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RESUMEN 

Cilulas de Bou.,,tJra1a t~rn1fol;a en cultivo liquido y en 

ayuno ae nitrato por 15 noras, absorben casi el 507. <2el 

nitrato del medio, durante 1as primeras 2 horas¡ en las 

siguiente& horas, nay un f1UJO ae salida de un 907. <2el 

nitrato acsorbido resultando una toma neta de nitratos de 

solo tOY.. 

se propuso que este flujo de entrada 

un mecanismo de ajuste osm6t1co. 

salida de nitratos es 

se e><pusieron los teJ1dos, a • compuestos que provocan 8JUSte 

osmótico celular (NaCI, KCI, polletil6n911col sacarosa) 

se determinaron las modif1cac1ones en la toma y salioa de 

nitrato. 

se encontró que ningún osmotlto modifica el fenómeno de toma 

eKcJusiOn de nitrato¡ por ~llo se conclu)'e que este 

fenómeno no. tiene un origen osmótico. 



1, INTRODUCCION. 

El r:ipido crecimiento de ta poblac16n mundial v las !lmi­

tac1ones geogrlf1cas de tierras para la agricultura nan 

provocado serias consideraciones en lii e><pans16n de cultivos 

a tierras consideradas desfavorables para e1 crecimiento 

desarrollo de las plantas. 

Entre. las causas mis importantes de la baja sobrev1..,enc1a y 

poca productividad de cultivos vegetales se encuentran las 

sequTas y las altas concentraciones de sales en los terrenos 

de siembra (t7). 

1.1. Relaciones 

En casos donde I• planta es sometida a cond1c1ones desfavora-

bles de agua 

ve Obligada 

concentraciones sahnas, la célula vegetal se 

modificar su potencial osmótico interno, por to 

que na habido un gran interés en e1 estua10 de la t'\ab1hda.J 

de cólulae de plantas superiores para r.egular éste Potencial. 

(12, 23, 33). 

La 
1 

cantidad de agua que puede oDtener una pli:lnta es uno ae 

1os f1ctor~e de m1yor 1mport1nc11 pira su desarrollo, este 

compuesto esencial. constituye n1sta un 701. del peso fresco 



de rwucnos organismos veget•les. L• tasa de crec1m1ento de una 

cllula veget•I la eficiencia ·en sus procesos f1s1ol6g1cos 

son mayores cuando la turgencia celular es ml>eima (15). 

Ast rnismo las Plantas nan desarrollado estrategias adaptati­

v•s para poder conquistar medios donde el abastectmifmto de 

agua es muy bajo, esta• adaptactones pueden consistir en 

regulaciones metab61icas y fis1016gicas de diferentes formas. 

una medtoa para determinar el es tacto ni drico de una planta es 

el potencial de agua o potencial hidrico es 

definida como la energía libre por mol de agua, ea decir la 

energía d1spon1ble para realizar trabajo (2) donde • es 

igual a cero en el caso del agua pur"a. • se ei..presa como: 

• 

•P es el poten-

c1al de presión 1) de turgencia. El potencial osmótico resulta 

de lil presencia de solutos en el agua es tos reducen el 

potencial hillr1co proporc11)na1mente a la concentrai:16n de 

solutos. El potencial de presión aumenta al potencial hídrico 

por la presión impuesta sobre un sistema cont.enido, ya que 

cuandO e1 agua entra a 1a c61ula se desarrolla una presi6n en 

contra de la membrana (t6). 
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El potenci•I t\fdr1co se eKpresa en unidades de presi6n, ya 

sean bars o Pascales (Pa), donde 

'º blr" t megaPa 

y tendrl un gradiente de valores negativos en el ·caso Cle un 

eisterna tierra-p1ant1-atm6sfer1 l1'5). 

En una cllula vegetal, 

alta concentrací6n de 

el Dajo 1D1stec1miento de agua y la 

sales en el medio tienen el mismo 

efecto, ya que ambos causan una disminuci6n en el Potencial 

osm6t1co¡ la d1f~renc1a entr'e estas dos cv"d .. :.1c.ne-s oesfa­

voraoles consiste en que. el baJO abastecimiento <J-e agua es 

produi:1do por sohJtos 1mpermeaoles la memor ana celular 

(Polieti16ngllcol), mientras en el caso de la alta concentra­

ci6n de sales es causaCla por varios iones, pr1ne1pa1mente por 

Na• y c1-1 que puee1en ser transportados nac1a amoos lados de 

la membrana celular (t), 

Los mecanismos ae regulac16n osmótica necesitan de una señal 

para 1n1c1ar su respuesta f1s1ológ1.:a¡ esta señal pueae ser 

el volumen celu1ar 1 que se verl mod1fica<10 por fluJOS de 

entr•d• salida de agua. 
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Cuando ta presi6n osm6tica e><terna se ve aumentada, provoca 

la salida de agua el \!Olumen celular se ve d1smmu1do, 

naata que se genera una presi6n osmótica que iguale las 

presiones e1<ternas e internas las que se sometió la célula. 

Cuando el abastecimiento de so lutos intracelular se ve 

incrementado la c61ula puede recobrar su estado turgente 

inicial. 

Una respuesta de la ctlula ante la plrdida de agua es 

transportar o sintetizar ciertos solutos especificos con el 

fin de aumentar la concentración del medio interno celular y 

disminuir el potencial osm6t1co interno 

p6rdida de agua. 

asi ev1t•r mayor 

Los compuestos que s1ntet1za o acumula una c61uta pueden ser 

de muy variada naturaleza según la especie vegetal de que se 

trate. Se tia reportado la acumulac16n de aminoic1dos (proli-

na), amrnas cuaternarias (glicina betarna, tr1gonelina, 

colina), compuestos sulfurados (taurinaJ, carbotudratos 

(sacarosa>. lciaos orginicos (mihco, cítrico, oxAhco) 

compuestos nitrogenados inorglmcos (nitrato) Tabla <•, 
7). 
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ESPECIE VEGETAL A B e D E F G H 

Sorghum vulgare 791 32 37 H 11 

Medlaargo satlva HI 2f 14 31 21 11 200 

Gossypium n/rsutum 221 11 1H 14 11 H 

Hordeum vulgare 71 1 .. 23 11 31 HO 10 

Beta vulgarls 117 221 11 44 20 17 

Llcoperslcum esaulentum 111 • 11 42 21 71 

Phaseotus vulgarls 170 o 41 20 1 

Capsiaum frutescens 110 13 2 30 1 

Potamogeton schwelnfurthii 221 37 71 37 113 12 

Cauaua carota 113 3 10 180 270 

oultlvo de t•Jldo• 
Hel1anthus annuus 30 3 2 5 100 

teJtdo de htpooottto 

T•••• 1. '""º'"'•• ••••1n1nt11 en 1• 1r1111n 01,..e11c1 1nconu1111 1n n1111 f 1ro111 01 a11n111 •••ow11r11 
• • •• •• • a- .. , 

A1 K (IHr'J: e1 NI (.1"MI: C: CI ,.._ .. ,~ Ot Mt (mW1: 11 CI (tftMll P1 10
6 

lt .. I) Qt A:llCIOI ~trtlftlOH ( .. 18 1 }I 

"' A1011r11 (MMI. 01111 '''' 11101r11 r nur1101 DIJO oori1 1 01on11 ''"''JlfttH ''" 11011H «'J. 
CP 

-----~--~ ··---·-- ---.. ·-·-- ..... 



1.2.. Nitrato. 

El nitr6geno es un elemento de suma 1mportanc1a para el 

metabolismo celular, forma parte indispensable de am1noá­

c1doe, •c1dos nucl6icos1 asr como de la mayorra de otras 

macrom6lecu1as orglnic1s de tod1s las cilulas. 

El n1tr69eno puede ser tom•do por 1a planta en forma de 

amonio o nitrato; este último es un amón formado por un 

Atómo de n1tr6Qeno tres de O)C.íQeno !N03-), dilndole una 

c•rga negatril al ion. 

Las cllulas de la raíz toman el nitrógeno teniendo una ma,.or 

preferencia por el n1tr6geno en forma de nitrato, que como 

amonio (3). La absorc16n depende de e1 área de la super ficte 

de la raíz, tanto como en la capacidad la cantidad de . 

acarreadores de la membrana (9), El transporte de nitrato es 

Por mucno, el transporte mis abundante de n1tr6geno 1norgl­

n1co en la gran mayoría de las plantas. 

\.a absorción de mucnos iones puede presentar· una respuesta 

line11, pero en el caso del nitrato se presenta una respuesta 

de tipo logarítmico, que implica que el transportador 

presenta saturac16n por sustrato (figura '> (t9). 
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Se han reporta..ló dos tipos de transpor.taaores en la membrana 

según ta concentración externa del nitrato pueae ser un 

transporte ae alt• o de baJa afinidad. Hay evidencia que 

1nd1ca que el transporte ae nitratos es dependiente de ATP, 

aunque hast• la fecha, no na sido reportado un s1stem1 de 

ATP11• en el tr1neporte de •n1ones para pl•nt•s superiores 

(19, 7~ 

En 111 tom• de nitratos como func16n del tie~o se Observa al , ..... 

inicio una fase de reposo, seguida de una toma logarftmica; 

asto indica que el sistema es inducible, como el de una 

enz.ma que se present• ante su substrato (Figura C:) (t9J. 

" 
Nielsen (261 hl necno una severa crrt1ci1 de· la interpret•c1ón 

de loa datos pira el transporte de iones¡ en el caso ae1 

pot1110 na reonterpretaao los aatos aosponotoles propone que 

la toma del ion se presenta en dós etapas¡ una, con caracte-

rrsticas setneJantes a 1a5 de los acarreadores. para baJas 

concentraciones otra, con prop1edaaes de canal ae trans-

porte para altas concentraciones del ion. 

La toma de nitratos puede verse modificada por l.as concentra-

En el interior la regulación se 

lleva • cabo por la nitrato reductaaa que va reduciendo el 

nitrato • nitrito, por lo que. al saturarse la enzima, se 



ABSORCION DEL NITRATO 
EN FUNCION DEL TIEMPO 

NO¡¡ ABSORBIDO ~ mol .. - 1 g _, 
e.--~~~~~~~~~~~~~~---. 

• 

4 

,2 

o .s 1.0 1.S 2.0 a 
TIEMPO (hre) 

Flg. 2 
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mn1be la entrada de nitrato, con la posible presencia de 

flujos de salida por parte de la c61u1a (30, 31). 

Así mismo la presencia de otros ione~ puede alterar el 

transporte del nitrato: estos iones pueaen ser ae igual o 

diferente carga. Por ejemplo, la presencia ae calcio acelera 

1• entr•d• del nitr•to, ya que las caro•s pos1t1vas del 

calcio que se encuentran cerca de I• pared celular enmascaran 

las cargas negativas de lata, n•ciendc que los iones con 

car;• negativ•, como el nitrato, se acerquen mi& fAcilmente a 

los transportadores de ta memat>rana. (figura 3) 

Existe influencia en el transporte de nitrato por iones como 

el potasio, cloruro, sulfato, bromuro, aunque esta 1nf1uenc1a 

es muy pequeña (19). 

El nitrato ya dentro de la célula tiene pos1ti1lidad de tomar 

tres rutas diferentes. (30) 

A) REOUCCION. 

8) ALMACENAMIENTO. 

C) TRANSPORTE. 

,, 
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EFECTO DEL CALCIO EN 
LA TOMA DE NITRATO 

NO 3 ABSORBIDO 11 molH g - 13 hra - 1 

+ 
+ 

o 2 s 4 e e 1 a e ro 
caso, mM 

- 2.0 mM KN03 -+- 0.11 mM KN03 

Flg. 3 

12 



El nitrato para ser integrado al metat>ollsmo, como parte 

del ciclo del nitrógeno tiene que ser reducido ,a nitrito, 

reacción que es mediada por la enzima nitrato redu-:tasa (4). 

N03 --•'l> NOz --b? NH3 --e,. GLUTAl41NA --d• 2 GLUTAHATO 

a) nitrato reducta••· 

b) nitrito reductasa. 

e) glutamina &intetasa. 

d) g1utamato sintetasa (GOG" T}. 

El nitrógeno es acumulado a concentraciones mternas constan­

tes, independientes de las concentraciones e,;tern.:ts, lo que 

sugiere una homeostis1s (6). El nitrato pueae ser almacenado 

en las vacuotas. Las pozas de a1macenam1ento son· rnás abundan­

tes en celulas jovenes y pueden variar por influencia de la 

glucosa (30). 

Es necesaria c1er ta concentración de nitrato exó9eno para 

mantener e 1nduc1r la enzima nitrato reduetasa, ya que el 

nitrato almacenado en la vacuola, nó est:i dispomo1.:- par-a ser 

reducido (2.0, 29, 30). 

El nitrato absorbido por la raíz, es transportado por el 

><1lema hasta las hojas, donde se realiza ta mayor parte de la 

13 



reducc16n del nitrato nltrito1 ya que la nitrato reductasa 

es mis abund1nte en estos tejidos. 

Cram {8) na encontrado que el transporte de nitrato puede ser 

1ilducido en cultivo de c6lul1s de tabaco, 

1.3. Cultivo de Cllulu. 

El uso de la planta completa como sistema de estudio de la 

regulaci6n celular del potenci1I osmótico presenta ciertas· 

restricciones, como el hecno de la presencia de varios tipos 

de c61ulas desdiferenciadas, que no responden de igual maner-a 

a un cambio osm6tico en el exterior por no encontrars~ en un 

mismo estado fisiológico l1, 18, 19). 

El cultivo de tejidos vegetales {CTV) representa una alterna-

tiva para este tipo de 1nvestigac16n. CTV es un t6rmtno que 

se utiliza para designar 

p11stos o cualquier teJido vegetal in v1tro es decir, 

mantt!nienao c6'1ulas bajo condiciones ambientales controladas 

con aporte exógeno de todos los nutrientes que requiere 

para su desarrollo (25). 

En la m1yorfa de loe cultivos se . requiere de reguladores para 

un crec1m1ento adecuado¡ las mis comunes por su uso son las 

14 



de tos grupos ae tas amonas y las c1toctninas 1 en menor 

grado las 91bereltnas. 

E:I cultivo de tejidos presenta caracterfst1cas muy part1eu­

lares como son: 

a) su crecimiento es retativuu~nte rlP1do. 

b) se puecse mantener el cuttivo en condic1ones •mbientates y 

nutrtcionate& controlada por tiempo indefinido, 

e) Se tiene un control de la as6ps1a de• mea¡o, eliminanao 

cont•minaci6n por mtcroor9anismos. 

d) Estabtectdo el cultivo se tiene material tnológ1co 

1oundante y homo96neo sin importar ios c.:1c1os ~col691cos 

del afio. 

En los últimos tre-1nta aftos es ta ticn¡ca ha perrñ1tido el 

crec1m1ento ae una 1nitt01dad de planta!, así como mantenerl•s 

en estados de desdrferenciac1ón como son los callos el 

cultivo en suspens16n. 

Los cultivos cte: canos son teJídos que se obtienen a partir 

de 14 proh1'eractón desorgani~eda ae un segmento o e)(ptante 

de cualquier 6rgano vegeta,, crec1enoo genl!ralmente como una 

rnas• de c11u1aa sobre un medio so11<10. 

15 



Los callos tienen un crecimiento lento y 6ste se lleva acabo 

en I• periferia de la masa amorfa, dando lugar • un gr•diente 

nutritivo, teniendo·, un meJor abastecimiento las c61ul•s de la 

menos nut,..1ente1 las co1u1as de las capas 

auper*'lores. 

Los c•llos pueden aer compactos y duros, o pueden d11gregarse 

facilmente (friables), siendo estos ultimos mis adecu•do• 

pare inducir 

coloreci6n de 101 callos puede variar de acuerdo a loa 

PtQfftentoe que contienen, entre los cu•les se encuentran: 

clorofilas, flavonoidee, antocianinas, etc. 

La• cllutas que forman los c•llos son altamente vacuoraci.s. 

muy par-ec1das • las c61ulas que forman ef parénquima y con 

formas muy variadas, que van desde esf6r1cas hasta alarga<:••· 

El cultivo en suspensiOn es ef crecimiento de c61ulas Ubr.es 

aUll•das o peque~os agregados celulares que se cultiv•n en 

medios ITquidos con agít•c16n constante. 

Como se mencionó •nter1ormente, los cultivos liquidos se 

Inician a P•rt1r de la tranaferenci• de secc1onea de teJido 

de callo, el cu•I ee diaaregado, y se mantiene 1noculanoo 

medio fresco con alicuotas de un volumen conocrdo del cultivo 

madre: en est• forma, !i se llevan a c•bo resiembras en un 

16 



mismo per1ódo, la densidad celular t1el 1nóculo seri mas o 

menos constante y debe contener entre 0.5 y C.5 X 105 células 

por llHlilitro. 

La cinética de crecimiento Cle los cultivos líquidos semeJa 

. •quena producida por l•s bacterias, pero siempre a tiempos 

1nls l•rgos en los veget•les. 

Aunque no tod•• l•s especies vegetales en cultivo lfquielo han 

present•n<10 la "''ª'"ª curva c•r•cterrstica, en general se 

puede Obaervr que si se r••ica el nomero de c'1u1as contr• 

el tiempo de Snc:Ubact6n, ae obtiene una curva con cinco fases 

muy bien 1Jefin1oaa. 

L• primera -I••• o t'•&• de reposo ~uceae poci> tiempo ciespues 

oel tn6culo. consiste en 11 preparación para 11 di.,..1s16n 

luego ta fase de 

crecnniento lineal donde la velocidad oe .:i1v1s16n es mlJ(1m• y 

'e1 crec1m1ento es m•vor¡ al t6rm1no di! esta fase el teJ1do 

entra a la fase de oes•celerac16n en el cual la d1v1s16n 

celul•r se ve d1sminu1oa. En la fase estac1•:>n,9r1a f'I nümero 

de c11ul•s se mantiene e•s1 constante por atgun tiempo, nasta 

que emp1ez• • verse d1sm1nu1do como consecuencia tte lisis 

celul...- en el teJido (Figura •> (36¡. 

17 
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El cultivo ITQU1do de c61ulas aumenta su 01omasa por <.Hvis1ón 

celular por crecimiento celular hasta que los factores 

externos, como la cantidad de nutrientes y el oxigeno, actuan 

como limitantes para continuar au crec1m1erito t34). 

Esta curva puede verae modificad•, como consecuencl• del 

par1111etro utillz•do P•r• medir el crecimiento del cultivo; 

las Mediciones pueden ser con b•se en el peso fresco total 

del cultivo, peao seco total, nomero de c61ul•a, cantid•d de 

proteTn• o de DHA. indice mlt6t1co o P•quete del volOmen 

cfilular (P\IC), 

En el caso del paquete del volúmen celular, ~ste sigue 

aumentando aún durante la fase estac1or.ana, ya que aurique 

las cl1u11s no ae dividen, 6stas incrementan su tamaño por la 

tOllla de agua, to que se reflej• en el aumento del paquete. 

La form• de l•s cilul•s en suspensión vM'ia tanto como la de 

las c6tulas de callo, 'I presentan una pared más gruesa de 10 

normal. 

Laa c61ulaa en auspena16n tienen un metabohsmo mis rap1do, 

debido • ésto, su d1vis1ón ce1u1ar es mis rap1da, pero 

t.-.btan. ea ••yor el número c:te mutaciones cromos6m1eas y las 

ploidT •• a diferentes niveles. 

,9 



A diferencia del cultivo de callos doncie se presenta un 

gradiente nutric1on11 (2.7} 1 en el cultivo líquido no sucede 

lo mismo, ya que todas las c61ulas se encuentran sumergidas 

en el medio nutritivo, de tal forma que las c61ulas tienen 

un• cinltica de crecimiento mucno mayor a la de las c61ulas 

en cultivo e61ido. 

Las Cllulas en cultivo tanto s6UClo como liquido, se verln 

afectadas en su morfología y características al haber 

variaciones en loe componentes del medio nutritivo, como son 

Vitaminas, fuentes de carbono, nltr6geno, etc; pero princ1-

pal11tente se verAn afect1dos por toe reguladores a los que 

estl e)(puesto y la concentrac16n de los mismos. 

Oe 1gu11 forma, la ed1<S del cultivo r el .número dt'! resiemoras 

las que se ha sometiao, afectan de manera importante la 

morfologt• 

i!O 



1.•. 

El presente trab•jo se re•liZ6 con célul.&s en suepensi6n ce 

Bouvara1a (Cav.¡ Schl., o "Trompetilla", 

perteneciente a la famma Rubiaceae, del orden de las 

RUbille!5. 

Es una planta que puede ser nerblcea o arbustiva, mide de t a 

t.~ m de altura, con superficie 91abra. sus noJa& miden entl"'e 

3-6 cm de largo, tienen peciolos cttpticos, lanceolados o 

acuminac:loa, la base es redondeada y de borde entero. sus 

flores son rojas de 2.-Z.~ cm de largo, agrupadas en cimas 

terminales. La forma de su flor semeJa una trompeta, y de 

aqut su nómbre común. 

Florece \Jurante tos meses de JUho a sept1emore, esta 

•mPliamente distribuida en el vaue oe Hé)!.11;0, siendo mis 

.r>undente en •• zona sur. 

se na reportado colfto remedio contra la disenteria; 11 raíz 

pu1111eriz1d1, ae considera conto nemost:it1..:.ll (32.l; t.ambiln se 

na reportado comO po&it>le ant1carc1nógeno (G1tado en 13, t4). 

Estudios de lat>or•torio, realizados con anterlortdad han 

demostrado que B. tern1fol1• puede considerarse corno uno 

de los mejores cuttivos para re1llzar trlb•jos t>ioqutmico~, 
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fislol6g1cos, etc (10, · tt, t3, t4), ya que presenta las 

siguientes carac terT st1cas: 

a) Rip1da proliferación del cultjvo en mei:::ho sólido. 

b) No acumul•c16n de productos tó)(1cos. 

C) Cultivo en suspensi6n nomog6neo, con agregados celul•res 

de 3 e 9 C61UIH, 

el) El tiempo ele duplic•cl6n pobl1cion11 es entre 2• y 36 

hOr•s. 

e) T•nto c•llo como c::ult1vo ITquido, con alta vi•bllidad 

celular al iniciar I• fase est•cionaria. 

f) Posibilidad de obtener cultivo de callos a partir de 

cualquier parte de la p1anta 1 hOJaS, raiz, tall1."'I. 
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1.5. ObJetivo. 

En estudios prelifftttlares en cllul•s ae Bout1•r<J1a rttrn1~oli• 

se presentaron flUJOS de entrada y salida <Je nitrato en 

tiempo retat1yamente cortos (4.t5 nrs). 

L• ilnport.ncia Met•bllica del ftltrato en las c11u1as y la• 

propo111cionea que se han hecho acere• de I• pos1bilid•C1 de 

- el nitrato t_. un p-1 cot110 oa•or-regulador en v-t•­

les; ..,que est• teorra no n• 9idO objeto de mucnas inveeti-

gactonea, aegún •• 

ra, en el preaente 

.,recia en la inforuct6n 

trell•JO se ha estuC1o•<10 

ae t• Nteretu­

el posible papel 

del n1ti•to come. osmorregula<Jor en cultr'lo ae celutaa de 

es 



11, HA TERIALES HE TODOS 

H•terlal biol6g1co. 

Material de v1dr10, 

Re1ct1vos. 

Equipo. 

Hed10 de cultivo. 

curva de crecimiento. 

Soluc1on•• par• tr1tamrentoa con nitratos. 

Determin1c16n de nitratos. 

Curv1a de 1bsorc16n de mtr•tos. 

11.1 .. 1 Material b1olóQ1co. 

Se gener6 un1 lfnea celular de sou11tJro1a tern1fó/1a en 

Junio de 1987, nac1endose resiembras cada to v ~o días para 

meo10 1fqu1<10 s6hdo respectivamente. 

Las semillas de s. tern1fO/ld se ester1hzaron de la s1-

gu1ente manera: 

1) La,..100 con agua corriente por 30 minutos 

b) Inmersión en alcohol al 701. por 

con A-JU& destilada est6ril (3 vecesJ. 

c1 lnmersi6n en nrpoclorrto de soe110 tblanqueador comef"c1al) 

eat6r11 (3 veces) 

Las •em1ll1s deeinfectadas se h1c1eron germinaron en un medio 

de a9ar (9 9/I), ••caroH (30 9/1), se •·J1cion6 con tc1do 
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2: 14-a1clorofenox1acét1co {I mg/I) cmetina (0.005 .:.oc:~) para 

mduc1r callo. Las semillas se incubaron en ~arr :.ras de 

crecimiento a 2.7·C con luz contfnua por 3-4 semanas. 

Cuando se observan los primeros cúmulos de cé•1.,;Tas 1 se 

efectúa una resiembra a medio fresco¡ esta res1emora debe 

realizarse antes de que se '"pueda confundir et º'"•gen del 

callo )" poder determinar el 6rgano del que provenía. 

Para el cultivo en suspensi6n madre, se disgregaron i. g de 

cano, de forma mecln1ca y se inocularon 50 mi de mea10 en 

matraces Erlenmeyer de Z!SO mi: se incubaron en camaras de 

crec1m1ento con ag1tac16n rotatoria de 125 rom, 

continua. 

Ci·C IUZ 

Para mantener et cultlVO liquido, se ti>maron 5 mi 0.:1 cultivo 

madre, para inocular ao mi de medio nutr1t1110 en matraces 

Erlenme.,er de tZ5 mi; las cona1c1ones de 1ncuoac16n fueron 

las mismas 1t3J. 

TodO et Nter1al empleado se 1av6 con aeteroente, se enJuag6 

con -..• deatilacM y se eec6 en estufa. ara la cseterm1na­

c~ de nitrato• et ••teri•1 se l•v6 con mezcl• cr6m1ca1 se 

en""'"6 con _.. oeatilMia ., se sec6 en eatuf•. 



11.t.3. Re•ctlvos. 

Se emplearon reactivos de las casas J. T. BaKer1 t1ercK y 

Sigma, todos con grado analítico. 

lt.t.4. Equipo. 

Balanza analitica, Hett1er. 

Balanza granataria, OHAUS. 

agitac16n, Tnermolyne. 

Cimara de crecimiento a 27+2•C. 

Centrffuga 1 HSE. 

t4icropipetas, F1nnp1pette, de 50-200 VI t-5 mi. 

Agitador, \lorte>e-Thermolyne. 

Espectrofotómetro, Pye un1cam SP6.55o. 

Potenciómetro, Conductron1c. 

Campana de flujo laminar, VECO. 

Autoclave, Electr1c Steroclave 25X. 

H1crocentrf fuga, IEC Hiero HB-centr1fuge. 

11.2.t. Medios de Cultivo. 

Para et crecimiento de los catlo• se emple6 el medio de 

Hu~aahige 

ppm ele 

SKoog (i!5) modifieaelo. se 

cinetina y mg/I de lc1do 

adiclon6 con 0.0011 

2,4-dlCIOr"Ofeno•iac6tiCO 

i!6 



(2,•-D> y con agar 9 g/I. En todos los medios se aJUStó e1 

pH a 5.6-5.8 con Acído c1orntdrico e h1dróKido de soa10 1M. 

Las concentraciones de ·macro v micro nutrientes de este medio 

se present•n en la Tabla u. 

La• aolucton•• •• adicion.,.on en el orden indicaoo, en un 

volúMn de 200-400 tnl de aoua con ag1tac16n constante par• 

IUe90 ltevark> • el volu•en total. 

L• cinetina OterckJ se d1solv16 en e mi 
.. 

de HCI 'ºº "'"· una· 

vez dtiiuelta, se a,JUst6 el pH a 5 con NaOH too mM. El m11smo 

proceso se "ev6 a cllbo P•• el 2:,4-0 lHercKJi se d1solvi6 en 

J 1111 de HaOH too "'" y se aJust6 el pH d a con HCI too mf't, 

antes de agregarse al medio. 

La 54terosa (Herctq se agreg6 en un• concentracion de 30 g/I 

t fll'la .. ente con un potenc16metro se a,ustó el PH del medio 

entre 5.6-5.8, e1nple1ndo HCI o NaOH IH, para terminar 

a'forMldo a un htro. 
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60kl<t6n COt!IPUHIO 

A C.Cl¿.2H¿O 

1 119so,. TH¡¡O 

1 KH¡¡Po, 

e 11nso,.•Hao 
C H3'1<>3 J 

e ZnSo,.7H¿O 

C KI 

C COCl.6H¿O 

C NaMo0.2H20 

e cuso,.!IH¿O 

D Mio-ll'10Sitol 

O Ac. Ntcotinteo 

o PtriOOJ1t1na. HCI 

o T1am1na 

E KN03 

E Feso,.7H2o 

E N•¡¡EDTA 

Solución conc. Volúmen para 
( mg/ml ) 1 1 

8800.00 5 mi 

1'00.00 5 mi 

3000.00 

.. 6.00 

s•o.oo 5 mi 

860.00 

113.00 

2.50 

2.50 

25.00 

2000.00 
5 "'' 

I0.00 

'º·ºº 
10.00 

•o.oo 

220.00 mg 

25.85 "'11 

31.25 ftlll 

TABLA u. Soluciones ae los nutrientes para el medio nutre 
tivo de Bou'l'•ra1• tern1fol1•. 
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El agar bacteriológico (Herck} para los medios de cultivo 

s61ido 1 se adicionó en una concentración de 9 g/I t1espu6s de 

ajustar el pH1 para evitar dañar el electrodo, en un vaso de 

prec1p1tado <Je 1 1, se fundió por i:alor con ag1tac1ón. 

Los medios se envas•ron de la siguiente forma: para medio. 

sólido 25 mi en frascos Gerber. se taparon con papel alumi­

nio. P•ra ftledio liquido 20 '"' de en matr•ces Erlenmeyer de 

t2!S mi, igualmente se tap6 con 

medio ae esterilizaron ourante 

aluminio. Ambos tipos de 

kg/cmZ ae 

presi6n. Al finalizar el proceso se dej6 enfriar, para luego 

poder mantener el medio en refrigeración nasta su uso. 

u.z.2. Curva de crec1m1ento. 

El crecimiento celular del teJido líquido se determinó por 

piiquete del volumen celular 1P'4Cl1 se transf1r1ó un volumen 

conoc1C10 del cultivo en suspemu6n a turos -: ón1cos graduados 

de 50 m1 para centrifuga, se centrifugo a 2000 rpm por 5 

Minutos. Se determinó el aumento del volúmen del paquete 

cetular, aurante t4 df as. Cilda 48 horas se tomaron muestras 

se determinó el paquete del volúmen .-t,;elu1ar de cada uria, 

naciendo un prome.J10 de las tres med1c1ones. 



11.2.3. Determinación de nitrato, 

Se utlliZ6 una t6cn1ca colorimetrica, propuesta por Cataldo 

colaboradores ('3), que se modificó, para la determmaci6n de 

volúmenes pequel1os. Haciendo 6 repeticiones por cada trata­

-nto. 

Soluciones: 

Ac1do s1hc flico: se disolvió g en 20 mi de 1c1do sulfúrico 

concentrado. Esta soluci6n sirve pira 40 determinaciones, no 

se debe us•r despuis de 

se form1n gradientes. 

dfas, y debe agitarse bien, ya que 

Hic:tr6Kido de sodio 2 H: se diso1v1eron 80 g en de agua 

destilada sirve para too deternunac1ones 1 se puede guardar 

hasta e meses. 

De 11 solución de ic1do sahc ihco se ponen 50 vi en tubos de 

ensayo de t30 >< t5 mm, se agregan 50 IJI de la muestra de 

nitratos a determinar, y se ag1t1 por 2:0 minutos, despuis de 

este tiempo, se agregan to mi de la soluc16n de NaOH 2 M para 

neutl"'alízar. 

mantener loa tUbos de ensayo las soluciones en nielo. 
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Los tucos de ensayo, ya con el NaOH se agitan en .,~ .. rtex para 

evitar gradientes, después de que se ha enfriado esta 

solución, se lee en e1 espectrofotómetro a 4U) nm. 

11,C.4. Soluciones para nitratos. 

Soluciones par• provocar ajuste osmótico: 

NaCI 150 m" 

NaCI 300 mH 

Pohet1llng\icol (PEG) -t.3 megaPa 

-o.5 meg•Pa 

Todas las soluciones anteriores, fueron ad1c1ono~as con 

s•carosa 30 g/1 y CalN03 >2: 5 mH. como fuef'lte de nitratos. El 

paquete celular se laYó e incuDó en una so1uc16n de CaClz 

5 mt1 y s•carosa 30 g/ l. 

se n1zo un tr1t•m1ento con. tc:No3 como fuente de nitrato 

adicionadO con sacrosa 30 g/I¡ éste fufo el único caso oonde 

el lavado e 1ncubac16n de paquete celular se realiz6 con una 

so1ucl6n con sacarosa 30 g/1, pero sin cac12. 

Todas laa soluciones se esterilizaron ourante t5 mtnutoe a 

1(9/c1n2 <te preet6n v gu•rdadas en refrigeracJ6n. 
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\1.2.5, Curvas ae absorc1on de nitratos. 

S.e utilizaron cu1t1vos de células en suspensión ae 9 df as. Se 

determinó et paquete celular centrtfugando a Z500 rpm por 5 

minutos (aproximadamente 2000 g'} se eliminó e1 soorena-

d•nte antes de resuspender en una nue\la 001uci6n. En todos 

los ca&os se hicieron diluciones 1:3 del paquete celular y 

le SOIUCl6n. 

se hicieron 3 lavados con cac12 5m" y se <fej6 incuo1r en .,ata 

sotuci6n durante f5 nrs, a eKcepci6n det trat•m1ento con 

kN03, donde se 1a116 e incubó un1camente con sacaroaa. oespu6s 

de este peri6do, se volvió a lavar a veces para m1c1ar los 

diferentes tratamientos. 

En todos 109 tratamtentos, et teJ•do ya resuspendtdo, se deJó 

en matraces e:r1enrneyer de ti.5 mi con a\)1tac1ón rotatllr1a de 

130 rpm a 27·C. 

Cada 0.!5 nr se tomo t mi de la suepensión1 se co1oc6 en tubos 

Eppendorf y se centrifu96 minutos, en m1crocentrffuga a 

1e ooo rpm (ta ooo g'}, se tomó una muestra aet sotirenedante, 

que se guardó en congelador (-é!:O·C), nasta el mofftento de 

nacer 1a determinación del contenido de nitratos. (Figura !5) 

Se proce'saron todas las muestras de un tratamiento, a un 

mismo tiempo. 
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RESUL TAOOS Y OISCUS/ON. 

111.t. Cultivos. 

m.t.t. lnducc16n mantenimiento de callos. 

L• inducct6n de callo se nevó a cabo a P•rt1r <Se ta racHcu-

la, Y• que ae n• ruort•do que, • 

cl6n celular que se proauce en 

pesar de fa oeediferencia­

el c•llo, se presentan 

<1iferenc1•s bioqurm1c•a entre tos c•Hos pr-ovententea de 

de noja e.U! Bouvardíll ternrf1ol1a (13), 

Para el cultivo ae cualquier teJ1C10 vegetal se requiere del 

aporte e~ógeno de n1trógenó¡ este elemento puede ser tomado 

por la Planta en forma de nitrato o amonio y en el caso de 

muchas especies se utilizan ambos. 

Entre ras <11ferenc1as b1oquím1cas que se aprecian, se encuen­

tr1n las modificaciones en las veto«:i<lades de crec1mien~o 

segün la fuente de nitrógeno que se utiliza, en el teJ1do <Je 

radTcula se observa un meJor crecimiento cuando la fuente de 

nitr6geno es a base ae nitrato~ l13J. 

Ya que la toma de nitrógeno por la planta se ne~a a cabo a 

travls de la rarz. se consider6 mas apropiado mducir et 

callo a partir de la radícula, por ser el teJ1do que origina 
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a la raíz, así rmsmo se consideró el necno de que los tejidos 

de raíz radícula tienen un meJor crec1m1ento cuando la 

fuente de nitrógeno es nitrato y no amonio. 

En el teJído de Bou11•roi11 ternifol1.J a partir de radTcula 

el crecu111ento celular fu6 mla eficiente UtihzandO nitratos 

y sin el aporte de amonio (t3), 

En este caso, el suplemento de nitrógeno en el medio nutrl­

tiYo fue eepecrtec-.nte a b••• ese nitrato de potasio, con e1 

prap6eito de QLW la c6klla se habituara a este 1on, y tuviera 

una adaptaci6n prevta a los tratamientos para provocar 

a Juste osm6tico. 

Aunque Fernlndttz (t3) reporta d1ferenc1as en la concentraci6n 

ae regulaelores .P•ra el meo10 de mduc.c1ón el medio de 

rnantenuniento de callo, no se eni:ontraron a1ferenc1as 

significativas al ut1hzar un solo meo10 con la misma concen-

tanto para mducci6n como para mantenimiento l T 8Dla 111). 

El teJido de callo de 8. t11rn,fol1.J es incoloro y no 

totoSintlttco, por lo que no es importante la cantidad de luz 

en que •• disponga, crecienao con una 'lelocidaa igual •.n luz 

cowto en oDacuriClad. 



2 t 4 - o 
(AcodO 
2., •-d1clorof eno Klacet1co) 

Fig. 6 
F1tore9u1adores utilizaaos para 
los cultivos de celulaa 4e 
Bouv•rd1• t~rni,ol1•. 
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l'ITORREGULAOORE6: 2:,4 -o CINE TINA 

(lftg/I) (mg/ 1 ¡ 

CONCENTRACIONES 

REPORTADAS 

INDUCCION 

MANTE-NTO 

UTLIZADAS 

Tabla 111. concentraciones ª" f1torr"eguli11dores reportadas por 

f"ernlndez, L. <te>, para cult1vo5 de teJidOS .,. 
Bout1•rd1• r~rndo/1d 



El teJ1do tamb16n tiene la caracterrst1ca de ser muy friable, 

es decir forma callos blancos, 10 que facilita acelera el 

cultivo trqu1do para crecer células en suspensión, ya que las 

e61ulas de Bou11•rd1• ae disgregan fic1lmente, En las 

res1embr1a se pue'3e tener cultivo liquido sin agregaaos de 

gran tam11\o a 11 segunda semana de naber iniciado e1 cu•tivo 

en suspens16n (figura 7J, 

111.t.2. Cultivo de ctiu1as en medio líquido. 

Para 9raf1car 11 curva oe crecun1ento del cultivo se m1<1ió •a 

cantiaaa ae teJ1do por paquete de volumen celular¡ este 

paramento •rroJó aatos reproduc1t>les apoyados por la 

H, t31 14), 

Oeb1dll a que el teJ11lo en suspensión de s. rern1fol1t1 

presenta poco5 agregados celulare!3, retiene mucna agua, por 

10 que al nacer med1c1ones ae peso fresco se presentaron 

v1r1ac1one!> muy altas, debido que el tiempo para eliminar 

el exceso ae agua por vac10, no estl bien aeterm1nado lo que 

altera f ieilmente el peso final. 

se tomaron mediciones oel cultivo caoa cuarenta 'f ocno 

noras durante t4 Oías. En el se9undo dfa termina 1• · f•ee 
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A 

B 

Figura 7. C61uliJs r:Je Bouvard1a tern1fo/1a, A: 1nducc1ón de 
caflo a pdrr1r de s~m11/as. 8: Cultivo de células en 

suspensión. 



de reposo1 y empieza el crec1m1ento exponencial; al octavo 

aT a ha terminado su crecimiento e 1n1c1a su fase es tac1onaria 

(Figura 61. 

Se utilizaron cultivos de 9 aras. En este momento el tejido 

se encontrab• •I inicio e1e I• f•se estacionar••• de tal forma 

que el número de calul•s era constante en el cultivo. 

Deb1ao a que la cin6tica de crecimiento de est•a c61ulas es 

muy rap1da, ea muy di'ficil distinguir contaminac1onee por 

nongos o b•cteri•s en los cultivos, por 10 que fu6 necesario 

llevar a C•bo un control de contamina.:.160 por m1croscopra oe 

luz, para verificar la ausencia ae m1croorgamsmos, aseguran­

dose de tener cultivos a>eén1cos. 

111.2.t, Preparación de los cult11t<os. 

Fué neces1r10 lavar el tejido para ehm1nar el inedio nutri­

tivo en el que se encontraDdn crec1entJo hasta ese momento, 

ya que este mec:110 nutritivo tentd cierta concentración de 

nitratos, 10 que alteraba tos resultaaos de la toma t:iel ion 

en los tratamientos para provocar aJUSte osmótico. 

Tarnbi6n se cons1e1er6 que las células lleberlan permanecer por 

•lgún tiempo en la soluc16n el@ lavado, para eliminar el 

e>cceso de nitrato dentro de ellas, y durante el tratamiento 
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CINETICA DE CRECIMIENTO 
DE CELULAS EN SUSPENSION 

VOLUMEN CELULAR (mi) 
10~~~~~~~~~~~~~~~----, 

1 

1 

2 

o 2 4 171 10 12 14 

TIEMPO INCUBACION (dlaa) 

- 8ouvardls ternlfo//s 

Flg.8 
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mantuvieran avidez por el nitrato, siendo 15 noras el peri601) 

adecuado, para aespu6s proseguir con los tratamientos con 

nitrato. 

Así mismo este per1ódo de 1ncubac1on serviría para 1nn1bir la 

nitrato reductasa, ya que este enzima necesita concentrac10-

nee e><ternas de nitrato par• su 1nducc1ón (29). La enzima 

nitrato reduct•s• reduce el nitrato a nitrito, y naberla 

tenido presente durante los tratamientos hubiera s1gn1flcado 

un• disminuci6n del nitrato, como tal dentro de la célula. De 

tal forma que I• acu111u1ac16n del nitrato nub1era Sido menor. 

Se cons1der6 realizar los lavaaos e 1ncuOdC16n con una 

sotuc16n que mantuviera cierto potencial osmótico, la 

célula al ser e,.;puesta no sufriera un ,;neiqL1e osmétt1co. 

Se dec1d10 utilizar una soluc10n ae Ca~l.2: c9J, para que el 

calcio ayudara a mantener las membr ana.s ae las células. se 

utillZ6 la concentrac16n de 5 mf11 siendo la misma concen-

tración que se usara en los tratamientos con nitratos. 

Se decui1ó •gregar a l•s soluciones ae tavaao-1ncuoactón y de 

tr•t•flientoe un• fuente de c•rbono, para que l•s c61ulas 

llen•r•n sus requerimientos ener96 ticos durante todo el 

trat.-tento. L• fuente de carbono que se utiliZ6 fue sacaro-
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sa. considerando a este compuesto 1C1ea1, por ser el mismo que 

se utilizara en todos los medios nutritivos (6), 

La concentracJ6n de sacarosa que se ut1liz6 (67 mH) en esta 

aotuci6n (87 mH), es la misma que se agrega en el medio 

nutritivo y en Tos trat1m1entos de nitratos. 

Se realizaron tres l•vaoos con eeta so1uci6n1 en diluciones 

t:3 antes de iniciar loa tratamientos con nitratos 

(Ftgur• &). 

Todas las soluciones a eJCcepci6n de I• solución para el 

tratamiento del efecto ael calcio en 11 toma de nitrato, 

fueron ad1c1onadas con sacarosa. 

111.3.t. a!' nitratos. 

Para la oeterm1nac1ón ae los nitratos se ut1liz6 la tecn1ca 

descrita por Catalao co11oor1Cfores (6), estl t6cnica se 

basa en del ic1ao sahc1hco 

(Figura 9). 

El m•todo de Cataldo tuvo que ser modificado pues las concen .. 

trac1ones de las soluciones que se proponen en su documento 

son para pl.ntaa completas. Oe tal forma que P•ra las células 

en su1pensi6n, las concentraciones de lds solucJones de 



ACIDO 
SALICILICO 
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'~ H 

Nitrificaci6n de1 an1110 del leido 

••hc1lico, con acuio 11ulfúr1ieo 

concetrado. 
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nitratos eran muy elevadas (20 mHl y tuvieron que ser d1sm1-

nuidae (5 mHJ para que fueran detectadas por el sistema de 

medici6n, sin diluir. 

Solo ee midi6 el nitrato que se encontraba en el exterior 

celul•r, pero se debe considerar que la toma total de 

nitratos ea el resultado de los flujos de entrada y salida de 

nitratos en I• c61ula (28, 35). 

El mltodo, aunque no se ve afectado por otros compuestos como 

amonio, cloruros o nitritos, presenta una alta variabilidad. 

(6, 9, 22) 

La alta variab11idall del metodo de determ1nac16n de nitratos 

fu6 compensada con el número de repeticiones de los experi­

mentos¡ se reahzar""~n seis repeticiones de cada muetr"a de 

cada eKPer"1mento. Se hizo un onalis1~ estaaist1co de los 

resultados, 0Dten1endo la media (O 1 desv1ac10n estandar 

lOE), en la que se ubser..,an valores en un intervalo no mayor 

ª' .t12:%. 
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111.4. Absorción de nitratos 

111,4.t. Tratarruentos con nitratos. 

En ta t6cn1c• reportada por . cataldo cotat>oraoores (5.1 se 

utilizan plantas completas, expuestas a concentraciones de 20 

"'" ele nitrato de potasio, pero al e>eponer las cilulas a estas 

concentraciones de nitratos, no fueron detectables los 

cMtt>tos, par k> que se tr.OaJó a una menor concentrac1on que 

fU6 oe 5 "'"· 

Siempre se aetermin6 ta concentrac16n de nitratos en el 

eKteraor celular. En t.:iuas las gr.ái1cas, la toma lle n1t.ratos 

se reporta con base en el PorcentaJe, consiaer.:.noo el 1001. en 

el tiempo o. 

El tiempo para los tratamientos ~un nitratos fue aeterm1naao . 
por los ei..per1mentos prehm111ares que se reahzaron. 1n1cial-

mente se traoa16 con periodos ae tn~mpo largüs ae hasta 72. 

noras. En este tiempo se ve d1sm1nu1da la concentrac16n de 

nitr•tos en el eKter1or, en un porcentaJe muy alto. Pero es 

en tas primer as 5 noras en aonae se ve me JOr la t•:ima de 

nitratos, por lo que se realizaron tratamientos de 4,5 noras 

de expostci6n, <lespufs de t5 noras de ayuno de nitrato. 
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Se consideró el tratamiento con CalN03J2 como control de la 

toma de nitrato, por parte de las c61ulas se ut1hz6 el 

calcio como contra-ion, ya que fué con calcio donde hubo una 

mejor toma de nitrato y no con potasio: lo anterior se ve 

reforzado con la mformac16n de la literatura donde se 

menciona que el calcio facilita la entrada de nitrato. ya que 

las cargas positivas del calcio enmascaran . las cargas 

negativas de la membrana, por lo que los aniones se ven 

atraídos hacia los acarreadores de membrana (t9). 

La F'igura to representa la toma normal de nitratos en 

cilulas en suspensión en presencia de Ca(N03J 2 p mH 

sacarosa 67 mH. Se puede obserlo'ar una toma de nitratos nasta 

65t. en 2.5 nrs, después de este tiempo se ve una salida de 

nitrato alcanzando un 65% a las 4.5 nrs. 

En el tratamiento con nitrato de potasio SmH y sacarosa 87mH 

se ooser\tei tílgur a 111, una entraoa de nitrato. llegando a 

una concentración de i31. en el exterior, a las dos horas 

pros1g1.1e una salida oe nitratos alcanzanoo 89~. de 

nitrato en el e>1.ter1or a las 4.5 nrs. 

Los tratamientos para provocar aJuste osm6t1co se reahzaron 

con NaCI y KCI en concentraciones de 150 y 300 mH 1 y Poli­

etilénglicol -o.s y -t.o megaPa. 
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TOMA TOTAL DE NITRATO 
KNOa (5 mM) 

. 
NITRATO EXTERNO (11.) 

110~~~~~~~~~~~~~~~~ 

10 

70 
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Los tratamientos con NaCl 150 )' 300 mM son la~ con e en tra.:10-

nes reportadas por Diez ele Le6n CIO, U), en donde Ja c6lu1.1 

sufre un estr6s salino lleva a cabo aJUStes metabólicos o 

fis1ológ1cos. 

En el trat..,.nto con ...CI t50 lftM, la 'fuente de nitratos fue 

CafN03J2 5 mH y sacaroea 87 l'ftPI. Se ooser.'!ª· qµe:·: .r.a célula toma 

nitratos durante la priMera hora, llegando • una toma h••ta 

del 307., a 1as tres noras y media: se "obSérva ... un flujo. de 

salida de nitratos. a1canz•ndo en el exterior una concen-

traci6n del 146X; despu6a de este periodo la célula recupera 

un poco del nitrato que habla sacado anteriormente. Es 

ev1aente que una concentración de mis oel 100.x de ... nitratos en 

el e>cter1or, mdica que hubo un flujo de salida de nitratos 

de tas pozas celulares (Figura 12). 

Esta sahda de nitrato na!lta encontrarse una concentrac16n de 

cloruros corno inductores de Ja sáhda y ¡o entrada por un 

transporte antiport, pero sin que esto implique un papel 

·específico del nitrato como osrnohto. 

El tratamiento con N.CI 300 "'" se reahz6 D•Jo 1as mismas 

condtetones que el tratamiento de t50 mH. La toma de nitratos 

ful naata de un iOX en I• prilftera hora, seoueo• de una 11a1teaa 

e1e nitratos nasta alcanzar 90X en el e><ter1or, a las tres 
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EFECTO DEL NaCI (150 mM) 
SOBRE LA TOMA DE NITRATO 

NITRATO EXTERNO (~) 
1eo~~~~~~~~~~~~~~~~ 
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horas {Figura t3). El cloruro de sodio a 300 mM no provoca la 

salida de nitrato de las pozas intracelulares, este efecto 

del cloruro como inductor ae la saltaa ae nitrato, se ha 

pe-rdido qu1zl por que a estas concentraciones ya existe un 

severo estr6s salino que dana los sustemas membranales. 

Para los tratamientos con polietillnglicol (PEG) se utilizó 

sacar-osa en l•s mismas concentraciones que para . · 

los tratamientos de NaCI. El PEG se utilizo en dos concentra­

ciones que provocan un potenci•I osmótico de -o.s megaPa y­

t.3 meg1Pa, a estas concentraciones ya se provoca un ajuste 

osmótico, para c•lulaa en cultivo en suspensión (t, 2, t7), 

En la toma de nitratos durante el efecto del PEG -0.5 megaPa, 

se observa una dismmución del nitrato en el exterior celular 

de un IOY. en la primera hora, en la siguiente hora (2 hrs) se 

presenta una salida de nitratos al mea10 nasta alcanzar 95% 

exterior. se ve otra fase ae toma de nitratos, hasta un 10% 

en el exterior las 4.5 horas (Figura t4J, 

Durante el tratamiento ~on PEG -t.3 megaPa se observa una 

toma de nitra tos de 10% en la primera hora y sigue una salida 

de nitrato de 1a célula hasta un 95¡: de nitrato e>cterno a 

las 2.!5 horas, para la nora 4 se ve una disminucl6n del 

nitrato externo hasta 20Y. (f"19ura tSJ. 
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EFECTO DEL PEG (-0.5 megaPa) 
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Se observa que una d1smtnuc1ón ratiical del potencial osmóti-

co, no nace var1_.. el fen&neno de toma salida de nitratos, 

por to que puede sugerirse que el nitrato entra sale 

indepenclientemente det potencial osmótico del medio, 

Para estudiar la posibilidad ele que la s•caros• fuera el 

compuesto que se Kt.mUlr'a. en resPuesta • un ajuste osm6ti­

co, se efectu6 un trat .. iento en el que se e><cluYó el 

carbohidrato de la aolUciones de 1avado-1ncubación de la 

soluci6n con nitratoa. &e reatiz6 una solución de CaCl2 5 lftH 

r una so1uct6n de cac.N03t2 con la 111isma concentración. 

En la Figura '6 se Observan los resultaaos oe tos tratamien­

tos s;n sM:.-ou. La totaa de nitratos se presenta en un tOZ 

en la pr•era nore contenuando con un fluJo de sahda nasta 

alcanzar un 95i de mtratos en el e>tter1or celular. 

Se reatiz.,..on e"'peril9entos con KCI, en tas mismas condicon~s 

't concen1.rac1ones que- p•ra los. tratamientos de NaCJ, Los 

resu1.tados arrojados por estos e,..per1mentos apoyan ta 

evidencia de que el nitrato no .:onst1tuye un osmolito para 

Sin embat""go, es 

clar'o que et K• tiene un efecto importante en el transporte 

d.e nitrato tFiguraa t7 ., 18), que no fue anahz1do, por no 

ser conStderedo COMO P•t• de tos ObJetivos del trabajo. 
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EFECTO DEL KCI (150 mM) 
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se na sugerido al nitrato como un osmolito en células de 

plantas superiores (8, 35)¡ esta h1p6tes¡s se na basado en 

los fluJos de entrada y salida que presenta el nitrato en 

periodos relativamente cortos: sin embargo, analízando Jos 

resu1t1dos obtenidos en los tratamientos de NaCI, KCI y PEG y 

su efecto sobre la toma de nitratos por la c61ula, podemos 

concluir que el nitrato no representa un compuesto con papel 

osmorregulldor pira s. ternllol/d, ya que las curvas de 

1bsorci6n del nitrato no se ven modificadas ante ta presencia 

de compuestos que provocan un estr6s hidrico. 

De ser . un osmorregulador el nitrato, se hubiera esperado que 

ante la presenc1c1 ae · las sales {NaCI KCIJ 

acumulara dentro de la c61ula para equilibrar e1 potencial 

osmótico interno de la célula. Esta acumulac16n hubiera siao 

rlpida y durante las curvas de absorci6n, por lo tanto no se 

1''11.Jbiera presentado un flUJO ae sahda tan pronunciado, o se 

hubieran visto mod1f1caciones en la absorción, ante las 

diferentes cono1ciones hidr1cas a las que fueron eJC.puestos 

loa te j1dos. 

Los siguenteos e>1per1mentos fueron enfocados a estudiar las 

posibles causas que provocan los flujos de entrada y ·flujos 

de salid• de nitrato en tiempos tan cortos (4,!S hrs). 

EST~ 
SAUH 

TrSIS 
DE LA 

RO DEBE 
B!Hl..IOYECA 
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Se investigó el posible ei'ecto del calcio sobre la tilma de 

nitratos. para lo cüal se dise"o un experimento conde se 

e>ecluyera el calcio de las sotuc1ones de lavado-incubación y 

utilizando en ~l tratamiento de nitrato otro contra-Ion. La 

fuente de nitrato fue • base de kNo3 en concentración 5mH y 

sacarosa 87 mH. Los resultados de este tratamiento se presen-

Se puede observ.,. en I• Figur~ t9 que la toma de nitratos no 

Loe flUJOS de entr•da s•lid• de nitratos no se pueden 

explicar como causa ae la ·nitrato redu~tasa, ya que esta 

enzima necesita ser activada por concentraciones e>eternae 

constantes de nitrato y durante el periodo de 1ncubac1ón el 

ion fue eltmmado. Podemos inferir que el nitrato no se 

reduce a n1tr1to dentro de la célula, para luego ox1aarse a 

nttrato y provocar una dii'erenc1a de gradiente salir de la 

c61ula. 

El pH de las soluciones en todos los tratamientos presentó el 

mismo valor al 1nic10 al t6rmino del per10<10 de exposición 

del nitrato. El PH en tos tratamientos siempre se conservó en . 

un •ntervalo dede s. 7 _3, consider•nctose como pH f1slol6Qico. 

Por lo tanto no p.,.ece eat•r invo1ucrac10 un transporte de 

protont!s en el i'en6meno¡ si existiera un tr•naporte activo 
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mediado Por una ATPasa de protones, poarran esperaree cambios 

en el pH del medio, sin embargo esto no sucecte. 

Podemos descr1b1r la toma de nitratos para eouvare11a 

t~rnifot1a de la siguiente manera. se presenta inicialmente 

una fase donde el flUjo de entrada es mucno m•yor a el flujo 

de salid•, si aste eM1ete. En un• segune11 fase ae preaent1 un 

flujo de salida m•yor al flujo de entrada de nitr•toa la 

c61ula. una tercer• etapa indic1 que el fluJo de entrad• es 

superior al de salida, lo que nos h•ce pensar que es un 

proceso oec1latorio de 11 c61uta. 

El fenómeno de flUJOS que aquí se oescr1be, y que no había 

sido aescr1to anteriormente, se propone como un proceso 

osc1lator10, donde posiblemente la cflula en una primera 

etapa tome demaeiados nitratos se ve obligada a sacar el 

exceso, per"O en el momento de la salida nay un flujo superior 

al del exceso, por 10 que requiere absorber otra cantidad de 

nitratos para llenar el faltante. Este proceso seria sucesivo 

hasta que 1a célula alcance el equ11ibr10 de concentraciónea, 

entre to que re~were y lo que absorbe o elimina. 



CONCLUSIONES 

1) Coneuderando que enBouv•rd1.t termfolia se presentan 

flUJOS de nitrato en tiempos muy cortos (4.5 noras), se 

propone el cultivo de cllulas de Bou11ard1• t~rnrfol1a 

como nerra11tienta p.ra el estudio de flUJOS de entrada y 

salida de nitrato. 

21 se deaecna la hiP6tellle, que ae na propuesto <1e1 nitr.io 

co11to un oamorreaulador en c61ulas de 8. t~rn11'ol1•.. no 

pudiendo extender ••toa resultados a tod•• las plantas 

vasculares, ya que no se pUede olvidar que lae c61u1as en 

cultivos in vitro, presentan modificaciones metabólicas, 

aún no muy bien determinadas. 

3) se proponen tos flujos die entrada y salida de nitratos 

como un proceso oscilatorio para regular la concentrac1Qn 

del mtrato dentro de la c61ula. 

•> Eate trabaJo na sido sometido a rev1s1ón para su put>liea­

c1ón en I• rev1st• Plant ceu, Ti!5!5Ue ilnd Organ Culture. An 

1nternationat journat on in v1tro culture of higner ptants. 

NeW York. 
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CONCLUSIONES 

t) considerando que enBout1•rcJi• rern1'foJ1a se presentan 

flUJOS de nitrato en tiempos muy cortos (4.5 horas1, se 

propone el cultivo de c61ulas de Bouv•r<J1a tern1folia 

como herramienta para el estudio de flUJOS oe ent.rada y 

salida de nitrato. 

2) se ffeecna la hip6teete, que ae ha propuesto del nitrato 

como un oa111orregulador en c•tula• de B. tern1'fol1•., no 

pudiendo e1<tencler estos re11u1t11<1oe • todH las p111nu11 

vasculares. ya que no se puede olvidar que tas c61ulas en 

cultivos in t1itro, presentan •odificacionea metaD61icaa, 

aún no muy bien deter1111nae1as. 

3) se proponen IOS flluJOs de entrada y salida de nitratos 

como un proceso oscilatorio para regular la concentración 

del mtrato dentro de la c61ula. 

•> Este trab•Jo na sido sometido a rev1s1ón para su pub1ica­

c16n en ta revuua Pl•nt Cell, Tissue and organ Culture. An 

.nternational journal on in vitro culture of n1gner plants. 
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