mU de la sal. d1rante 14 d!a s, 

la actitla en un 551, Aún cuando el an4lisis estadístico no demuestro -

la e.ristencia de una relaci6n Ug+;;!;.. actividad de lDH "in vivo", los re-

eultados experimBntales sugieren que dsta 8í se presenta. En la misma 

tabla 1 se observa en la columna del cultivo erpuesto a la eal, que !a 

actividad en ausencia de iones se inczoementa en un 66 1 con resp€cto a 

la de la enzima del cultivo cont l'Ol (un. incremento fJemejmzte a eu<mdo 

está el Mg++ "in vitro" en e l gl".lpo control) . Dicha actividad no ee ve 

++ alteroada por la presencia de l M] como e8 el caso de la de este últi-

mo, lo cual indica que la enzir.u viene ya activada por el Ug++ desde 

mztas del ensayo "in vitre". Les cationee monorulentas procticamente 

no tuvieron. efecto cuando se presentaron "in vitro", a una concentm--

ci6n simiZal' a la que se encontr6 COrrr.J la ros alta en la hoja (datos -

no presentados) . 

Los l'esuUados mencionados anteriormente sugieren que la baja actividad 

de las isoenzms de NADP- lDH en el grupo de las plantas control, est<! dada 

por un efecto inhibitorW causado por la alta concsr.traci6:n de Ca++ eristente 



en sus hojas. Mientras que e~ =ento en la actividad de Zas miSll1:lS enzimas en -

Zos grupos experimentales, es :-esultado de un efecto activado%' causado po%' el i!:. 

czoemen.to en los niveles de Hg++-. En estudios anterioI'eS (43,53), se dJ;¡most%'6 que 

el Hg++ activa la NA DP_IDH cuando actÚll en. el sentido de la %'eacci6n enzim:!tica. 

utilizado en el p%'esente tmba..J·o . 

Desde r.<lce tiempo se sabe que los iones metálicos juegan un papel i mporta!:. 

te como cofacteres esenciales en cier tas reacciones enzim1ticas. E~ intcr¿s por 

esta clase de estudios se ha ido intensificando en los ú~timos años , al observa!: 

se que estos fen6mel'lOs 110 S011 importantes s6lo para contribuír a acZarur los 1!Ie-

canismos enzimtíticos, sino tambi¿n por el erwrme i n te:ds que tiene el cont%'oZ de 

las I'eacciones enzim:!ticas ~dia11U! cambios en la concentraci6n de los iones Na+ 

Jt, Ng++ Y Ca++- en la funci6rJ integruda de los sistemas biol6gicos . Sin embargo, 

a peOOZ" de loe esfuerzos %'ealizados, los mecanismos de inhibición y activaci6n 

enzimática causa.dos por iones irwrgdnicos 80n poco cOTlOcidos, pero se sugiere 

que SUB efectos se presentan cuando el Un Be enlaza. a la enzima (23). 

En nunñferos, un gl'a7l número de trabajos sugieren que la actividad de va .,.

rias enzimas del cido del Mido cítrico, ent:-e elZas la NAD-IDH, pueden ser in

fluenciadas l1U1'Cadamente por ba.;jas COl1C8l1traciOl1es de ea++, pero parece no exis

tir efecto algtmo sobre la NADP-IDH (60) . La conc-entruci6n del cati6n manejada. 

en esa.s investigaciones fluctúa en t:-e O. 1 Y 1. O jiU, menos de la miUsima parte 

de la cOl1CentroaiÓ/1 de ea++ encontrada en las hojas de sorgo ( 7 a 18 mM). lA in

hibici6n de la B"!:lÍma encontrada en el presente estudio, podrfa ser explicada 

por esta alta concentraci6n del i6n calcio, cuando es bien conocido que los io-

l1es activado:-es pueden inhibir a concentracicmes elevadas . Por otro lado, se ha 

encOl1trodo que Zas ern:ima.s Carba.milfosfato sintetasa y Piruva to carboxilasa re-

quie:-en de Mg_ATl? y l+J++ libre para su activaci6n , pero son inhibidas por el Ca++ 

que compite con el Hg++- (60) . En sorgo, parece e::istir una competencia similar 



entre ambos iones, para alterol' l.a actividad de la NAVP-IDH. ya que WI nivel alto 

de Mg++ en la hoja est6 ligado con una elevada intensidad de todas sus isoenzi11l:l s . 

ntientrus que en el grupo control. dOrll:k e.:riste una atta c,,"centmei6n de Ca++, st 

lo una iS06nzinu hace apal'idón y ,,"on Wla intensidad apenas perceptible (Fiq-,J.m -

6. 7y8J . 

eUClI~ e~N{ReC. ClInI~ ep.EClD(l EN 150 mm 
lO. ActII)IPAD DE ~ael. ActIOIDAD . 

LIBRE DE ION 100$ 166S 

Ca++ 18 ." " " 
!<'.g++ 35 mM 155S 166S 

MANITOL 260 mM '" 166S 

{ABCA 1.- EFEC{~ PE DO~ eA(I~NE$ ta++ y ~~++ seBRE CA ACfIOIPAP DE ~ADP
IDH "in uibro". 

Previo a la l'oolizaci6n de su cin4tica. S6 obtuvo U1Ul CU1'lXl de pH paro ".".,i;"'1> 

enzimas (Figum 13 ) . El valor 6ptin-.o paro la deshidroge .. ..aaa Je isocitra to Fue de 

8. 0. semejante al encontrado parn tas enzilOOs de corazón e r.!go.do de rata "(:!2J. -

Para la enzw MDH. se observ6 que esta presenta su nt<ieima actividad en un l'tmgo 

de pFl de 7. 5 a 8 . 0. lo cual ya ;'..a aido l'epor tado para las endmas peroxisom:tl y 

soluble de hojas de espinaca y sermUa de ah!ch.aro respectivamente (57. 63) . [,as 

cin4ticas fueron obtenidas y Zas constantes Km y ¡.má:z: de las enzim:ut de w s cuUi 

uos crecidos en diferente salinidad se ca lcu larcm para ayudar a corrobora!' si el 

incremento obse1'Vado en la intensidad de las isoenzimas de IDE eran ~nicamente ~ 

sultado I:k un cambio en la afinidad de Za e¡¡zintl pOl' el sustrato (en pr1rrofos o.n-

tel'iorea se propone que es ~80.do PO?' CQJr',l;ios en lo. concentración de los iones -

Mg++ Y Ca++J. Ade~s. Za obtenci6n de dichas constantes se reo.tiz6 ta;¡rbi4n con ta 

finalidad de C01!Ocep si las enzimaa de Zas p!antas expuestas o. dife1'ente saZini-

dad "in vivo" dife1'!an 6n 8U cin4tica. ya que leJa trabajos que abordan este tema 

no p1'eaenta un cuadro claro (23. 38) . 
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F1GURA 13 . - EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS NAO-MOH 
(--) Y NADP-IDH (-----) DE HOJAS DE SORGO CRECIDO DURANTE 
7 OIAS EN SOLUCION HOAGLAMO. 
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En la Figura Ha, se puede obsezovQr que la gI'l'ifica de doMe recíproco lIII<e8-

tra cambi08 en la8 con8tante8 de la enzinn IDH cuando la8 planta8 fueZ'Ol'l e:rpues

tas a la sa l. La erposici6n de las plantas a 25m/ol de NaCl lleva. a 101 awnento en 

!-má%, pero ningún cambio se presenta en BU Km (Tabla 2) . Sin embargo, concentI'Q

ciones m:J.yores de 25 mM de la sal en e l medio de crecimiento e leva la Km sin que 

la Vmi:c vane. Obse1'lXl1tdo la Figura 15 n08 damo8 auenta de que la m&t:inu intensi 

dad de la enzima en z.os geles (la Sunrl de la intensidad presentada por las dos -

isoenzinus existentes en el s¿ptimo dCa), que es t'eflejo de su actividad, la ti!!.. 

ne el aultivo crecido en 25mM de NaCl, y sólo un pequeño decremen te se observa -

en concentraciones supet'wres . el incremento en la actividad encontrado en 25mM 

de la sa l , posiblemente es debido a 101 incremento en la sCntesi8 enz ir.ll'ítica, es

to e8 sugerido por la ausencia de cambios en el valor de Km. El aumento en la a~ 

tividad encont~ en concent1'aciones rruyores, parece esta:r dado por una In:lyor -

actividad de la enziMl ya mstente, pues un decremen to en la Km sugiere una In:l

yot' afinidad de la enzi/ltl: pot' el sustrato . Esto úttimo apoya la rslaci6n mencio

nada en P<i1'1'Qfos anterwt'es, Bnt1'8 e l incremento en la intensidad de las isoenzi 

lTrJ.8 de IDH Y l08 cwnbi08 en la concentruci6n de Ca++ y Mg++. [,os cambios en 'tos 

va lores de Km de IDH encontrados en concent1'aciones de sal superiores a 50 mM 

(Tabla 2) , ¡juat'dan WU2 gran relaci6n mm los cambios en contrados en la Sunrl 

del á:rea bajo la CU1'VQ del total de sus isoenzintls (Figura 15) , ya que un decre

mento en dicha constante, cuando eriste 100 mM de NaCl , t rae como 1'eBultado una 

l1l2yor intenGidad en las isoenzint:!s, mientl'as que un ir.crel7!e>lto en la Km hasta 

lJ.22, cuando mste ISO mM de la sal, lleva a una menor actividad en sus isoen

zim::r:s. 
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f1GURA 14.- CURVAS DE D08LE RECIPROCO PARA NADP-IDH (a) Y NAD - MDH (b) 
DE HOJAS DE SORGO CRECIDO EN DIFERENTE COflCENTRACION DE 
NaCI. DURANTE 7 DIAS . LAS LINEAS FUERON CALCULADAS UTILI
ZANDO UN ANAUSIS DE REGRESION LINEAL . PLANTAS CRECIDAS 
EN AUSENCIA DE SAL (1), 251ftM.(2), 50mN.(3), 100 mM.(4) Y 

150 111M. DE Na CI. (5 l . 
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NoCI EN EL MEDIO DE CRECIMIENTO (mM'. 

FIIUItA 15._ Mt:A MolO LA CURVA D!:L ltlTAL DE ISOUZ"" 01: NAOf'-IOM (_1 
y NAO-YDM ( ____ _ , DE HOJAS ()[ SOftGO CMCIDO EN DlFEH .. TE COM-
ClDtTItACtQN DE Noa DUItUillTE. ., DIAS. 



NaC! EN EC mEDI~ DE NADP- IDK NAD-lI!DK 
CRECImIEN[(!) ("') Km .... , Km ' "",,, 

O 25 . 91 11 . 58 1. 47 76 . 6 1 

25 24.20 16 . 31 0.89 74. 61 

50 14 . 12 11 . 83 1 . 18 77 . 71 

100 7. 92 12. 41 1.06 71 . 95 

150 13.22 11. 89 1.34 79 . 15 

[ASCA 2. - QAC~RE$ DE Km (pm) Y Cmax (~ ABj ./~~/h ) DE NADP-IDK ~ NAD-~K ' 

DE HeJAS DE C~$ CUC[I~$ EXPUES(~$ A DIFERENtE C~NCEN(P~CION 

Df CA JAI. DWh\NtE 7 nIAj: (n-2). 

Como se meneum6 en la seccitm de r esultados. en donde se ;-.abla sobre la lo-

caUzaci6n cdular de las en.3Ws. la ausencia de la deshidrogenasa de isoaitrato 

qus ut iliza como coenz ima al NAD+. eugisrs qus la formJ. mitocO>tdrial de la NADP-

JDH ¡msde realizar la oridaci6n de l total det iBocitmw du=nte su paI'tiai;;raci6n 

sn el ciclo del 6c ido cCtrico. Sin embal'go. loe resultados tan¡bibl indican que la 

lIADP-IDH p1'esenta sus dife1'entes isoenzinus tanto en la fracei6n soluble como sn 

la mitoeondrial. lo cual dificulta el eoncluC1' si el i ncrement o en la aetivic!ad -

de esta em:w. eausado por la p1'eser.aia del NaCl 8n el exterio1' de la pZm;ta (Fi 

guras 7. 8 y ]4a) . se da solo en el interior de la mitOCOl1dria . lJna ~yor activi- 

dad de la enzUrr;. mitocor.drial podrta llevar a WI aumento en la fosforilaci6n oxi

dativa cuando el NADPH fuese utilizado por la transhidrogenasa para producir - -

NADH (Figura 4) . 

Refiriéndor.os al compor tamiento de las isoenzimas de NAD-MDH (Figuras 9 y 10) . 

estas no pa.Ncen guarda1' 1'6laci6n con los cambios en la concentraci6n ck l.os iones 

cuantificados . Loe valores de c01'l'elacwn obtenidos del análisis estadísticc apli

cado fuel'Ol1 siempt'e muy bajos . Los c:ambws encontrados en el <frea bajo la cta'Va de 

todas sus isosn.3imas al expor~r a la planta a difePel1te salinidad, no 8011 tan dn6s 

ticos como los el1eOl1tmdos en IDH (Figura 15) . Asimismo. los efectoe de "toe catio-



nes "in vitl'O" (datos no presentados), SOl'l menores que los que tienen sobN la 

[DR, siendo el i6n ~a l~io el que inhibe en mayor grado (apPOXi~adamente en un 50~) 

~uando se agl'ega al medio de reacci6n en Wta ~oncentrución similar a la que se 

presentaba como la más alta en la hoja . 

Los valoNs de Las constantes cin4tioas de l.'AD-MDR (Tabla 2 y Figura 14b) , .. 

no guardan l'ela~i6n ~on los cambios encontrodos en tos patl'Ol'les isoenzimáticos, -

ya que mientras sólo urns peque nas ~riacione6 se presentan er. estos últimos (Fi

guros 9, 10 Y 15) . un n(!table dS~l'6mento se da en los valores de iím cuando se ·in

orementa la sal en el medio (Figura 14b) . sugiriendo que una ".ayor' ac~ividad ce 

la NAD-I<fDH se pl'eSenta ouando existe NaCl en el exter ioI' de la JU{z del vegetal. 

La disOOI'dancia entre estos datos 6S difícil de explicar . 

44 



ctmcc;usrOlrEJ. 

La8 cOl1clu8iones del pl'e8en te trubajo 13011 la8 siguientes ; 

La enzima NADP- IDH exhibe un máximo de 3 diferentes formas moleculares, Zas 

cuales están presentes ~to en la ~ción soluble como en la mitocondrial, 

encOl1trándose la rrnyor parte de la actividad total de la en;;illrl (821) er:- la 

mitocondria . La NAD- MDH por su parte, presenta S isoenzimas, de las cuales 

2 13011 especí{icas de la mitocondria y una d2 l cito8o!. Esta enziJr.a también 

pr esenta una mayor po~ión del total de ~~ actividad en la {rucci6n mitacon 

d:rial (76'l) . 

Los patrones isoenzimáticos de ambas enzimas presentan cambios durante e l de 

sarroIla del organismo, neceaarios tal vez p:¡:ra el organismo enfren t e los 

distintos eventos moleoulares que se presentan durante Zas etapas de estudio . 

La NADP-IDH disminuye hasta una isoenzima del 3° al. 14" día de orem.miento, 

mientras que la NAD-MDH incrementa de 3 a 4 el. número de { armas moleculares. 

pasando por S en el 7" dCa . 

Los patrones isoenzimátioos de Zas dos enzimas obtenidas de los cultivos ore 

cidos en diferente oonoentram.ón de NaCI , presentan di ferenoias entre sC. Las 

isoenzimas de NADP-IDH e:::traídas de plantas expuestas a la sal, muestran wta 

mayor intensidad en los geles que la de las obtenidas del grupo oontrol. 

siendo las enz imas del outlivo .expuesto a 25 mM de Nael las que presentan la 

m!xima actividad. Las c0I18tante8 cin4tioas Km y \Imáx de la enzima obtenida -

de los diferentes cultivos. sugieren que una baja ooncentraoión de la saZ en 

el medio (2SmM) > lleva a un incremento en la síntesis de f orrrt1s preexisten- 

tes. mientras que la exposi oión de las plantas a concentraciOl1es más eleva-

das (hasta USO mM), l leva a un incremento en la actividad. que no es resul

taM de un aumento en el número de moUcuZaG activas. sino de wt incremento 

en la af i nidad de la enzima por el sustra to . 
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LOB cCTtIbios en la intel'lsidad de las isoenaimaB de MDH obterzidas de W8 cutti 

V08 crecidos en diferente COl1Cel'ltroci6n de NaCZ~ SOl1 mel'lOS drásticos que los 

de IDH~ pera ~s dif!ciZes de explicar. ya que ¡m pequeilo decremento se PI"! 

senta en la intenBidad deZ total de SUB iBoenzimas cuando las ptantas son ex 

puestas a la saZ, mientras que los va'tol"BS de Km obtenidos de las enzima,g. de 

'tos difel"entes cuZtivos, sugiel"8n que se pl"8senta una muyor actividad cuando 

el NaCt se BncUel'ltra en d medio de cr>ecimiento. 

La aUa actividad de las isoenzWt:rs de IDH prosente erz l as plantas crecidas 

en concel'ltraciones de NaCt supen.ores a 25rrM, guardan una estrecha re!aci6n 

con Zos niveles de ZOB cationes Ca++ y Mg++ de la hoja. Las plantas crecidas 

en elevadas concentraciones de sal presentan una disminución en la absorción 

H 
de Ca ,que parece ser ca7!pel'lsada por un awnento en la absorei6n y tronspo!: 

t e de Mg++. Ensayos I"salÚlados "in vitra" demuestran que mientras el Ca++ in 

hibe en un 100% la aotividad de la enzUm, el Mg++ la activa hasta en un 55 ); 

cuando Bon expuestos a concel'ltraoiones similares a las encontradas en la ho-

ja . El incremel'lto en la actividad enzimd'tica parece estar dado por una baja 

concent~i6n de Ca++ (menor inhibici6n)y/o por una alta concel'lt~ión de 

Mg++ (cwtivación) . 

Los niveles de los oationes monovalentes Na+ y X+ pl"esentes en la hoja, no 

guardan relación con la Mtividad de la IDH, lo cual es apoyado por 'tos estu 

dios "in vitre" en donde estos cationes, en una ooncentrución igual a la que 

se encontr6 en e l total del tejido folial", no afectan notablemente la Mtivi 

dad de la eI'Izima. 

Como concZusión final , podr{CTtIOS decir que la exposición de plantas de sorgo 

a diferentes con~ntruciones de NaCl , trae consigo diferencias en 'tos patrones 

isoenzim,fticos y en la cinAtica de sus enzimas NADP-IDH y IIAD-MDH de hOJ·a. Estas 

diferencias pareoen ser resultado de una distinta actividad enzimdtica causada 
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por una dife1'ente concentruei6l1 de eiel'toe eatiunes en 'La hoja, que es a BU ve.!: 

debida a una diferente eo>!centruei6l1 de NaCZ en. el. medio de crecimiento. Los = 
bias encontrados por 1.0 ta"lto , parecen presentarse com::> consecuencia de 'La ~re -

sencia de oVaCl. e11 el medio pero no come respuesta para contrarrestar sus efec t os 

t6ricos . 

" 
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