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RESUMEN:

Células de Bouvarda:a ternifolia en cultivo . liquido 'y _en
ayuno de nitrato por {5  horas, absorben casii el 50% del
nitrato. del medio, durante 133 primeras 2 . horas; en las
siguientes 3 . horas, hay ur; flugo de salida de un 907 _ del
nitrato apbsorbido resuitando . una toma neta de mtratos de

solo 107,

Se propuso que este flujo de entrada y salida de nitratos es
un .mecanismo de ajuste oSmMéUICO.

Se expusieron 10s teJidos, a ' compuestos que provocan ajuste
osmdtico celular (NaCi, KCi, polietilénglicol y sacaross) vy
se determinaron las modificaciones en 1a toma y salica  de

nitrato.

Se encontrd que mingdn osmolito moaifica el fenémeno de toma
y . exclusidn de nitrato; por ello se concluye ~que. este

fendmeno no. tiene un origen osmbtico,



8 INTRODUCCION,

El r&pido crecimento de fa poblacidn mundsal Y las hmi-
taciones geograficas de tierras para |8 agricultura han
provocado - Sserias consideraciones en la. expansidn  de cultivos
a tierras consigeradas desfavorables para el crecmento Yy

desarrollc de ias plantas,

Entre. |as causas mis importantes de ia baja sobreviencia y
poca productividad ‘de cultivos vegetales Se encuentran 1as
sequifas y tas altas concentraciones de sales en 108 terrenos

de . siembra (17).
I Relaciones nigricas.

En casos donde la planta es sometida. a condiciones desfavora-
bles 'de . agua vy concentraciones salnas, ta célula vegetal se
ve obligada a3 modificar = su potencial osmdtico interno, por 1o
Qque na_ habido un gran nterés en el estuao de ' 1a bhabihdag
.de cdlulas . de plantas - superiores para regular. éste potencial.
{12, 23, 33).
'

La cantidag de agua que puede obDtener una planta ‘es. uno de.
los ~ factores de mayor mportanci bpara su  daesarrollo,  este

compuesto esencial,  constituye nasta un. 70X del peso fresco



de ~muchos organismos vegetales. . La tasa de crecimento de una
célula vegetal Yy Ja eficiencia .en sus procesos f181016gicos

SON mayores Ccuandc |a turgencia celular es mixima (15).

AsT mismo Ias plantas han desarrolliado estrategias adaptati-
vas. para poder conquistar medios donde el abastecimiento de

agua es muy Dbajo, estas adaptaci pued istir en

regulaciones metabdlicas y fisiolégicas de diferentes formas,

Una medida para determinar el estado hidrico de una planta es.
?l potenciat de agua ] potencial hidrico (w)e es
definida como la energia libre por mol de agua, es decir la
energia dispomble. para realizar trabajo (2) donde v es

igual 8 cero en el caso del agua pura’ ¢ Se expresa c<omo:

donde w0 es el potencisl osmético y wp es el poten-
cial de presisn o de turgencia, EI potencial osmético resulta
de la ‘presencia de Solutos en el agua y estos reducen. el
potencial  hidrico proporcionaimente a la  concentracisn  de
solutos. EI  potencial de presisn  aumenta al potencial hidrico
por. 13 Ppresidn  impuesta sobre un ' sistema contenido, ya ciue
cuando el agua entra a 1a célula se desarrolla una  presidn en

‘contra de la membrans (16).



El. potencial hidrico 8e  expresa en unidades de presidn, ya

sean bars o Pascales (Pa), donde
10 bar = .1 megaPa

'y tendrd un gradiente de valores negativos - en e! ‘caso de un

sistema tierra-planta-atmésfera (1%).

En una célula - vegetal, el Dbajo abastecimiento dJde agua y la
aita  concentracidn de sales en el medio tuenen &l mismo
efecto, ya que ambos causan una disminucién en - el potencial
—osmo.lnco; 1a’ ‘diferencia’ entre . estas dos conditiones - aesfa-
voraples ‘consiste en que, e bajo abastecimentc J&  agua  es
producido ' por  solutos mpermeapies a ‘la memprana celular
(polietilénglicol), mientras en el caso de la alta concentra-
cibn de sales es causada pPor varios iones, principalmente - por
Na* y CI°, que pueden ser transportados nacia ampos lados de

1a ' membrana celular (1)

Los = mecanismos ae regulacidn osmdtica necesitan de una sedal .
para mciar sy respuesta fisi0ldgica; esta Seial puede ser
el voilumen celular, que sSe vers modificado por . fiugjos de

entrada 'y salida de agua.



Cuando ta presiﬁr\. osmética externa se ve aumentada, provoca
1a salida de agua y el volumen celylar se ve dismnuigo,
hasta que se genera una presidn osmdtica que guale las
presiones externas. e internas a las que se sometid la célula.
Cuando el abastecimiento de solutos intraceiular se ve
incrementado .ta célula  puede recobrar su estado turgente

inicial.

Una respuesta de la  célula ante la pérdidca de agua es
transportar o sintetizar ciertos solutos especificos con el
fin  de aumentar ia concentracisn del medio interno celular y
disminuir el potencial osmético interno y asi  evitar mayor

pérdida de agua.

LoS compuestos que sinteuza o acumuia una célula pueden Ser
de muy variads naturaleza segin Ia bespec-e vegetal de que se
trate. Se ha reportado  la acumulacidn de aminokcidos  (proii-
na), aminas cuaternarias (glicina betarina, trigonelina,
cohina), compuestos sulfurados (taurina), carbohidratos
(sacarosa), 4cidos orgénicos (miéhco, c¢itrico, oxdlico) vy
compusstos  nitrogenados inorgsnicos  (nitrato)  Tabla t (s,

23



ESPECIE VEGETAL

Helianthus annuus
tejido de hipocotilo

A 8 C D E F G H

“Sorghum vuligare 791 1 32 a7 29 11 - -

- Medicargo sativa 268 2r 64 3% 28 19 200 -
Goésypium nirgutum 228 8 126 &4 18 92 - -
Herdeum vulgare 144 8 99 28 1 3¢ 280 10
Beta vulgaris 187 220 1 81 44 20 - 1‘7"
Licopersicum esculentum 181 (] 68 42 28 T8 - -
Fhaseolus vuigaris 170 () 48 20 ,5 - - -
Capsicum frutescens 190 18 2 30 [ - - -
Potamogeton schweinfurthii 228 87 78 87 188 12 - -
C'auéus carota 118 3 - - 10 - {so 270 -

cultivo de te}idos :
30 3 2 - L] 1 - 100

Todla 1. PIIACISSINN SOMPENENTes N 16 Orealdn 0OMB1ISE SNCONTIAdEs @D NAjes ¥ BrO10e OGS SIENIES vEESUISres

- - - . .y

A K (ma); B NG .(nll): G: Ce ..(nu): -1} u.'fmu): 0 C1 (mMy # lo: (mw) Gt dciges arghnioce (Nea @ )
M AZUESTOS (MmM). Dalee SETa 42808188 y NILIEIOe U6)0 CONE'OIONES SEMI[ENTES SAN e0ctsee (V).



f.a2. Nitrato.

Et  nitrégeno es un elemento de suma mportancia para el
metabolismo  celular, forma parte indispensable de  aminoa-
cidos, &cidos nucléicos, asT como de |a mayorfa de otras

macromdleculas organicas de todas las células.

El nitrdgeno puede ser tomado por |a planta en forma - de
amonio o nitrato; este Gitimo es un anidn  formado por un
atomo de mitrsgeno y tres de oxigeno (NO3~), dandole ~ una

-~ cargs negativa at  ion.

Las células " de la raiz toman el mtrageno teniendo una mayor
preferencia por el nitrdgeno en forma de nitrato, que como
amomo  (3). La absorcién depende de el Area de 13 superfice
‘de \a raiz, tanto co'mo en la capacidad y 1a cantidad de-
acarreadores de la membrrana (9). El trahsporte de mtraf.o es
Por mucho, el transporte mas abundante de nitrégeno inorgh-

nco en la grsn mayoria de (as plantas.

La  absorcién - de muchos iones puede presentar’ una respuesta
lineal, pero en €l caso. del mtrato . se presenta una respuesta
de tipo logaritmico, que implica que el - transportador

presenta saturacisn  por sustrato  (Figura 1) (19).



CINETICA DE ABSORCION
"~ DEL NITRATO -

1 VO, ABSORBIDO .moles §'3 HRS™
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Se nén reportado dos tipos de trangportadores en la membrana
segin - la concentracisn externa del -nitrato  puede ser un
transporte de alta o de baja afinidad. Hay eviaencia - que
indica Que el transporte de nitratos es dependiente de ATP,
aunque hasta ‘la fecha, no ha sido reportado un sistema de

ATPasa en el transporte de para piantas superiores

9, 7).

€n la toma de nitratos como funcidn del tiempo se observa al &
nicio .una fase de reposo, seguida de una toma logaritmica;
ésto indica que ‘el sistema €3 inducible, como- el -de una

enzma que. se presenta ante su substrato (F'm{ra 2) (19)

Nielsen ' (26) ha nhecho una severa critica de- la interpretacisn
de los datos. para el transporte de iones; en el caso ael
potasio ha renterpretado I1os dJatos disponibles y propone que
la toma del ion .se presenta en dos etapas; una, con -caracte-
risticas semejantes a tas de los acarreadores, para bajas
concentraciones y otra, con propiedades de canal de - trans-

porte para altas concentraciones del ion.

La_ toma de nitratos puede verse modificada por 1as  concentra-
ciones internas del ion, En el interior ta regulacidn  se
fleva a cabo por  ia mtrato reductasd que va.  reduciendo el

ntrato a nitrito, por o que, . at  -saturarse |‘ enzima, se
v . |



ABSORCION DEL NITRATO

EN FUNCION DEL TIEMPO

.Nof! ABSORBIDO « moles ' g~

o .‘G 1.0 S8 ‘20 . a8
: TIEMPO (hrs)
" Fig. 2




inhibe 1a entrada de nitrato, con la posible presencia de
flujos - de salida por parte de la célula (30, 31).
Asi msmo la presencia de otros iones puede alterar el
transporte del nitrato; estos iones pueden ser de wgual - o
diferente carga. Por ejemplo, la presencia de calcio acelera
la entrada del nitrato, ya Aque [as cargas positivas del
caicic que se encuentran cerca de 8 pared celular enmascaran
.

las  cargas negativas de &sta, haciendo qQue 108 jones  con
cargs negativa, como el mtrato, 3e acerquen mas facimente a
los - transportadores de Ia memabrana. (Figura 3)
Existe  influencia en el transporte de mIrato por ones come
el potasio, cloruro, sulfato, bromure, 3unque esta nfluencia
es5 muy pequera (19).
€1 nmtrato ya dentro de 1a cé&juia tiene posibilidad de tomar
tres rutas diferentes. (30)

A) REDUCCION.

8) ALMACENAMIENTO,

C) TRANSPORTE.



EFECTO DEL CALCIO EN
LA TOMA DE NITRATO

'NO ; ABSORBIDO u:moles g '3 hrs '

18} +

oJ; | I} 1 ] 1 1 1 1 i 1

6 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1
CaSO, mM

—=—2.0 mM KNOy —+ 0.5 mM KNO;

Fig. 3



El nitrato- para ser ntegrade al metabolisme, y <como parte

del ciclo del nitrégeno tiene que ser reducido 'a nitrito,

reaccisn que es Mmediada por 1a enzma nitrato reductasa. (4).
NO3 =--2» NOp --b-» NH3 --c» GLUTAMINA --d» 2 GLUTAMATO

a) nitrato reductasa.
D). nitrito  reductassa.
¢) glutamina  sintetasa.

d) glutamato sintetasa (GOGAT).

El nitrégeno es acumulado a concentraciones nternas. constan-
tes, independientes de 1as concentraciones externas, o que
sug'ier‘e una homeostasis (B). El - mitrato pueae ser  almacenado
en  las vacuolas. Las pozas de almagenamnenta son. mas abundan-
tes en celulas jovenes vy pueden variar por influencia de la

glucosa (39).

Es necesara cierta concentracidn de ‘mtrato  exdgeno. para
mantener e inducrr a |a enzma mtrato reductasa, ya que el
nitrato almacenado en 1la vacuola, no estad disponibl: para ser

reducido (20, 29,  30).

E} nitrato  absorbido. por 18 raiz, €5 transportado por el

xilema hasta las hojas, donde se realiza -la mayor parte de ia

|3k



reduccidn  del .nitrato a nitrito, ya que la nitrato reductasa

es mis abundante en estos tejidos.

Cram (8) nha encontrado que el transporte de mnitrato puede ser

inducido en cultivo de c&lulas de . tabaco.
t3.. Cuitivo de Céiulas.

El ‘uso - de -1a planta completa como sistema de estudio de ia

regulacidn celular del potencial osmético presenta  ciertas’

restricciones, como el hecho de la presencia de varios tipos
de cé&lulas  desdiferenciadas, que no responden de igual manera
3 un._ cambio osmético en el exterior por no encontrarse en un

mismo estado fisioldgico i, 18, 19).

El  cultivo de tejidos vegetales (CTV) representa. una alterna-

tiva -para este tipo de nvestigacidn, CTV es un términoc. que
se ‘utiliza para designar el crecmente de células, proto-
plastos o cualquier tesido vegetal in ttro es  decir,
manteniends cé&lulas bajo condiciones ambientales controladas
Ty con - aporte exdgeno. de todos los nutrientes que | requiere

para su desarrollo (25).

En la mayoria de los cultivos se -requere de Ieguladores para

un crecimento adecuado; 1as mas comunes por SU4 Uuso son las



de 108 .grupos de as awunas y 1as  citocmninas, y en menor

grado  las  giberelinas.

E)  cultivo de tejidos presenta caracteristicas muy - particu-

fares como son:

é) Su  crecimiento es reis te rapido.

b) Se puede mantener el cultivo en condiciones ambientales vy
nutricionales coﬂt‘rb'.d. por tiempo indefinido,

¢) Se tiene un control de ia asspsia  del V medio, elimnanao
contaminacidn por microorganismos,

d) Establecido el cultivo se  tiene materal  biolégico

te y homogé sin - smportar 10§ Cicios  2colé9Icos

del ado,

En  foS @ltimes trenta ak0s  esta tiecnica ha  permitido el
crecimento de una infindad de  plantas, asi  como mantenerlias
en estados de desdiferenciacidn como son los calles y el

cultive en suspensidn,

Los cuitivos de callos son teyidos Que Se  obtienen a partr
de ia prolferacidn desorganizada de un segmento o explante
de  cualquier .Grganc vegetal, creciengo generaimente como  und

masa de células sobre un medic sdido.



tos - cailos.  tienen un crecimiento lento vy sste‘ se lleva acabo
en_'ia periferia de la masa amorfa, dando Ilugar a . un gradiente
nutritivo, teniendo  un- mejor abastecimiento las  c&lulas de la
parte . inferior y menos nutrentes las células de las capas

superiores.

Los callos pueden. ser coMmpactos y duros, o pueden disgregarse
faciimente (friadbles), siendo estos ultimos més adecuados
para inducir los cultivos ifquigdos; de igual forma, ta
coloracidn de Jos callos puede variar de acuerdo -a los
pigmentos que contienen, entre los cuajes se encuentran:

clorofilas, flavonoiqes, antocianinas, etc.

Las  cdlulas que forman 108 callos 8Son aitamente vacuoladas,
muy parecidas a las cé&lulas que forman ei parénquma y con

formas muy variadas, que van desde esféricas hasta .alargacaes.

€l cultwwo en suspensidn es el crecmiento dae c&luias libres
y - aislagas o pequefios agregados celuiares que se cultivan en

medios ITquidos y con agitacién constante.

vcomo se. menciond anteriormente, los  cultivos  iiquidos . .ae -
inician a partir de la ‘transferencid de Secciones de tejido
de csllo, el cual es disgregado, y se. mantiene mocul‘lndo’
medic freaco con alicuotas  de un volumen conocido del cultivo

madre; en esta forma, Ssi se lievan a cabo resiempras en - un



mismo periddo, 138 densidad celular del dcuvlo sers mas o

menos constante y debe contener entre 05 y 25 X K'/s cé&lulas

La cinética de crecimento de tos cultivos Iiquidos semeys
‘aquella producida por las bacterias, pero siempre a3 tiempos

mis largos en los vegetales,

Aunque no todas las especies vegetales en cultivo liquido han
presentando |la misma curva caracteristica, en {)eneral se
Puede observar que Si se grafica el nimero de. células contra
el tiempo de incubacion, se obtiene una curva con cinco fases

muy vien aefinidas,

La primera fase O +ase Jde reposo sucede pPocH  LIemMPO  AESPUES
dgel  indcuwlo, consiste en la  preparacién  para Is  divisién
celular; continua la fase exponencral y luego la fase de
crecmiento  lineal donde la velocidad ge awisidn es méxma vy
‘el crecimiento &3 mayor; al término dqe esta fase e! tejido
entra a l; fase de desaceleracidn en et cual la  QAviSidn
celular se ve aisminuda. En la fase estacwnaria el  numero
de c#lulas se mantiene casi constante por aigun tempo, hasta
que empieza a verse dismnuido <omo  consecuencia de - lisis

celular en el tegido (Figura 4) (36).



CRECIMIENTO NORMAL DE
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€1 cultivo ITquido de células aumenta su biomasa por divisidn
celular Y por crecimiento  cejular hasta que ios factores
externos, como la cantidad de nutrentes y el oxigeno, actuan

como limitantes para continuar sy crecimento (34).

Esta curva puede verse modificada, como consecuencia del
parimetro utilizado para medir el crecimiento del cultivo;
1as mediciones pueden ser con base en el peso fresco total
del cultivo, peso seco total, nomero de células, cantidad de
proteina o de DNA, indice mitdtico © paquete del volimen

ceiylar . (PVC).

En el caso del pagquete del volumen celular, £ste  sigue
aumentando aGn durante la fase estacionaria, ya que aunque
las  células no se dividen, &stas incrementan su tamaso por ia

toma de agua, 0 que se refleja en el aumento de!l paquete.
La forma de l|as células en suspensidn varia tanto. como . la de
ias céwlas de calio, y presentan una pared mis gruesa de 1o

normal.

Las células en - suspensidn tienen un metabolismo mas rapido,

debido - a  €sto, Su dwisiGn  celular es Mas  rapida, pero -

también, €8 Mmayor ef numeroc de mutaciones cromogém:cns y las

ploidias a diferentes niveles.



A diferencia del cultivo de callos donde se presenta un
gradgiente nutricional (27), en ‘ei cultive Ifquide no Sucede
lo mismo, ya que todas las cé&lulas se encuentran sumergidas
en el medio nutritivo, de tal forma Gue las células tienen
una cinética de crecimierﬁ.o mucho mayor a |a de las céﬁnns

en cultivo adlido,

(L.s céiulas  en cultivo tanto 8dlido  como liquldo.v se veran
lfytctlt‘lls en sy morfologia y ~ caracteristicas - al haber
varaciones en los componentes del medio nutritivo, como  son
_vitaminas, fuentes de carbono, nitrégeno, etc; pero  princi-
palmente se verin afectados por - 108 reguladores a jos que

estd expuesto y la concentracién de 108 msmos.

Oe igual forma, la edad del cultivo y el .niomero de resiembras

@ las: que se ha sometido, afectan de maners importante Ia

mor fologia vy las respuestas fisiolégicas del tejido,

20 .



1.4, Bouvardia ternifolia.

El presente .trabajo Se realizé con células en suspensidn de
Bouvardia ternifolia (Cav.) scht., ° “Trompetilla®,
perteneciente a la familia Rubiaceae, oel orden de las

Rubiales,

Es una planta Que puede ser  herbicea o arbustiva, mde de {1 a
% m de altura, con superficie glabra, Sus nojas mden entre
3-6 cm de largo, tienen peciolos clipticos, lanceolades o
acuminados, |2 base es redondeads y de borde entero. Sus
flores 8son rojas de 2-25 cm de \iargo, agrupadas en cimas
termingles. La forma de Su flor semeja una trompets, y de

aqui  su  némbre coman.

Florece dJurante los meses de  julo & septiemore, y estd
ampliamente distribuida en el  Valle Jde México, Siendo mis

abundante en a zona sur.

8¢ Nha reportado como remedio contra 18- disenteris; 8 raiz
puiverizada, .. se conmders  como hemostitico (32) trambibn  se

‘nl reportado con& posible anticarcindgeno (citado en {3, 14).

Estudios de laboratorio, realizados con antecioridad han
demostrado que 8. termfol:a puede considerarse como Uno

de 108 mejores cultivos pars realizar trabajos - dioquimicos,

a4



tisioldgicos, etc (10, %, 13, 14), vya que presenta las

siguientes caracteristicas:

e)

1)

R&pida proliferaci5n del  cultivo en medio s&hdo.
No acumulacién de productos téxicos.

Cultivo en sus.pensibn homogéneo, con agregados celula.res
dge 3 a 9 cSiulas,

El tiempo de duplicacidn poblacionat es entre 24 y 36
horas.

Tanto calio - como cultivo Iiquido, con aita viabilidad
celular 3l iniciar |8 fase estacionaria. '
Posibilidad de obtener cultivo de callos a partir de

cualquier parte de ' la  pianta,  hojas, raiz, talo.

.2



1.5, Objetivo.

En  e3tudios prelimnares en células dge Bouvard:a termrolia
se presentaron flujos de entrada y salida de mtrato. en

tiempo relativamente  cortos (45 wrs).

La importancia metabdlica del nitrato en las cdlulas y las
proposiciones que se han hecho acerca de |a  posiilidad de
que el nitrato tenga un papel como osmorregulador en vegeta-
les; aunque esta teoris no ha sido  objeto de muchas investi-
_'gaciones, segin  se aprecis en la informacisn de  la . lteratu-
ra, en el presente tredbaso se. ha estudiddo el posible papet
de! nitato como  osmorregulador en cuitivo ae células  de

Bouvaraia ternifolia.



H - MATERIALES Y METODOS

Materiat biolggico.
Material de vidrio,
Reactivos,

Equipo.

Medio de - cuitivo.

Curva de crecimiento,

Soluciones para tratamentos con nitratos,
Determinacidn de nitratos,

Curvas de. absorcidn de nitratos.

Haos Material bioldgico.
Se generd una tinea celular de Bouvard:a ternifolta - en
Junio de 1987, haciendose . resiembras <¢ada 10 y 30 dias para

medio liquido y 88lige respectivamente,

Las semilas de 8. termrolta Se esterlizaron ae Ila si-

guente manera:

8) Lavago con agua corriente por - 30 mnutos

©) Inmersisn  en aicohol al T70Z por 1 minuto, enjuagadas
con agua destilada esté&ril (3 veces)

¢) Inmersisn  en nipoclorito de SO0  (blanqueador  comercial)
al Sz v/v por 10 mnutos, enjuagacdas con agua destlada

estéril (3 veces)

Las semilas desinfectadas se hicieron germnaron en un medio

de agar (9 g/1), sacarosa (30 g/I), vy B8e ailiciond con " scido
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2,4-arclorofenoxiacético (t mg/h) y cinetina (0.00% oc™)  para
inducit  callo. Las semillas se ncubaron en camsras de

crecimiente a 27-C con Iluz continua por 3-4 semanas.

Cuando se observan los- primeros camuios oce .  c¢érclas, se
efectda una resiembra a medio fresco; esta resiemora debe
realizarse antes de que se ‘pueda confundir el or.gen del

callo y poder determmnar el &6rgano del que provenia,

Para ‘el cuiltivo en suspensidn macdre, se disgregaron & g de
calto, de forma mecsnca -y se inocularon 50 ml de medio en
matraces Erlenmeyer de 250 mi; sé incubaron en camaras ge
crecimiento con agitacidn rotator:a de 185 rom, a &7C  y tz

continua.

Para mantener el cultwo liqudo, 3e tomaron 5 mi cel cultive
maare, para nocular 20 ml de medioc  AUTMHTVO  en  matlraces
Erlenmeyver de 125 mi; las condiciones de ncubacién - fueron

las mismas "3).
ny.a. Material de vidrio.

Todo el materal empleado se tavd con detergente, Se ’ enguagd
con agua destilsds y se secd en estufa.. ara la determina-
cidn de nitratos el material se lavd con mezcla crdmica, .se

enjusgd con agua destiada v se secéd en ellu'l-'



1.4.3, Reactivos.

Se .emplearon reactivos  de las casas’ J. T.  Baker, MercK. y

Sigma, todos con grado analitico.
.44, Equipo.

. Balanzs - analitica, HMettier.

Blllnzi granataria,  OHAUS.

Placas de calentamiento y -agitacién, Tnermolyne.‘
Cémara de crecimento a 27+2:C.

Centr\’fugva. MSE.

Wicropipetas, Finnpipette, de 50-200 Pi y 1-5. mi
Agitagor, Vortex-Thermolyne,

Espectrofotémetro, Pye Unicam SP6.550. .

Potenciémetro, Conductronic.

Campana ;e flujo laminar, VECO.

Autoclave, Etlectric Steroclave 25X,

Microcentrifuga, IEC  Micro MB-centrifuge.
-8 Medios de Cuitivo.
Para el crecimiento de 108 callos 8e. emplied el medio de

Murashige y Skoog (25) modificado. Se adiciond con 0.005

ppm de cmetina ¥y { mg/l de #&cdo 2,4-diciorofenoxiacético



(2,4-D) y con ‘agar. 9 g/l En todos los medios sSe ~ajustd el

pH a 5.6-5.8 con &acido clornidrico e hdroxido de Ssoawo M.

Las concentraciones de  ‘macro y mcro nutrientes de este medio

se presentan en |a Tadbla ik

Las soluciones se adicionaron en el  orden indicado, en un
volkimen de 200-400 m de agua con agitacidn constante pars

wego fllevario a el volumen total

La cinetina (Werck) se disolvi6 en 2 ml de 'HCI 100 mM, una’

ver dduelts, se ajusts el pH a 5 con NaOW 100 mM.  El mismo
proceso se levs 8 cabo pard el 2,4-D (MercK), se aisolvis en
3 ml de NaOW 100 mm y se ajusté ef pH a 3 con HCl 100 mM,

antes de agregarse al medo.

La Sacarosa -(Merck) se agregé en una concentracién- de 30 g/l
¥ fnmalmente con un potencidmetro sSe ajustd el pH  del medwo
entre. 5.6-5.8, empleando HCi o NaOH M, para terminar

aforando a un_  htro.
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conc. volimen

tivo ae 8ouvaraia

ternifolia.

. Bokcsn Compuesto Solucién para
( mg/mi.) LI |

‘ A CaCl.2Ha0 8800.00 5 mit
© MgS04.TH20 7400.00 5 m
B KHaPO4 3000.00 "
B MN50,4.4H0 446.00 .
C H3803 7 640.00 5 m
C 2n804.THa0 860.00 -
cK 03.00 -
C CoClL6Ha0 250 "
C NaMoO.2Hz0 250 "
C- CuS04.5H0 25.00 -
D Mic-mositol 2000.00 5 mt
D Ac. Necotimco 10.00 i
D Pirigoxna. HCI 10.00 .
D Tamina 10.00 "
D’ Gkcina 40.00 "
€ KNO3 220,00 mg
€ FeS04.TH0 25.85 . mg_
3 N-acbn ' 37.25 mg

II'ABLA I, Soluciones - de- -los - nutrientes para el -medio nutri
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El  agar bacterioldgico (Merck) para 10s medios de cultivo
sdlido,  se. adiciond en una concentracién de 9 g/1 después de
ajustar el pH, para evitar dafar el electrodo, en un vaso de

precipitado ae { |, se fundid por calor y con agitacién,

Los megios se envasaron de la siguiente forma: para medio.

sslido 25 m) en frascos Gerber, se taparon con papei alumi-
nio. Para medio tiquido 20 m de en matraces Erlenmeyer de
25 ml, iguaimente se tapd con papel aluminio. Ambos tipos de
medio se esterilizaron durante 15  minutos a IV kg/cm@  de
presién. Al finalizar el procesc se dej5 enfriar, para luego

poder mantener el medic en refrigeracdn hasta su Uuso.
fa.e. Curva de crecimento.

El  crecimiento celular det teyido liqudo se determnd por
paquete del volumen celular (PvC),  se  transfirid  un - volumen
conocido’ del  cultivo en Suspensisn 3 turos  <3nicos . graduados
ae 50 ml epara centrifugs, se centrmifugé a 2000 rpm  por 5
minutos. Se determind e! aumento del volimen del paquete
celular, aurante 14 dJdias. Cada 48 horas se ‘tomaron 3 muestras

y se determins el paquete del volamen ‘celuiar de cada una,

un. pr de ias tres mediciones,
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I.2:3. Determinacisn. de - mitrato.

Se uthizé wuna técnica . colorimetrica, propuesta por Cataldo vy
colaboradores (5), que = se modificd, para la . determnacidn -de
volimenes pequeios. Haciendo 6 repeticlones por  cada. trata-

‘Mento.

Soluciones:

Acido salcllico: se . disolvis ¢ @ .en 20 mi ‘de &cido sulfdrico
concentrado. Esta solucidn sirve para 40 determinaciones, no
se debe usar después de 3 dfas, y debe agitarse bien, ya que

se forman gradientes.

Higréxido de sodio 2 M se disolvieron 80 g en 1 } de agua
destilada y sirve para {00 determmnaciones, se puede guardar

hasta 2 meses,

De ‘18 'solucidn de dcido saliciico se ponen 50 I en tubos de
ensayo de 130 x 5 mm, se agregan 50 yl de la muestra de
nitratos a2 determinar, Y Se agita por 20 . minutos, despuds de
este tiempo, se agregan 10 ml de I1a. solucidn’ de  NaOW 2 M -para
neutrailizar.

La r & es  extr e exotérmica, por (o que ae -deben

mantener los tubos de ensayo. y las. soluciones en hielo.
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Los tubos de ensayo, ya con el NaOH se agitan en virtex para
evitar gradientes, después de que se na enfriago esta

solucion, se lee en el espectrofotometro a 410. nm,
2.4, Soluciones para nitratos.
Soluciones para provocar ajuste osmético:

NaClt 30 mM
Naci 300 mM
" Polietiténglicol (PEG) -1.3 megaPa

" -0.5 - megaPa

Tooas \as soluciones anteriotres, fueron adicionaaas  con
Sacarosa 30 g/i y CalNO3z), 5 mM. como fuente de rutratos. E
paquete celular se lavé e incubé en una  solucdn de CacCly

5 mM y sacarosa 30 g/i.

Se nzo un tratamento con. KNO3 como fuente de nitrato

adicionado con sacerosa 30 g9/1; sste ‘fu& el Gnico caso donde

el lavado e incubacidn de paquete celular se realizé con .una

solucidn con sacarosa 30 g/l, pero sin Zacta.

Todas las . soluciones se esterilizaron durante 5 minutos & 1

KQ/CMZ ge presidn y guardadas en refrigeracidon,
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iha5., Curvas  d¢e absorcion de - nitratos.

Se utilizarar; cultivos de cé&lulas en suspensidn de 9 dias. Se
determiné ei paquete celular centrifugando a 2500 rpm por 5
minutos  (aproximadamente 2000 ¢’) y se elmnd e Sobrena-
dante antes de resuspender en una aueva s‘olucién. €n  todos
los casos se Hhicieron diluciones 3 del paquete celular vy

ie solucisn.

. 8@  hicieron 3 lavados con Cacia SmM y 8e dejd incubar en esta
" solycidn. durante 15 nhrs, a excepcidn - de} tratamento con
KNO3, donge se lavd e incubd unicamente c¢on sacarosa. Despuds
de este periddo, sSe volwid a lavar 2 veces Ppara niciar Ios‘

diferentes  tratamientos.

En - todos los tratamentos, - el teydo Ya resuspendido, se  dejé
en matraces Erlenmeyer de 126 Ml con agitacidn rotatora’ de

130 repm a a7,

.Cada 05 hr se tomd 1 ml de la  suspension, se colocd en. tubos
Eppendorf 'y se centrifugd 3 minutos, en microcentrifuga a

12 000 rpm (12 OO0 g'), se tomdé una muestra det Sobrénadante,
qt;e se guardd en congetsdor (-20:C) ﬁnsta e!  momento de
- hacer la . determinacidn  dei contenido de nmtratos. (Figura - 5}
Se  pracesaron todas las muestras. de un tratamiento, 3 un

msmo tiempo.
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RESULTADOS- Y DISCUSION,
1IN Cultivos.
L. Inauccién y mantenimento de catlos,

La induccidn de callc  se ilevs. a cabo a partir de la radicu-
la, ya que se ha reportado que, 8 Ppesar de [a desdiferencia-
¢idn celular que SsSe produce. en el callo, se prevsentan
diferencias - bioquimicas entre los callos provenientes de

radfcuia y de hoja de Bouvardia termrolia (13),

Para el cultwvo ge cualquier tendo vegetal sSe requiere del
aporte exdégene de nitrédgeno; este elemento puede ser tomado
por |a planta en forma de ntrato o amomo y en el caso de

muchas especies se utihzan ambos.

Entre las daiferenc:as bioquimicas que - se aprecian, Se encuen-
tra’n las mddiﬁcnciones en . las velocidades - de crecimento
segin 13 fuente de nitrdgeno que se  utliza, en el tejido gae
radicula se  observa un mejor crecimento cuando la fuente de

nitrdgeno es 'a base de nitratos (13).

Ya que Ia toma de nitrdgeno por 1a planta se lieva a4 cabo 8
través de a raiz,  se considerd mis.  apropiado . inducir el

callo & partir de la cadfcula, por ser Q! tesido  que origina
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a la raiz, asi msmo se considerd €] hecho de que los tejidos
de rajz y -radicula . tienen un mejor creciMento cuando 1a

fuente de nitrégeno e€s nitratée Yy no  amomo,

En. el tejido de PBouvardia ternifolia a partr de radicula
el crecimiento celular fué miés eficiente utilizando nitratos

y sin el aporte de amonio (13),

En este caso, €l supiemento de nitrégeno  en el medio nutri-
tivo fue especificamente & base de nitrato de potasio, con el
propésito de que la céiula se habituara a este ion, vy tuviera
una  adaptacién ' previa a los tratamentos - para provocar

ajuste osmdtico.

Aunque Ferndndez (13) reporta diferencias. en la concentracidn
ae reuuladoryes para el medio de nduccién ¥ - el  medio de
mantenimiento de' callo, no se encontraron aiferencias
significativas  al- utilizar un - solo meaiw <¢on la misma concen-
tracidn ae  fitorreguladores, 2,4-D y cineuna  (Figura 6),

. tanto PAra  nduccidn como para Mmantenmento  (Tabia h.

El tEJido de callo  de 8. ternirolia es. ncoloro y no
fotosintético, por. 10 que no es importante s cantidad de Iz
en que. se disponga, c<reciendo con una velocidad igual en luz

como  en ' obscuridad.



Wil = e
i '1—"‘/’\:—u

THed ]

N

o—

(Acudo
: 2,4~ duclorofanolllcetlco)

W=

CINETINA T~~~
: /\/\

\/\/

(6-furfurilamnopurina) He=

Fig. 6

. Fitoreguladores ' utilizaaos para
los . cuitivos de  celulas de
Bouvard:a ternifolia.
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FITORREGULADORES: 24 -0 CINETINA

(mg/1) (mg/1)

CONCENTRACIONES

REPORTADAS
NDUCCION ) 1 s
MANTENMENTO ———- 1t
UTILIZADAS 1 5
.
Tabla . concentraciones de fitorreguladores reportadas por

Fernsndez, L. (i2), para cultivos de tejidos "dge

8Bouvardia ternitol:ia



El -tendo  tambisn- tiene la caracieristica de ser muy friable,

es - decir .forma callos blandes, 1o que facilita y acelera el
cuitivo’ ITQuido  para crecer cé&lulas en suspensién, ya que -las
céluias de Bouvardia ase disgregan  faciimente, En las
resiembras se.  puede tener cultivo 1Tquido  Sin  agregadaos - de

d!‘ln tamafic & |a segunds semana de haber niciado el cultivo

en-  suspensidn (Figura 7).

N2,  Cultivo "de céluias en medio liquido,

Pars graficar 18 curva de crecmento del cultivo Se mdid la
canticad de tejido por paquete de volumen ce.lular; este
paramento arroys catos reproducibles y  apoyados  por  1a
informacién de ia Libhogratia para Bouvardia ternifolia

{0, 1, 13, 14),

Debido - a  que el tejdo en suspensidn de 8. termfolia
presenta pocos agregados cCelulares, retene mucha . agua, por

Ic que al hacer mediciones de peso fresco se  presentaron

variaciones muy -altas, dedo A& . que el tiempo - para . eliminar -

el exceso de agua por vacio, no estd ben determinado. Ilo- que

altera . facilmente el peso  final

Se tomaron mediciones del cuitivo cads cuarenta y ocho

horas durante {4 dias. En &1 segundo dia termina 1a " fase
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Figura 7. Células de Bouvardia termrfolid, A Induccidn de
calle a parur de semilas. 8: Cultivo de células en
suspensién.



de reposo, y empieza el crecimento exponencial; a! octavo
aja ha terminado sy crecimiento e Mcila Su  fase estacionaria

(Figura 8).

Se utilizaron cultivos de 9 dfas. En este momento el tejido
se encontraba al inicio de |8 fase estacionaria, de tal forma

que el nimero de cé&lulas ers constante en el cultivo,

Debido. a -que ia cinética de crecimiento de estas células es
muy - rapida, ) es muy dificil qdistinguir contaminaciones por
hongos o bDacterias en los cultivos, por |0 que fué necesario
llevar - a cabo un control .de contaminacidn por microscopia de
uz, para verificar ' la ausencia’ de miCroorganismos, aseguran-

dose ae tener cultivos axéncos.
2.1, Preparacién de los cultivos.

Fué necesario lavar el tejido para ehmnar el medio - nutri~
tivo _en el que Se& encontraban creciendo | hasta  ese momgnto.
ya Que este medio nutritivo tena  cierta  concentracién  de
nitratos, 10 que aiteraba 108 resultados de l1a toma del jon

en jos tratamientos para provocar ajuste osmdtico.

También se consders ~que 1a8 célylas deberian permanecer por
algan . tiempo en la solucién de lavado, para elimnar el

exceso de -nitrato dentro de eilas, y durante el tratamento
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mantuvieran avidez por el mtrato, siendo 15 horas el periddo
adecuado, para aespués proseguir con los tratamentos con

nitrato.

Asi msmo este periddo de incubacidn serviria para nnoir  la
nitrato reductasa, ya que esta enzima necesita Cconcentracio-
nes externas de nitrato para su nduccdn < (29). La enzima
nitrato reductasa reduce el nitrato a nitrito, y haberla
temdo presente durante los tratamentos hubiera significado
una disminucidn del nitrato, como - tai dentro de. la célla. De

tal forma que .ia acumulacidn del mtrato hubiera Sido  menor.

Se considerd realizar 0S8 lavados e ncubdacidn coh una
sotucidn que mantuviera cierto potencial osmético, y ta

célula al ser expuesta no sufriera un choque osmético.

Se . deciahd utilizar una  solucon de Cacly (9), Ppara que ei
calcio ayudara a mantener las membranas de las células. Se
utilizé la - concentracin de 5 mM, sendo la  msma  concen-

tracidn que se usara en oS tratamentos con nitratos.

Se decidid _agregar a las  soluciones - de - lavado-incubacidn .y - de
f

tratamientos una fuente de carbono, para que las células

llenaran sus requerimientos energéticos durante todo el

tratamiento. La fuente de cardbono que se utilizé fue sacaro-

.



traciones de 1as soluciones que - se proponen’

son para plantas completas. De tal forma que

en suspensisn, las congcentraciones de

las

84, considerando a este compuesto ideal, por ser el mismo que
se . utilizara en todos los medios nutritivos (8),

La concentracién de sacaross que se utlizd (87 mM) en esta
solucisn = (87 ~mM), es Ia misma que se agrega en el medio
nutritvo Yy en jos tratsmientos de nitratos.

86 realizaron tres lavados con esta lucidn, en  dil es
3  antea de iniciar los tratamientos con nitratos

_(Figura 8).

Todas ' las soluciones & excepcidn de 1a solucsn para el
tratamento del efecto del calcio en isa toma de ntrato,
fueron adicionadas ¢on  sacarosa,

.31, Determinacidn de  nitratos.

Para la determmacién ae 105 nitratos se utilizé. 18 técnica
descrita . por Cataldo  y colaborsdores (6), esth técnica se
basa  en la  mtrificacién dei - amdia  del  &cido - salicihco
(Figura 9).

£ método de Cataldo tuvo que aser modificado Ppues 1as concen-

en sy documento

para las cslulas

soluciones de

a3
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nitratos  eran muy elevadas (20 mM) y tuvieron que ser dism-
nuidas {5 mM) para que fueran detectadas por el sistema de

medicién, sin diluir.

Solo se midid el nitrato que se encontraba en el exterior
celular, - pero se det;ae considerar que ja toma total de
nitratos es e) resuitado de 1los flujos de entrada y salida de
nitratos en ia célula (28, 3%5).

Ei método, aunque no se ve afectado por otros compuestos como
‘amonio, cloruros o nitritos, presenta ~una alta variabilidad.

6, s 22)

La alta variablidaa del método de determmnacidn’ de nitratos
fus compensada con el nimero de repeticiones de los experi-

mentos; se reahzarbn seis repeticiones de cada muetra ae

cada experimento. Se hizo un analisis estadistico de los

resultados, obteniendo la media (0} Yy -desviacién estandar
(DE), en Ja que se ubservan valores en un ntervalo no  mayor

al s12z,
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.4, Absorcisn de mitratos

4.8, Tratamientos con nitratos.

En 1a técnica reportada por. Cataldo y colaboradores (5) Se

utilizan plantas wletas, tas a Vtr ae 20
mM de nitrato de potasio, pero al exponer Ias célutas a estas
concentraciones de nitratos, nc fueron detectables los
cambios, por {0 que Se trabayd a una menor concentracisn que

fus dge 5 mM.

Siempre se cetermind s concentracisn de nitratos en el
exterior  celular. En  todas las  gravicas, la tome Je  mtratos
se reporta con base en el porcentaje, conswerandd et 10074 en

el  tempo O,

£l uempo para los tra(am-enloi <un  mitratos fue determnado
por 108 experimentos prehminares Qque Se realizaron.’ imcial-
mente Se trabaid con periodos Jde wempo  fargos de hasta 72
noras. En este tiempo se ve disminuida ia  concentracién de
nitratos en ei exterior, en un porcentaje muy alto, Pero es
en las nnme}ns 5. horas en donde Se ve meyr la toma. de
nitr.tos.. por {0 que sevreAahzaron tratamientos de >4.5 horas

de - exposicién, después de 5° horas de ayuno de nitrato.
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Se .considers el irat;m:ento con CaiNO3)p como control de” la
toma de nitrato, por parte de las cdlulas y se utlizd el
caicio  como - contra-ion, ya Qque fué con calcio donde hubo una
meJo;‘ toma de nqnitrato y no con potasio; lo anterior se. ve
reforzado con la informacidén de la literatura donde se
menciona que e] calcio facilita 1a entrada de nmtrato, ya que
las - cargas positivas = del calcio enfnascaran, las  cargas
negativas' de 1a membrana,  por o que J{os aniones se ven
B

atraldos hacia los acarreadores de membrana (19}

La Figura 10 represents la. toma normal de nitratos en
célutas en- suspensidn en presencia de Ca(NO3z); 5 mH Y
sacarosa 87 mM.‘ Se puede obServar una toma de ntratos hasta
65% en 25 nhrs, después de este tiempo se ve una salida de

nitrato aicanzando un 854 &  las 4.5 nrs,

En - el tratamento con nitrato de potasio SmM y sacarosa 87mM

se observa (Figura M), una entraca de nitrato, llegando a
'

una concentracién de 737 en el exterior, a jas dos horas Yy

media, y  prosigue una salida de nitratos alcanzando 8%. de

ntrate  en el extermor & ias 4.5 hrs.

Los tratamientos para  provocar ajuste o0smdtico se . realizaron
con NaCl y KC! en concentraciones de 150 y . 300 mM, y Poli-

etildnglicol -0.5 y -1.0 megafa,
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Los tratamentos con NaCl 150 y 300 mM son lag concentracio-
nes reporladéa por '‘Diaz de Ledn (10, 1), en donde la cé&lula
sufre un estrés salino y IlevaA a cabo ayustes metabdlicos o
fisiolégicos.

En el tratamento con NaCl 150 mM, la fuente de nitratos fue
CalNO3z)z 5 MM y sacarosa B7 mM. Se observa qlie-ta célula toma
nitratos durante Ia primera hora, Hegando Aa"unq toma hasta
del 30/, a jas tres horas y medis; se"ébs',é_r‘,va Lun fluJo.de:
salida de nitratos, alcanzando en el extefior una cor{éen-
tracish del 146%; despudés de este periodo la célula recupera
un poco  del nitrato que habia sacado anteriormente. Es
evidente que una concentracish de mas del 1007 de.. nitratos en
el exterior, indica que hubo un flujo de salida de nitratos

de las - pozas celulares (Figura 12).

Esta salida de nitrato hasta encontrarse una concentracidn de
146; en el exterior, podria -ndicar unha nfluencia de oS
cloruros como inductores de la salida y/0 entrada por un
transporte antiport, perovsm: que e3to mplique un _papel

‘especitico del nitrato como osmolto.

£ tratamiento con NaCl 300 mM se realizé bajo Ias mismas
condiciones que el tratamento de 50 mM. La toma de . hitratos
fué hasta de un 20X en |a primera hora, SeQuida Jde una saida

de  nitratos hasta alcanzar 907 en el exterior, a las tres
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horas (Figura 13), El cloruro de sodw a 300 mM no provoca la
'salida ' de nitrato de ~ las pozas intracelulares, este efecto
dei cloruro come inductor de la sallga de mtrato, se ha
perdido quizd por ‘que a estas concentraciones ya existe un

severo  estréds salino que dafia los sistemas membranales.

Para los tratamientos con polietilénglicol (PEG) se utiizd
c-moa,a y Sacarosa en las mismas = concentraciones que para
los tratamentos de NaCl. E! PEG se utilizd en dos concentra-
ciones que provocan un potencial  osmdtico de -~0.5 megara y-
1.3 megaPa, a estas concentraciones ya Se provoca. un ajuste
osmdtico, -para cé&lulas en cultive en suspension (4, 2, 1T
En la toma de ntratos durante el efecto del PEG -0.5 megaPa,
se observa una disminucisn del nitrato  en el exterior celular
de un 0% en la primera hora, en la swgwente hora {2 hrs) se
presenta una salida de nitratos al medio hasta alcanzar 957
exterior, se ve otra fase de toma de nmtratos, hasta un. 10%

en el exterior a las 4.5 horas (Figura 14),

Durante el tratamiento c¢on PEG -1.3 megaPa se observa una
toma de nitratos de 104 en la prmera hora y sigue una salida
de nitrato de .1a célula hasta un' 954 de nitrato externo a
las 2.5 horas, para la hora 4 se ve una disminucién del

nitrato externo . hasta 20% (Figura 1{38).
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Se: observa que una dismnucién - radical del “potencial osmdti-
co, No hace varar el fendmeno de toma y salida de nitratos,
por 1o ‘que puede sugerirse que el nitrato entra y sale

ndependientemente - del potencial osmdtico del- medio,

Para estudiar 1a - posibilidad de éue 'a sacarosa fuera el

compuesto que se s, en T ta a un ajuste osmdti-
co, . se efectud un tratamiento en el que se excluyd el

carbohidrato de |a ¥ de lavad bacid y de la

solucidn con nitratos. &&  realizd uns  solucisn de CaCip 5 MM

Y una solucién de Ca(NO3)2 con |la misma concentracion.

En 1a Figura % 8e observan 108 resuitados de l0S tratamien-
105 Sin - Sacaross. La toma de nItratos se  presenta en  un 0%
en 1a primers hora contmuando con un flujo de salida hasta

alcanzar un 95/ de nitratos en el exterior celular.

5@ reakzaront experimentos con KC), en las mismas - condicones
y concentraciones que para 105 tratamentos de NaCl Los
resuitados  arrojados  por  estos  experimentos apoyan la
evidencta de que el mtrato no constituye un osmoiito  paras
las  células de Bouvard:a termfolia. s embargo, es
claro qu§ el k* "'UEM un efecto uwmportante en el transporte
de nitrato (Figuras 7 y 18), aue no " fue anahizado, por  no

Ser considersdo Como parte de 08 objetivos del trabajo.



TOMA DE NITRATO
SIN SACAROSA EN/EL MEDIO

10 NITRATO EXTERNO (%)

100 -

| o}

1 1 i 1 1 § 1 t o
80—

0. .8 BN 2.8 3.6 48
o . TIEMPO (hrs)

- Fig e



- 110

" EFECTO DEL KCI (150 mM)
SOBRE LA TOMA DE NITRATO

NITRATO EXTERNO (%)

100 [

70

80 1 1 A i 1 1 t 1 1 T
A NN ] 18 28 as . 48

TIEMPO (hrs)
Fig. 17

87



§e ha sugerido al nitrato como un kosmolito en ‘c&lulas de
plantas  superiores (8, 35); esta hipStesis se ha basade en
los flujos de entrada y salida que presenta el nitrate en
periodos relativamente cortos; sin embargo, analizando los
resultados ’obtenidos en los tratamientos de NaCl, KCI y PEG vy
su efecto sobre la toma de nitratos por fa célula,  podemos
concluir que - el nitrato no representa un compuesto con papel
_ osmorreguiador  para 8. ternifolia, vya Que las ' curvas de
- absorcidn del nitrato no se ven modificadas ante 1a presencia

de compneaios que provocan un estré&s hidrico.

De ser. un osmorregulador e} nitrato, se hubiera esperado que
ante la presencia de ‘las sales (NaCl y KCl) y el PEG, se
acumulara dentro. de |a célula para equilbrar el potencial
osmético ~ interno de la . c&lula, Esta acumulacidn  hubiera - sido
r&pida y durante las. curvas de apsorcién, ﬁor io tanto no se
nubiera presentado un flujo ae salida tan pronunciado, o se
nubleran wisto  modificaciones en la absorcién, ante las
diferentes condiciones hidricas a las que  fueron expuestos

los tejidos,

Los siguentes experimentos fueron enfocados a estudiar las
-posibles causas que provocan 108 flujos de entrada y flujos

de- salids de nitrato en tiempos tan cortoes (4.5 hra).

ESTA TESIS RO DERE
SAUR B LA BISLIOVECA
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8e investigd el posible efecto del calcio sobre :Ia toma de
nitratos, para lo cdal se disedo un experimento donde se
exciuyera el calctlo de 1as soluciones de lavado-incubacién y
ulili;ando en ‘el tratamento de nitrato otro contra-ion. La
fueme de nitrato fue a base de KNO3z en concentracisn 5mM y
sacarosa 87 mM, Los resultados de este tratamento se presen-
tan en la Figura 19.

Se puede observar en la Figura 19 'que la_ toma de nitratos no

ue  ve modifioada wn ausencia de caicio. 2

Loa flujos de entrada y Salida de mtratos no se pueden
explicar  como causa de la "nitrato reductass,  ya que esta
enzima necesita ser activada por concentraciones externas
constantes . de nitrato y durante el periodo de incubacién el
ion fue eliminado. Podemos - inferir que el . nitrato ho se
reduce & nitrito dentro de da célula, para luego oxidarse a
mtrato y -  provocar una diferencia de  gradiente vy salir de la

célula,

El pH de las soluciones en todos Ilos tratamentos presentd el
msmo  valer al inicio y ab  t&rmino Jdel pertodo de  exposicidn
del mitrato. EI PH en {os tratamentos siempre se conservé en -
un intervalo dede 5.7_3, considerandose como PH fisioldgico,
Por 1o tanto no parece estar involucrado un lrmuﬁor‘te de

protones . en el fendmeno; Si existiera _un transporte -activo



TOMA DE NITRATO KNO ,(5mM)
SIN CALCIO EN EL MEDIO

NITRATO EXTERNO (%) .

100
A
00}
80
: 70}
.o 1 i - | ] 1 o Al /] 1 ALF
[ 076 1.6 . 2.6 8.8 4.8
: TIEMPO (hrs)
" Fig. 19

&



mediado por una ATPasa de protones, podrian esperarse cambios

en el pH del medo, SN embargo esto no sucede.

Podemos desc‘mbur 1a toma de nitratos para Bouvardia
ternifolrs de |a  siguiente manera. Se presenta nicialmente
una fase donde el flujo de entraca es mucho mayor a el flujo
de saﬁdn. 8i &ste existe, En una segunda fase se presenta un
flujo de salida mayor al fiujo de entrada de nitratos a |Ia
céiula. - Una -tercera etapa indica que el flujo de entrada es
superior  al  de salida, lo Qque nos hace pensar que es un

proceso ~oscilatorio de 1a céluta.

€1 fenémeno ‘de flujos que aqui se ‘gescribe, y que no habia
sido descrito anteriormente, - $& propone ¢omo un proceso
o'sc:latomq. donde posiblemente la célula ‘en una  primera
€tapa tome demasiados mMmtratos y se ve obligada & sacar el
exceso, pero en el momento - de la Sahda nhay .un flujo superior
al . del ence;o, por 1o que requiere absorber - otra cantidad de
nitratos. para llenar et faltante. Este proceso seria  sucesivo
" hasta que “ia célula alcance = el equlibrio. de concentraciones,

entre o que requiere y (o que absorbe o elimna.



CONCLUSIONES

1) Considerando que enBouvardis termfolia _ se presentan
flujos .~ de nitrato en tiempos muy cortos (4.5 horas), ‘se
propone el cultivo de célulias de Bouvard:a termfolia
como herramienta para el estudio de flujos de entrada -y

salida de nitrato.

2) Se desecha 13 hipbtesis, que se ha propuesto dei mtrato
como. un osmorregulador en células de B, termfolia, nNo
' pudiendo extender estos resuitados a todas las plantas
vasculares, ya Qque no se puede olvidar que las células en
cuitivos in vitro, presentan modificaciones metandhicas,

ain  no muy bien determnadas.

3) Se proponen s fwjos de entrada vy salida de nitratos
COMO Uun Pproceso osciatorio para regular 13 concentracibn

del mtrato dentro de |3 cé&lula.

4) Este trabajo ha sido sometido a revisidn para SuU  publica-
cion - en la .revista Plant Cell, Tissue and Organ. Culture. An
international journal on in . wvitro cuiture of higher plants,

New York.
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CONCLUSIONE S

1) Considerando que enBouvardia termifolia Se presentan
flujos de . nitrato en  tiempos muy cortos (4.5 fnoras), se
propone el cultivo de células de Bouvardia ternifolia
como herramienta para el estudio de flyjos dae entrada vy

salida  de nitrato.

2) SC desecha la hipdtesis, que se ha propuesto del nitrato

como. un. osmors en ) de 8. termifolis, .NO

pudiendo extender estos resultados a todas las  plantas
vasculsres, ya que no se puede olvidar que tas céulas eﬁ
cuitivos .in  vitro, presentan modificaciones metapdlicas,
ain no muy bien determmnadas.

3).-Se proponen los flujos .de entrada y salida de nitratos
COmo. un . proceso OSciatorio para regular la concentracisn

del- rutrato dentro de la célula,

4) Este trabajo ha sido sometido a revisidon para sy publica-

cin en 1a revista Plant Cell, Tissue . and organ Culture. An

international - journal ‘on " in vitro culture of Mgher plants,

New vork.
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