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RESUMEN 

En este trabajo se presenta un estudio sobre la 

influencia del contenido relativo de agua 

niveles de glicina betaLna y prolina. 

<CRA> sobre los 

Los dos modelos de trabajo que se utilizaron son: 

explantes de hoja y planta completa de 6 sernanas de 

La pórdida de agua se 

provocó,. para los explantes mediar1te el uso de una solución de 

polietilén glicol <PM 6000> al 17.Sr. <PEG potencial hidrico de 

-1.0 MPa> y para la planta completa mediante la suspensión de 

riego durante siete dias. 

Paralelamente se examinó el efecto de salinidad 

sobre los dos sistemas <explantes y planta cornpleta); para 

ello se trabajó con dos concentraciones distintas de cloruro 

de sodio 150 mM para explantes y 300. mM para la planta 

completa. Se analizó adem~s el efecto que pudiera tener el 

Ca++sobre la péFdida de agua y sobre el estrés salino. 

Se midieron los niveles de glicina betaina y 

prolina durante la pérdida de agua y el estrés salino. 

Se encontró que el explante y la planta completa 

presentan velocidades de pérdida de agua distintas pero 

responden acumulando glicina betaina dentro de un mismo 

intervalo (70-60/.) de Contenido Relativo de Agua <CRA>. 

Por otra parte~ la prolina no se acumula en 

explantes sometidos a déficit de agua. La planta completa 

acumula 900X con respecto al control a un contenido relativo 

de agua muy bajo C55-35X>. 

En el estrés por salinidad los dos sistemas 

utilizados~ planta completa y explante~ responden acumulando 



<250r. y 30or. con respecto al control, glicina betaina 

respectivamente> No se encontró una relación directa de 

acumulación con respecto al Contenido Relativo de Agua. 

Por otra parte,. la prolina solo se acumt1la en la 

Planta completa (750~ con respecto al control). 

El calcio parece tener en ambos tratamientos 

(pérdida de agua y salinidad) un efecto protector, 

permiti6ndole al sistema de explantes responder a 

Relativos de Agua m~s elevados, con respecto 

tratamientos sin calcio. 

Contenidos 

a los 

Se concluye que las hojas de amaranto son capaces 

de sintetizar glicina betaina. La acumulación de ésta se dá 

El independientemente de la velocidad de pérdida de agua. 

contenido relativo de agua es un parámetro adecuado para 

conocer el status hidrico de un tejido. La acumulación de 

prolina sólo puede ser estudiada en planta completa ya que no 

se acumula en explantes. La glicina betaina se acumula en 

respuesta a salinidad; no existe relación entre dicha 

acumulación y el contenido relativo de agua. El calcio tiene 

un efecto protector contra la. pérdida de agua. en el sistema de 

explantes. La luz estimula la acumulación de glicina betaina. 



Surnmary 

Influence of relative water content 

betaine and proline levels. 

CRWC> on 9lycine 

It has been used two systems for this work: detached 

leaves and whole plants of 6 weeks of edge of Am.a.ranthus 

hypochondriacus L •• Water lost to detached leaves has been 

performed using polyethylen glycol 6000 17.8/.. equivalent to 

-1.0 MPa water potential .. Water lost t.o whole plants has beer-. 

provoked by water withholding by 7 days. 

Salinity effect ot"l both systems J-.as been studied; t~o 

concentrations of NaCl was used: 150 mM to detached leaves and 

300 mM to whole plants. Calcium ir-.fluence on tJ-.e water lost 

and salinity stress was analyzed. 

Glycine betaine and proline levels during water lost and 

salinity stress was measured. 

Detached leaves and whole plants showed different water 

lost velocities. Biochemical response rneasured as glycit'le 

betaine accumulation is presented in the same range of 

relative water content CRWC 70-60r.>. 

However, detached leaves under water deficit were unable 

to accumulate proline. Whole plants accumulated proline 900r. 

with regard to control to low RWC C55%-35h>. 

Under salinity stress, both systems used, whole 

and detached leaves accumulated glycine betaine C250h 

plants 

y 300~; 

with regard to control respectively). It has not been found 

correlation of accumulation of glycine betaine and RWC in this 

stress type. On the other hand, proline only was accumulated 

in whole plants <750% with regard to control>. 



Under water lost and salinitY stress calcium seems a 

protective eTfect. Calcium permit to system of detached leaves 

to respor1d in RWC 9reater with regard to without calciurn 

treatments. 

It has been concluded that amaranto leaves are able to 

synthesize glycine betaine. This accumulation is water lost 

velocity independent. RWC is a good a good parameter to know 

the tissue hydric status. Proline accumulation under salinity 

stress; it has not relation between glycine betaine 

accumulation and RWC. Calcium 1-.as a protective effect against 

water lost in detached leaves system. Glycine betaine 

accumulation is syimulated by light. 



I.- INTRODUCCION 

La disponibilidad del agua es usualmente la 

limitante más importante del crecimiento y supervivencia de 

una planta. En ocasiones una planta morirá o detendrá su 

crecimiento debido a un déficit en la cantidad de agua 

disponible para ella, ya sea por falta de riego o por grandes 

cantidades de sales disueltas en el 

NaCll. 

suelo (principalmente 

A lo largo del desarrollo evolutivo las plantas han 

desarrollado una gran cantidad de estrategias adaptativas para 

sobrevivir en escasez de agua, ésto ha traido como 

consecuencia que muchas especies vegetales regulen su 

metabolismo y fisiologia de diversas maneras en función de la 

cantidad de agua disponible. 

Se ha propl¡esto que las plantas al perder 

sufren un cambio en su potencial hldrico <éste se hace más 

negativo> y como consecuencia a dicho cambio disparan una 

serie de mecanismos que le permiten evitat· la pérdida de más 

agua. Algunos de esos mecanismos que se han propuesto son: la 

toma de iones tales como Na~p K+ y N0
9

- y 

acumulaci6t-. en los tejidos de la planta de 

entre ellos glicina betait'la, prol inap 

citrato y oxalato. Con estas estrategias 

la síntesis y la 

solutos orgánicos 

azúcaresp malatop 

la célula vegetal 

aumenta su potencial osmótico (lo hace rnás t1e9ativo> con lo 

que impide mayor pérdida de agua. De esta manera le es posible 

a la célula mantener la turgencia y sobrevivir <Greenway, 

y ML~nns 1980; Hanson y Hitzp 1982; Wyn Jones y Gorhamp 1983>. 

1 



Por otro lado 7 se empieza a pensar que los cambios 

en elvolumen celular pueden generar se~ales celulares más 

especificas de la pérdida de agua que los cambios 

fisicoquimicos de potencial de agua <Kaiser~ 1982; 

Berkowitz y 6ibbs 7 1988>. La medición de los cambios en el 

volumen celular puede ser hecha a través de un método 

indirecto conocido como Contenido Relativo de Agua 

<CRA> (Sinclair y Ludlow 1985). 

Se consideró importante estudiar la acumulación de 

glicina betaina y prolina en relación a cambios en el 

contenido relativo de agua provocados por p~rdida de agua en 

hojas de amaranto~ ya que la glicina betair1a y la prolina se 

han descrito como osmol i tos ci toplasmáticos que se acurnulan 

por acción del déficit de agua tanto en bacterias como en 

plantas. 

Se escogió al amaranto como modelo de estudio 

debido a que es una planta mesofitica~ C-4 que tiene un uso 

muy eficiente de agua. 

El 

amarantáceas; 

amaranto Pertenece a 

es una planta con 

resistente a sequla7 pero 

la familia 

metabolismo 

tiene las 

de 

C-47 

las 

no 

estrategias 

metab6licas7 anatómicas y fisiológicas de una planta C-4 para 

hacer un uso más eficiente de agua. El amaranto probablemente 

sufre cambios en su metabolismo al ser sornetido a déficit de 

agua7 algunos cambios podrian ser a nivel del metabolismo 

nitrogendo. En la actualidad el amaranto esta recibiendo gran 

interés debido a su gran valor nutritivo y a que tiene una 

al ta eficiencia en el liso de agua. 

2 



II.- ANTECEDENTES 

II.1.- Agua. 

La distribución de la vegetación y el tipo o 

especie de ésta sobre la superficie de la tierra esta 

controlada más por la disponibilidad del agua que por 

cualquier otro factor. Debido a esto~ la relaci6n entre la 

Planta y el gua ha sido de gran interés para muchos 

científicos durante generaciones. El agua constituye el 80-90~ 

del peso fresco de una plat1ta. Una dismir1uci6n en el cot1tenido 

de agua de la planta casi siempre causa una disminución en la 

actividad fisiológica. A lo largo del desarrollo evolutivo han 

surgido una gran cantidad de estrategias adaptativas para 

sobrevivir en escasez de agua. (f.(ramer7 1969). 

II.1.1. Valor termodinárnico del agua. 

La importancia del agua en los organismos 

vivos resulta de sus propiedades fisicoquimicas únicas. 

Como son., entre otras su alto calor especifico <4.2 J -· g ) ; 

el calor de vaporización que es el más alto conocido hasta 

hoy <2441 J g-& a 1ooºC>;y el calor de fusión (333.6 J -· 9 ) 

el cual es también inLisualmente alto. Ahora. bien., el alto 

calor especifico del agua tiende a estabilizar las 

temperaturas de los organismos vivos y su medio ambiente que 

lo rodea. El alto calor de vaporización del agua t1ace que la 

evaporación de ésta tenga un efecto pronunciado de 

enfriamiento y la condensación tiene un efecto 
' ' 

de 

calentamiento <Kramer.,1969). 

El agua al ser transparente a la radiación visible 

3 



permite a la luz penetrar a través de ella y hace posible que 

las algas lleven a cabo fotosintesis y crecimiento a 

profundidades considerables en medios acuosos. Adernas posee 

alta fuerza cohesiva interna entre las molécL~las que le dan 

una fuerza de tensión y una viscosidad más alta que la de 

muchos otros liquidos. Esto permite la fuerza de tensión 

requerida por la teoria de cohesión para que la circulación de 

el agua se cumpla. 

di polar tiene 

Por otra parte,. el a9L~a al ser una 

una alta constante dieléctrica 

molécula 

la cual 

contribuye a su comportamiento como un solvente polar casi 

perfecto. 

Todas estas caracteristicas son de gran 

importancia en las relaciones agua-planta <Kramer, 1969). 

II.1.2. Potencial de agua y sus componentes. 

Cuando el agua fluye de abajo hacia arriba 

puede producir trabajo. El agua en la base ha perdido parte de 

su capacidad para hacer trabajo y tiene un contenido de 

energía libre menor que cuando está en la parte de art·iba .. 

Asi, se tiene un flujo de agua cuya fuerza conductora es la 

diferencia en energía libre entre la parte de arriba y 

abajo. 

la de 

De manera similar, el movimiento de agua en 

el sistema suelo-planta-atmósfera es debido a las diferencias 

en el contenido de energia <capacidad para hacer trabajo) del 

agua en las diferentes parte5 del si5tema. Por tanto, se puede 

decir que el agua fluye del suelo ~-.acia la atmósfera a través 

de la planta en respuesta a un gradiente de energla. 

4 



Entre los fisiólogos de plantasp es común 

expresar el contenido de et1et-gla 1 ibre del agua en forma de 

potencial de agua (11') .. El cual se define como la energía libre 

por ur1idad de volumen de aguap asumiendo qL~e el poter1cial del 

agua pura es cero bajo co1'"ldicio11es estándar .. Er1 vista de que 

la energla por unidad de volumen tiene las mismas dimensiones 

que la presiónp el potencial de agua es expresado en unidades 

de presión ya sea el bar o el Mega Pascal <MPa) .. 

En el sistema suelo-planta-atmósferap los 

potenciales de agua son usualmente negativos y el agua fluye a 

través de regiones con valores más negativosp esto es, la 

atmósfera tiene un potencial de agua más negativo que la 

planta y ésta a su vez tiene un potencial de agua más 

negativo que el del suelo. En el tejido vegetalp el potencial 

de agua puede alcanzar el equilibrio por la aparición de una 

presión hidrostática (presión de turgencia) y por lo tanto se 

puede expresar por la ecuación 

"' = "' + "' " p 

donde 11' representa el ¡::.oter1cial osmótico y lJI representa el 
" p 

potencial de presión o de turgencia <Fitter y Hayp 1981> 

II .. 1 .. 3. Relaciones de agua en las células vegetales .. 

En una célula vegetal el medio externo es el 

agua en la pa~d celular y en los espacios intercelulares 

(apoplasto> el cual está sujeto a la presión atm6sferica. La 

mayor parte del agua celular está contenida en la vacuola. La 

membrana celular y el tonoplasto <membrana vacuolar> pueden 

considerarse un complejo semipermeable. El potencial hídrico 

del citoplasma es más negativo que el del apoplasto por lo 

5 



tanto el agua tiende a fluir hacia el citoplasma~ el potencial 

hidrico de la vacuola es más negativo que el del citoplasma 

por lo que el agua fluye hacia la vacuola~ aumentando el 

potencial de agua de ésta y asi incrernenta el volumen de la 

vacuola. En L~na célula éste flujo de agua podria continuar 

hasta que la diferencia en potencial de agua entre 

apoplasto~ citoplasma y vacuo!a llegue al equilibrio. 

Et1 una hoja~ el volumen celular esta limitado 

por la pared celular y sólo ut1 pequef"io influjo de agua puede 

ser acomodado por la elasticidad de las paredes celulares. 

Consecuentemente la presión de turgencia desarrollada en la 

vacuola~ presiona el citoplasma contra la superficie interna 

de la pared celular aumentat1do el potencial de agua vacuo lar. 

Al aumentar la presión de turgencia las células se presionan 

una contra otra con el resultado que las hojas originalmente 

fláccidas~ incrementan su turgencia. En el equilibrio la 

presión de turgencia alcanza su valor máximo y ya no hay 

tendencia para que más agua fluya del apoplasto a la vacuola. 

Es cornú1~, asumir que el agua citoplasmática 

está en equilibrio termodinámico con el agua vacuolar. 

Consecuentemente~ bajo muchas condiciones~ el potencial de 

agua en el citoplasma será identico al de la vacuola~ pudiendo 

simplemente decir que 

ipcot = .¡. . = .¡. 
C1.L VO.C 

el potencial de agua celular es igl~al al potencial de agua 

citoplásmico y este a su vez es igual al potencial de agua de 

la vacuola CFitter y Hay, 1981). 

6 



II.1.4. Volumen celular y 

hidricos. 

su relación cori los potenciales 

El volumen celular está ir1timamente 1 igado a 

los cambios en el potencial de agua celular, ya que al tomar 

agua la célula aumenta su volumen hasta donde su módulo 

elástico se lo permite. Por el contrario, al perder 

volumen celular disminuye dándose un aumento en el 

agua el 

potencial 

osmótico (se hace más negativo> como se muestra en el diagrama 

de H6fler (fig ll. 

Recientemente se ha propuesto que cambios er1 

el volumen celular podrian estar involt~crados en cambios 

metabólicos tanto en células animales <Cala, Finn, 

Mills, 1987> como en células vegetales <Kaiser, 1981a, 

1985; 

1981b. 

1982; Robinson 1985; Berkowitz, 1988,>. En los experimentos de 

Kaiser se ha estudiado la relación entre volumen celular~ 

volumen cloroplástico y fotosintesis, encontrándose una 

estrecha relación entre cambios en el 

fotosintética. 

II.1.5.Contenido Relativo de Agua. 

volumen y actividad 

En los dos parra.Tos anteriores se han 

descrito las relaciones hidricas celulares de células 

11 tipicas 11 ~ sin embargo existe considerable variación e11 el 

potencial osmótico vacuolar entre especies vegetales • También 

la respuesta a la pérdida de agua en las céll.1las de algunas 

especies puede ser diferente a la mostrada en el diagrama de 

Hofler. Puesto que alguna especies resistentes a sequla evitan 

la pérdida de turgencia (y por tanto no dejan de crecer> por 

acumulación de solutos dentro de la vacuola 7 haciendose más 

7 
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negativo el potencial osmótico. 

Debido a ésto y a las dificultades 

metodológicas que representan las mediciones de potenciales 

h1dricos, algunos autores (Sinclair y LL1dlow, 1985) prefieren 

·indicar la pérdida de agua en el tejido por la fracción de 

agua perdida, parámetro conocido como Contenido relativo de 

agua <CRA> más que por la depresión en el potencial de agua. 

El CRA ha mostrado ser una medida m~s adecuada que los 

potenciales hidricos, para correlacionar la actividad 

metab61 ica con la pérdida de agua. Se considera posible 

utilizar el CRA como un indicador del volumen celular <Ritcher 

1978, ver fig 1>. Ademas, se dice que el CRA puede indicarnos 

los cambios en el volumen celular por las siguientes razones: 

1) la densidad del agua no sufre grandes 

incrementar la temperatura del ambiente 

cambios 

durante 

al 

los 

tratamientos de pérdida de agua por lo que es posible 

considerarla de 1 g/ml y 2> se puede suponer que al secar un 

tejido únicamente se pierde agua, por lo que su peso permite 

calcular la variación de volumen, con base en la densidad del 

agua. Finalmente es necesario aclarar que no se está 

considerando al CRA como el volumen total real de las células 

sino como un estimador del mismo. 

II.2. Amaranto 

El amaranto es una planta con metabolismo C-4, 

mesofitica, no es resistente a la sequia pero muestra un uso 

de agua muy eficiente (300 g de agua trat-.spirada / g de 

materia seca prodLtcida), mientras que el trigo y la cebada, 

que son plantas C-3, tienen un rnayor consumo de agua por gramo 
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de materia seca producida (540 y 520 respectivamente) 

CLarcher., 1975, citado por Fitter y Hay, 1983>. 

Dado que el ama1'"anto no es resistente a 

la sequía, no presenta características morfológicas o 

fisiológicas semejantes las que se han descrito en plantas 

resistentes a sequla. El amaranto no cuenta con un sistema 

radicular excepcionalmente grande, no tiene tallos suculentos, 

no cuenta con hojas peqL~ef'ías, ni suberizadas, no tiene estomas 

sumergidos y no tiene vellosidades. 

Una caracteristica que es de llamar la 

atención en el amaranto, es su rápida toma de agua para 

restablecer la turgencia de sus hojas, ésta se lleva a cabo en 

aproximadamente 20 minutos. Esta caracterlstica ha sido uno de 

los motivos para llevar a cabo estos estudios sobre 

influencia que pudiera tener la pérdida de agua sobre 

la 

el 

meta.bol ismo celular. Otra razón importat'lte., es el hecho de que 

el amaranto es una dicoti ledonea rnesofi ti ca, no resistente a 

sequia. Es posible esperar cambios y reajustes celulares 

adaptarse a la pérdida de agua. 

para 

No existen estudios bioquimicos sobre 

respuesta del amaranto a pérdida de agua, la gran mayoria de 

los estudios, son sobre aspectos nutricionales por su alta 

calidad proteica y agronómicos para 

resistente a sequ1a y para evitar 

genética que se presenta en esta 

real izados en este laboratorio, Del 

determinar si es 

la gran variabilidad 

familia. En estudios 

Rlo Portilla ( 1988) 

encontró que el amaranto presenta un punto de marchitez 

permanente de 37~ de CRA; y el punto de dafio celular en 42Y. de 

CRA. 
10 



II.3. Salinidad. 

El crecimiento y supervivencia de las plantas 

en alta salinidad dependen de su adaptación a bajos 

potenciales de agua y a altas concentraciones de Na+ y Cl .. 

El efecto adverso de bajo potencial de agL1a externo puede ser 

Femedia.do por toma de electrolitos ya sea en la vacL~ola o en 

el citoplasma pero esta toma crea daño por iones. 

Por tanto las posibles adaptaciones varian er1tre la exclusión 

de Na+ y Cl o bien la rápida toma de esos iones para usarlos 

como los solutos iónicos Principales en las células (Greenway 

y Munns,. 1980) .. 

Se conoce poco acerca de los mecanismos que 

afectan el crecimiento y la supervivencia celular en plantas 

sometidas a estrés salino,. ya que no se ha podido distinguir 

entre el da~o causado por la disminución en el potencial de 

agua y el de exceso de iones. Greenway y Munns <1980> sugieren 

que en plantas no halófitas las hojas expandidas son afectadas 

por el exceso de iones y que las hojas en expansión son 

afectadas por el d~ficit de agua. En estas últimas, no se 

conoce cómo es que los iones ejercen su efecto adverso, se ha 

sugerido que podría afectar la permeabilidad de la membrana o 

la estabilidad de las actividades enzimáticas. 

Se ha propuesto que los mecat1ismos primarios 

que proporcionar1 resistencia a salir-.idad a las células 

incluyen: enzimas estables en alta salinidad, exclusión de 

iones y compartamentalizaci6n de iones <Daines y Gould, 1985; 

Ahmad et al •• 1987). En las dos últimas posibilidades, un 

requerimiet-ito secundat-io es corregir el desbalat1ce osmótico 

11 
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causado por la redistribución de los iones a través de las 

membranas .. 

Una manera de evitar el daHo celular y 

mantener el crecimiento en este tipo de estrés, es la 

acumulación de solutos orgánicos en el citoplasma para que 

estos contribuyan al balance osmótico, cuando los electrolitos 

estan en menor concentraci6n en el citoplasma que en la 

vacuola y para proteger a las enzimas de las altas 

concentraciones de electrolitos en el citoplasma .. Los solutos 

que se incrementan a alta salinidad en muchas especies 

incluyen glicina betalna (Storey y Wyn Jones, 1975; Grieve y 

Maas, 1984), prolina CLone et al., 1987) y sacarosa (Perry et 

al., 1987). 

La evidencia dispo1-.ible en hal6fitas 

principalmente, sugiere que la glicina betaina puede tener un 

papel en el mantenirniento del crecimiento más que en la 

supervivencia celular; la prolina en cambio parece tener un 

papel relacionado con la supervivencia más que con el 

mantenimiento del crecimiei-.to <Greenway y Munns, 1980) .. 

La interacción entre Na+ y Ca++ ha sido 

extensivarnente investigada .. Uno de los puntos estudiados ha 

sido el del papel del Ca++ en el transporte selectivo de 

cationes, especialmente K+ en células vegetales 

Lauchli, 1985, Ben-HaYYim, 1987). 

Cramer y sus colaboradores (1985, 

<Kent y 

1986) han 

demostrado que ut-.o de los problemas que se presentan er1 las 

células sometidas a estrés salino, es que el Na+ desplaza al 

Ca++ asociado a la membrana celular. Por otro lado, se sabe 

que la relación celular Na+/K+es de gran importancia 
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para el metabolismo. Comunmente se acepta qt..'e a altas 

concentraciones de NaCl,. se dá una competencia entre Na+ y K'4· 

que conduce a reducidos niveles de K+ intracelular. Los altos 

niveles de K+ intracelular han sido correlacionados con altos 

niveles de tolerancia a salinidad (Croughan et al.,. 1979, 

Watad et al.,. 1983, Ben-Hayyim et al.,. 1985,. 1987). 

En varios sistemas ve9etales se •·1a demostrado 

qt..1e el efecto diferencial de altas concentraciones de NaCl 

esta parcialmente relacionado cor1 bajas concentraciones de 

ca++ tales estudios apoyan la idea de que 

protector del Ca++ se debe al mar1tenimiento de la 

el efecto 

integridad 

de la membrat1a,. que evita la salida de I(+ (Kt..,rth et al.,. 1986 

Ben-Hayyim,. 1987). No existe inforrnaci6t-. disponible sobre si 

existe interacci6t1 entre K+ y Ca++. 

II.4. Solutos Compatibles 

En varias revisior1es se ha reconocido que en 

células de baja vacuolación,. los compuestos orgánicos y el K+ 

la adaptación hiperosrnótica; 

mientras que en cQi.lulas áltamente vact..1oladas el KCl y/o el 

NaCl son los osmóticos más importantes 

bacterias halofilicas> CWyn Jones 

<a 

y 

excepción de 

Gorham1983l. 

las 

Los 

ci toso 1 utos orgánicos act..,mu la dos son frect..,entemente llamados 

solutos compatibles,. el término fué introducido por Borowitzka 

y Brown (1974) para describir sustancias no in•1ibitorias y con 

función metabólica que se acumulan cuando la plat1ta está 

sometida a bajos potenciales de agua. Un número de posibles 

solutos compatibles hat1 sido reconocidos et1 plat1tas superiores 

y muchos m~s en organismos ir1feriores CPoljakoff-Mayber et 
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al., 1987>. 

Se ha producido suficiente evidencia para 

demostrar en cada caso que la acumulación de estos 

osmoprotectores es de valor adaptativo más que un 1-eflejo de 

daHo metabólico. Por otro lado no se ha encontrado una 

relación entre la resistencia a sequia y potencial 

acumulatorio de prolina ai...~nque si se ha encontrado esta 

relación en el caso de glicina betaina <Grumet y Hanson~ 1986). 

II.4.1. Glicina betaina. 

La glicina betaina <N~N~N -trimetilglicina> es 

un compuesto cuaternario de amonio el cual se acurnula en las 

hojas de un amplio rango de especies vegetales en repuesta a 

estrés de a9ua y/o salino. Su fórmula es: 

CH3 

CH
3

+N-CH
2

-COOH 

CH3 

Se ha reportado que la glicina betaina se acumula 

en hal6fitas tales como Spartin.a.. s~aada m.a.ritima ~ Bata 

marltLma. CWyn Jones et.al. 1977, Briens et. al. 1982,. Stumr 

1985). No-hal6fitas tales como espinaca,. cebada, trigo y sorgo 

CHanson y Scott,. 1980; Hanson y Hitz,. 1982; Wyn Jones Y 

Storey,. 1981; Grieve y Maas,. 1984; McDonnel l y WYt-a Jot-aes,. 

1988). La mayoria de las especies estudiadas que acumulan 

glicina betalna pertenecen ya sea a la familia de las 

quenopodiaceas o a la de las gramineas 

También se ha encontrado que las cianobacterias 

haloflticas acumt.ilan altas concentraciot1es de glicina betaina 
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cuando son crecidas bajo condiciones salinas <Reed et al., 

1984, Moore et al., 1987). Al igual que las eubacterias 

<Imhoff y Valera, 1984; 

Strom. 1986) 

Cairney et al .. , 1985; Landfald y 

La via de sintesis de glicina betaina ha sido 

estudida en dos tipos de plantas C-3 <Hitz et al .. 7 1981; 

Coughlan y Wyn Jones, 

en gramineas f i9 

1982> 

2). 

una en quenopodiaceas y la otra 

La P-colina que es oxidada a 

betainaldehido y posteriormente a glicina betaina7 proviene de 

serina fotorrespiratoria 7 en las quenopodiaceas <Coughlan y 

Wyn Jones, 1982). En las gramineas proviene de la degradación 

de fosfolipidos <Hanson y Rhodes, 1983; McDonnell y Wyn Jones, 

1988)w La oxidación de la P-colina se lleva a cabo en el 

cloroplasto <Hanson y Scott, 1980> y es influenciada por la 

luz <Weigel et al., 1986), de ah! es exportada al citoplasma 

donde se acumula.. Se ha encontrado una isoenzima de la 

reacci6n de betalnaldehido a glicir1a betalna en citoplasma 

<Weigel et ~l., 1988) pero la mayor parte de la slntesis se dá 

en el cloroplasto. 

Se ha propuesto que la acumulación de éste 

compuesto en las especies vegetales en particular, es 

importante en la respuesta al estrés porque tiene un 

significado adaptativo .. Se ha propuesto que este compuesto 

actúa corno un osmótico no t6xico local izado preferencial mente 

en el citoplasma y en el cloroplasto de las células vegetales 

donde puede actuar como un protector de enzimas <Wyn 

Storey 1981; Robinson 1985; Grumet y Hanson, 1986). 

compartamentalización de iones <Ahmad, et .. al. 1987), 

estabilización de membranas (Jol i vet., 1982) y 
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replicación del DNA a nivel bacteriano <Meury, 1988>. 

II.4.2. Prolina 

Algunas especies vegetales y algunas bacterias 

acumulan prol ina 1 ibre corno respuesta a un déficit de agua o 

cuando se encuentran en un medio salino CPaleg, 1981). Muchos 

estudios se han llevado a cabo para conocer las causas 

metabólicas de la acumulación de prol ina dut·ante el estrés de 

agua proponiéndose las siguientes: 1> St1 posible papel como 

osmolito compatible, regulando y reduciendo la pérdidad de 

agua celular. 2) Como protector de enzimas, ya que la prolina 

af~cta la solubilidad de ciertas proteinas por interacción de 

la prolina con los residuos hidrof"óbicos en la superficie de 

la proteina <Paleg, 1984). 3) La prolina puede ser una 'fuente 

CPaleg, de energia y grupos amit10 

1981) • 

rápidamente utilizables 

Entre las especies vegetales rnás estudiadas 

que acumulan prolina libre 

maiz, trigo, soya, algodón 

se encuentran: cebada, frijol, 

y tabaco ( Singh et al.,1973; 

Me Michael y Elmore, 1977; Hanson et al., 1979; Dix y Pierce, 

1981; Moftah y Michel, 1987; Ibarra et al. 1988). 

En las plantas superiores, la principal ruta 

de sintesis de prolina se localiza en el cloroplasto y su 

precursor es el ácido glutámico Cfig 3). La prolina se 

oxida a 9lutámico de nuevo mediante una serie de reacciones 

semejantes a las que le dieron origen (fig 4>. 

17 



.. -.,_ .. ;·í·. 

.-·.;..~ \_,. --·- ···.---'··-·. ···--·- . .. _-.;. 
__ . ....:,:__ 

• 

• 
·-
'· 

i 

'i 

i 
·¡ 

COOH 

' CH"Nl:fz 
COOH 
' ~HHH.z 

COOH 

' CHNHz 
1 ATP · AOP 

.4:: --~-· 
COOll ti 

~Hz 
~"z 
C•D 

NAOPH NAOP+, . tHf • 

---~--~ i:~ Spont. 

'" 
Glutoml~ 

ocld 
... 

., 1 ... 

......... :· ... 

' o 
0-~-o 

b-
y·Glu•omyl 
pholphate 

; ... 
. .. -:""'""' __ _ 

PI Glutomlc.y
·,omloldchydo 

Fig.; 3. Vía· de Sín.ti¡:sis de Prol.ina • 

; ·.· ¡ __ ... ...; .• -· 

· ... 

CHzCHz 
I \ . 

NADPH NADP+ 

\_ ¿· 
CH,.,_ ... CH . 

'<:::::::-N' 'COOH 
... 

&pyrroline·5· 
·carboxylic ocid 

COOH COOH 
1 1 

~HNHz mo• i.'•Nl\DH ~HNHz 
· CH2-CHz ,., \ 
CHz ·CH 

~~ . ctt2-cH2 
-~,,_,__, I . \ 

111 CH·. CH 

Sponi. 

1zr 

-~z 
~Hz 
CHO 

\_ ¿ ~"2 
---'~1°'31'"'---01 ~Hz . 

COOH 

·. 

CHz--CHz 
I \ ~ 

CHz CH 
' 'H/ 'COOH 

H 
·• Pr.olinD._ 

. "''N/. 'cOOH 
t.····' \1 . 

rr~nna 

~N/ 'COOH 
· l:l:·Pyrrollna·5· 

carboJCyllc acld 
Glulamlc"Y"· 

S9mioldahyda 
Glutamk--.:....... 

a cid 

.. ---- -·7· 

Fig. 4. Vía de oxidación de Prolina. 

18 



III. - HIPOTESIS 

La pérdida de agua en una célula provoca ciue 

se dé un cambio en su volumen celular,. en el potencial de 

solutos y en el potencial de turgencia. Por otro lado,. se ha 

reportado que el contenido relativo de agua puede ser un 

reflejo de los cambios de volumen celular .. El 

volumen celular hace que se den cambios en 

cambio en el 

la pared y/o 

membrana celular,. los cuales Pt,eden ser traducidos et1 sef1ales 

de pérdida de agua; esto traerá como resultado cambios 

metabólicos y fisiológicos. Entre los cambios metabólicos se 

esperaría la acumulación de solutos,. entre ellos glicina 

betaina y prolit1a. Y dado que en la mayoría de los estudios 

realizados sobre cambios metabólicos en respuesta a déficit de 

agua se ha acumulado mucha información en la cual se desconoce 

la cantidad de agua presente en el tejido; es importante 

caracterizar metodologias de fácil aplicación y que nos den 

mayor información acerca del status hidrico del tejido 

sometido a déficit de agua. 

Con base a lo anterior se propone que los 

cambios en el contenido relativÓ de agua provocados por la 

pérdida de agua tienen influencia sobre las seHales que 

directa o indirectamente inducen 

betalna y prolina. 
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IV.-.OB.JETIVO 

Caracterizar un sistema que responda bioquimicamente al los 

cambios en contenido relativo de agua provocados por pérdida 

de agua. La respuesta bioquímica se estudia a través de la 

acumulación de glicina betaína y prolina. 

IV.1.- OBJETIVOS PARTICULARES 

1.- Determinar si la glicina betaína se encuentra presente en 

las hojas de amaranto. 

2.- Establecer si la Planta es capaz de sintetizar glicina 

betaína y prolina como consecuencia al déficit de agua. 

3.- Caracterizar si el sistema de explantes responde de la 

misma manera que la planta completa. 

4.- Determinar qué relación existe entre la acumulación de 

glicina betaina y el contenido relativo de agua. 

5.- Estudiar qué otros factores influyen en la síntesis de 

glicina betaina <Luz~ oscuridad 7 NaCl y Ca++>. 
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V.- MATERIALES Y METODOS 

V.1.- Material biológico. 

Se utilizaron hojas de Amaran t h:u.s 

hypochondrtacus L. tipo mercado <INIFAP .. Chapingo., México; 

donado por el lng. Eduardo Espitia). Las plantas se crecieron 

en tierra bajo condiciones de invernadero con fotoperiodo de 

12-14 horas.. temperatura de 18° -30°C. Se uti 1 izaron las hojas 

totalmente expandidas de plantas de 6 a 8 semanas de edad. 

V.2 •• - Tratamiento de pérdida de agua. 

V.2.1.- Explantes. 

Se utilizaron 2 metodologias para provocar el 

déficit de agua de los explantes de hoja: 

Hojas totalmente expandidas se colocaron en 

una camara de crecimiento a 25°C y con luz durante 8 horas y 

se dejaron secar al aire., esto significa sin ninguna solución 

deshidratante. 

Se tomaron hojas maduras y turgentes y se 

sumergió el peciolo en solución de PEG 6000 para un potencial 

de agua de -1.0 MPa. Un grupo de estas hojas se colocó en luz 

y el otro en oscuridad. Se tomaron de 8-9 hojas a 1~2~4~6~8 y 

10 horas~ se congeló <en congelador de -70° C> el tejido para 

medir tanto el CRA como GB y prolina. 

v.2.2.- Planta completa. 

Se formaron dos grupos de plantas; uno se 

mantuvo en oscuridad y el otro en luz~ se dejaron de regar 

durante 7 dias las de luz y 12 dias las de oscuridad. 

Diariamente se tomaron de 8-9 hojas pat·a determinar el 
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contenido relativo de agua <CRA> Y para ocuantificar glicina 

betaina <GB> y prolina. 

V.3.- Medición del contenido relativo de agua. 

Se cortaron circulos de 8 mm de diámetro de 

cada hoja, se pesaron para determinar el peso fresco <Pfl, 

inmediatamente después fueron colocados en la cámara de 

saturación. Esta se guardó en una bolsa de plástico negro por 

cuatros horas <tiempo establecido para el sistema por Del Rio 

1988). Al finalizar este tiempo se pesaron de nuevo para 

conocer el peso de turgencia máxima <Pt>. Posteriormente, los 

discos de hoja se colocaron en una estufa a aoºc con vacio, 

por 24 horas para obtener el peso seco constante <Ps>. El CRA 

se calculó con la siguiente formula: 

CRA = Pf Ps X 100 
Pt Ps 

<Slavik, 1974). 

V.4.- Determinación de metabolitos. 

V.4.1.- Medición de glicina betaina. 

El extracto se obtiene a partir de 1 gramo de 

hojas, las cuales se pulverizan en mortero, se pasan a un tubo 

de vidrio y se le a~ade 5 ml de agua desionizada. Se 

homogeniza en politr6n <Ultra turrax, Janke-Kunkel Ika-Werk> 

por 45 segs., se filtra a través de 6 capas de gasa y se le 

a~ade TCA (concentración final de 107.). Se centrifuga a 15000 

rpm por 20 min. Se toma el sobrenadante y se extrae el TCA con 

éter etilico (por tres veces). Cada muestra es neutralizada Y 

puesta a secar en una estufa con vaclo y a soºc <Precision, 
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GCA company). Se resuspenden las muestras et"l 200 µl de agua 

desionizada y 100 µl se toman para cuat-.tificaci6n de aminas 

cuaternarias y 100 µl se pasan a través de una columna de 

Dowex-50W (Sigma, H+, 200-300 mesh). Se lava con agua y se 

eluye con 4 ml de NH
4

0H 4N, el eluido se pone a secar en la 

estufa con vacio a soºc. Se resuspet-.de la mL¡estra en 100 ,_..1 de 

agua. A cada muestra se le a~ade reactivo de Dragendorff Y se 

centrifuga a 7000 g. Con mucho cuidado se quita todo el 

sobrenadante y se resuspende el sedimento en 1 ml de KI 2.45 

M, se toman 10 µl y se llevan a 1 ml con KI 0.49 M. Se lee a 

467 nm contra un blanco de KI 0.49 M <método de Stumpf, 1984). 

Preparación del reactivo de Dragendorff: 

Mezclar partes iguales de BiCN0
8
>

2 
0.35 M y KI 2.45 M. 

<Stumpf, 1984 l 

Activación de la resina Dowex-50 w. 
Se prepara en batch, se lava con alcohol etilico al 96% 

caliente, después se lava con abundante agua y se le agrega 

HCl 1 N por 1 h (agitando con frecuencia), finalmente se lava 

varias veces con agua desionizada hasta pH neutro <manual de 

Sigma). 

V.4.2.- Cuantificación de prolina. 

Cada muestra se homogeniza en un mortero con 

ac. sulfosalicilico al 3Y. en proporción O.Sg de tejido a 10 ml. 

de ácido sulfosalicilico. El homogenado se filtra a través de 

un embudo Buchner con papel filtro Whatman #2 en un matraz 

Kitasato al vacio. Se pasan 2 ml del filtrado a un tubo de 

ensayo <15x150). A cada tubo se le a~aden 2 ml de ácido 

acético glacial y 2 ml de ninhidrina ácida. Se agi tat-. 1 as 
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mezclas Y se ponen a reaccionar 1 hora en baffo marra a 

ebullición. La reacción se detiene en un ba~o de hielo. Una 

vez que adquieren la temperatura ambiente se extrae la muestra 

con 4 ml de toluenop agitando en vortex por 15-20 seg. Se 

aspira el tolueno con pipeta Pasteur y se lee a 520 nm 

<método de Batesp 1973). 

P~eparaci6n de ninhidrina ácida: 

En oscuridad 

Para 50 ml 1.25 g de ninhidrina 

30 ml de ácido acético glacial 

20 ml de ácido fosfórico 6M 

Calentar ligeramente para disolver. 

V.5.- Precursor radiactivo. 

V.5 •• 1.- C9 HJ-Colina. 

Se utilizó cloruro de Cmetil-8 Hl-colina 

<Amersham> en una cantidad de 0.37 MBq/por experimento. Se 

tomó una alicuota de 10 µl de colina radiactivap se colocó en 

un tubo de Eppendorffp donde se sumergi el peciolo de una 

hojap para que ésta absorviera la colinap durante 30 minutos. 

Después se le a~adieron 50 µl de aguap una vez tomados por la 

hojap ésta se colocó en una solución de PEG <~ = -1.0 MPa> 

y/o en una de NaCl 150 mMP se dejó por 6 horas en luz y/o 

oscuridad según fuera el caso. Posteriomente se dividió en 

tres partes; peciolop parte distal y parte proximal de la 

hojap se congelaron a -7oºc. Las muestras se homogenizaron en 

un tubo con una varilla de vidrio y arena. Al extracto se le 

a~ade TCA (10Y. concentración final) y se centrifuga a 15000 

24 



rpm por 20 minutos. Se toma el sobrenadante y se neutraliza. 

Se pasa el extracto a través de una columna de Dowex-50W 

(Sigma)p la cual separa colina de glicina betalnap se lava con 

agua y se eluye con 4 ml de NH,OH 4Np se toma una alicuota de 

100 µl del eluido a la cual se le afiaden 3 ml de liquido de 

centelleo y se determina la radiactividad. 

El medio de incubación (solución de PEG o de 

NaCl> se procesó como el sobrenadante del extracto de hojas 

pasándolo a través de una columna de Dowex-50W y se siguió la 

misma metodologia que para los extractos de hoja. 

V.6.- Salinidad. 

V.6.1.- Planta completa. 

Las plantas fueron regadas durante 7 dias con 

NaCl 300 mM y mantenidas en fotoperiodo normal. Cada dia se 

tomaron de 8-9 hojas y se les midió el CRA y su contenido de 

<GB> y prolina. 

V.6.2.- Explantes. 

Los peciolos de los explantes fueron 

sumergidos en NaCl 150 mM y puestos en luz. Se tomaron de 8-9 

hojas a 1p2,4,6 y 8 horas. Se midió el CRA y se congeló el 

resto del tejido para cuantificar GB y prolina. 

V.7.-Tratamiento con Calcio. 

Para los tratamientos de pérdida de agua en 

explantes se utilizó CaC1
2 

3mM + PEG (~ = -1.0 MPa). Para el 

tratamiento con cloruro de sodio se utilizó CaC1
2 

3mM + NaCl 

150 mM. 
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VI.- RESULTADOS 

Todos los resultados presentados en este trabajo son la 

media de cuando menos 3 repeticiones. 

VI.1.- Presencia de glicina beta.lna et1 hojas de amaranto. 

Las hojas totalmente expandidas de amaranto sin déficit 

de agua poseen de 0-10 nmoles/gps de glicina betaina. 

VI.2.- Capacidad del amaranto para sintetizar glicina beta1na 

en respuesta a déficit de agua. 

Los explantes de amaranto sin déficit de agua 

contienen cantidades muy peqe~as de GB Los explantes 

sometidos a pérdida de agua por secado al aire a 25°C y en luz 

durante 8 horas~ presentan una acumulación del 600~ de GB Cfig 

5). 

VI 3.- Determinación de la concentración óptima de PEG. 

Esta determinación se llevó 

explantes de hoja. 

a cabo en 

Se probaron varias concentraciones de PEG para 

obtener diferentes potenciales de agua (fig 6) se decidió 

utilizar la cot1centraci6n de PEG,, a 17.SY. (potencial hidrico 

de -1. O MPal ya que a ésta concentración se obtuvo 

una acumulación de GB alta,, y un cambio en el CRA menor que 

con las otras concentraciones de PEG,, en la figura 6 se puede 

observar que a la concentración de PEG para un potencial de 

agua de -0.8 MPa,, se obtiene una acumulación mayor de 9licina 

betaina,, pero el CRA no es menor de 60h,, era de interés 

tjisminuir el CRA y por ello se utilizó la concentración de PEG 

26 



. -

600 

-c;soo 

-= 
a ... 
·~400 

m 
CI 

300 

200 

,' 

'ºº 75 50 

C R A (% I 

Flg. 5 ·-·Acumulación de glicina betaina en explantes 
sometidos a déficit de agua (secado al aire) 

27 



gO 

80· 

;:;;-
·e .... 
"" 

70· 

· .. 

. r-

o 0.2. 

Potencial 
0.4 0.6 ().8 1-0 

Hídrlco (MPa 1 

Fig. 6 Efecto de diferentes potenciales de agua 
provocados por solucione~ de diferentes 
concer1tracion~s de PEG sobre la 
acumulacló11 de gllcina bataina.y el CRA 
·n un ntismo peri~do de tiontpo (4h. ). 

28 

500 

-400 ... ... 
;;;-

300 ""' ~ .. --~ -
1-200 

~100 



de 17.Sl::. 

VI.4.- Efecto de la pérdida de agua sobre el CRA. 

El CRA es un parámetro que puede ser utilizado 

como un indicador del stat1.1.S h1drico del tejido. En las 

figuras 7 y 8 se ve el efecto de la pérdida de agua. sobre el 

CRA en planta completa (fig 7) y en explante (fig Sl. Los 

explantes presentan una velocidad de pérdida de agua mayor que 

las hojas de la Planta completa; los primeros alcanzan un CRA 

de 60~ a las 10 horas~ mientras que el mismo valor de CRA se 

alcanza en 6 dlas en la planta completa. 

VI.5.- Establecimiento de un sistema que responda 

bioqu1micamente a la pérdida de agua en función del CRA. 

Se ha reportado que la GB y la prolina son 

osmolitos compatibles que se acumulan en hojas de plantas bajo 

estrés salino e hldrico, por tal razón su acumulación se 

utilizó como parámetro bioquimico de respuesta a déficit de 

agua en dos sistemas, planta completa y explante. En amaranto 

la pérdida de agua ocasiona un incremento en los niveles de GB 

' tanto en el sistema de planta completa como en el de explante 

(fig 9, 600Y. con respecto al control). El incremento observado 

se alcanzó en un rango de CRA de 60-70h independiente de la 

velocidad de pérdida de agua en los dos sistemas. 

A diferencia de lo observado en la acumulación 

de GB, la prolina solamente es acumulada en las hojas de 

plantas completas (fig 10), aqu1 se observó un incremento del 

900Y. con respecto al control. Los explantes no son capaces de 
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acumular dicho compuesto Cfig 10). La prolina en las plantas 

completas se acumLtla a CRA de 55-35)!.. 

VI.6.- Efecto de oscuridad sobre el sistema. 

Hanson y colaboradores han reportado que la 

sintesis de la GB es dependiente de luz (1986,1988), por lo 

cual fué de interés determinar si en el sistema de explantes 

sometidos a déficit de agua en oscuridad se presenta la 

acumulación de GB. 

Se encontró que el sistema de explantes capaz 

de sintetizar y acumular GB aún en oscuridad Cfig 11p 500~ con 

respecto al control> en un intervalo de CRA de 70-80%. En el 

sistema de planta completa en oscuridad el CRA casi no varia a 

lo largo de 11 dias descendiendo bruscamente en las siguientes 

24 hs hasta un CRA donde se considera que ya alcanzaron su 

punto de marchitez permanentep por lo cual no se cuantificó 

GB. 

VI.7.- Efecto de calcio. 

El calcio ha sido ampliamente reportado 

comop un protector de membranas CCramer et al.p 1986> y puesto 

que se sabe que células sometidas a estrés de agua sufren da~o 

membranalp se pensó que seria interesante estudiar el efecto 

del calcio en el sistema de explantes. 

Las hojas se sometieron a déficit de agua 

mediante el uso de PEG 6000 <~ = -1.0 MPa> y se le a~adi6 

En la fig 12 se puede observar la 

acumulaci6n de 500~ con respecto al control de GB en un 
34 
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intervalo de CRA de 80-70/., este intervalo es menor al que se 

muestra en la figura 9 <CRA de 70-60:1.>, en la cual el sistema de 

explantes no contiene calcio. 

VI.a.- Determinación de Colina como precursor de Glicina 

betaina. 

Se ha reportado que la colina es el precL~rsor 

de la GB, la colina citoplásmica entra al cloroplasto y ahl es 

oxidada hasta GB. Se llevaron a cabo una serie de experimentos 

utilizando l 9 HJ-colina, la cual fué captada por los explantes 

y posteriormente éstos se sometieron a pérdida de agua 

utilizando la solución de PEG de -1.0 MPa <en luz tabla 1 y en 

oscuridad tabla 2> y a estrés salino con NaCl 150 mM en luz 

<tabla 3). 

En la tabla 1 se puede observar que la hoja es 

capaz de absorver l 9 H ]-colina y transformarla en l 9H1-glicina 

betalna cuando se encuentra en déficit de agua. El 61.9:1. de la 

colina es transformada a glicina betaina en luz, en la tabla 2 

observamos que en oscuridad la hoja transforma solo el 37Y. 

la cªHJ-colina en C3HJ-glicina betaina. Por otra parte, 

de 

con 

base a la información de que la glicina betalna no es 

metabolizada <Ladyman et al., 1980), se analizó el medio de 

incubación, con respecto a la presencia de glicina betalna. Se 

encontró que un porcentaje de 7.Sr. de la glicina betalna 

sintetizada es exportada al medio de incubación <PEG en luz>y 

18.SY. es exportada en oscuridad <tabla 2) 
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Tabla 1.- Toma y conversión de t 3HJ -Colir1a en t 3 Hl -Glicina 

betaina, por explantes de hojas de Amaran. t hus 

hypochondri.acus sometidas a déficit de agua en luz. 

CPM X 109 

Radiactividad /. Radiactividad total 

Total GB /. GB Total GB 

1086 626 57.6 22.3 20.8 
·-----·-·-

1942 1152 59.3 40.0 38.2 

1496 1002 66.9 30.7 33.2 

345 237 68.7 7.0 7.8 

Total 4869 3017 61.9 100.0 100.0 

Tabla 2.- Toma y conversión de l 9 HJ -Colina en [ 
9 HJ -Glicina 

betaina~ por hojas de Amaranth"US hypochondx-ta.c'U.S 

L.~ sometidas a déficit de agua en oscuridad. 

CPM X 103 

Radiactividad :>: Radiactividad total 

Total GB Y. GB Total GB 

492 368 74.8 9.8 19.8 

2780 900 32.4 55.3 48.4 

248 54.3 9.1 13.3 

-·-- -·-· -·-·---·-
1300 345 26.6 25.8 18.5 

Total 5028 1861 37.0 100.0 100.0 
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Tabla 3.- Toma y conversión de l 3 Hl-Colina en l 9 HJ -Glicina 

betaina por explantes de hoja de Ama..t" an. t h 1.J.S 

hypochon.driacus. en NaCl 150 mM en luz. 

CPM x 103 

Radiactividad :l. Radiactividad total 

Total GB :l. GB Total GB 

608 382 62.8 23.1 33.5 
·-·-· -· -· -· -

1332 581 42.9 50.5 50.9 

·-·-·-·-·-·-·-· 52 28 5.3 2.0 2.5 
-· -· -· 

644 150 23.4 24.4 13.2 

Total 2636 1141 43.3 100.0 100.0 

En la tabla 3 se muestra que bajo estrés 

salir10 y en luz sólo un 43.3;1.. de la l 9 HJ -colina 

tomada por el explante es transformada a l 9 HJ-glicina betaina. 

<tabla 3). La exportación al medio de incubación es de 13.2Y., 

ésta es mayor que en el caso de d~ficit de agua en luz. 

VI.9.- Efecto de cloruro de sodio. 

El estrés salino ha sido objeto de un gran 

número de estudios, éste tipo de estrés presenta tanto 

un cambio en el status de agua del tejido como un daNo celular 

provocado por los iones Na+ y Cl per se. Se ha reportado que 

algunas especies hal6fitas y no-hal6fitas acumulan grandes 

cantidades de glicina betaina (Poljakoff et al., 1988). Para 

estudiar el efecto de NaCl. primero se determinó la 
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concentración óptima de Na.Cl a.pl ícada a los expla.ntes qt~e 

permitiera. ver una respuesta bioquimica. Se hicieron 

experimentos con conc:entra.ciones de 100,. 150, 200,. 300,. 400 y 

500 mM a un mismo intervalo de tiempo C4 h>, midiendo al mismo 

tiempo el CRA. Los resultados obtenidos con 100,. 150y 200 se 

muestran en la fig 13. Los datos con 300, 400 y 500 mM no se 

presentan debido a que en estas concentraciones se observó 

grave da~o tisular en los explantes durante el periodo de 

estrés; de tal manera que no se cuantificó el CRA ni la 

glicina beta!na. 

Una vez que se determinó que la concentración 

óptima de NaCl, en la cual existe mayor acumulación de glicina 

beta!na, era 150 mM se procedió a someter a los explantes a 

estrés con la mencionada c:oncentrac:ión por un periodo de 8 h 

en luz,. e11contrandose una acumulación de glicina beta!na de 

300h con respecto al control,. (fig 14). Los datos se presentan 

en función del tiempo ya que el CRA casi no varió. 

La planta completa se expuso también a una 

concentración salina de 150 mM. Se encontró que la planta no 

manifiesta ningón tipo de estrés Clas hojas no se ven 

marchitas,. ni hay acumulación de GB t1i prolina> ni daf"io 

aparente de ningún tipo, en un tiempo de 15 dias; se observó 

una disminución en el crecimiento de las plantas a los dos 

meses de estar en éste tratamiento. Se procedió a usar 300 mM 

durante 7 dias,. encontrandose que la planta en luz es capaz de 

sintetizar glicina betaina 250¡.;; cor1 respecto al control (fi9 

151. 

De igual manera la planta sintetiza prolina 

800Y. con respecto al control,. (fig 16) en éste tipo de estrés. 
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VI.10. - Efecto de calcio dL1rante el estrés salino. 

Se ~-.a reportado que un cornponente del estrés 

salino es el da~o que 

celular <Cramer et al. 

éste causa a 

1985). Los iones 

nivel 

Na+ 

de 

son 

la membrana 

capaces de 

desplazar iones Ca++ de las membranas celulares provocando un 

cambio en la plasticidad de la mernbrana lo cual 

los iones y el agua que se encuentran en el 

ocasiona que 

citoplasma se 

desplacen hacia el exterior 7 produciendo un da~o celular. Por 

otra parte7 se sabe que si a un suelo salino se le a~ade Ca++ 7 

el dano por sal es anulado. En base a estos datos, se llevó a 

cabo una serie de experimentos para conocer el efecto que el 

Ca++ pudiera tener en los explantes sometidos a salinidad. 

En la figura 17 se muestra el efecto de 

3 mM en 100, 150 y 200 mM de NaCl durante 4 horas. 

se muestra que el CRA casi no varia, sin embargo~ se presenta 

acumulación de glicina betalna, 220Y. 7 300~ Y 190r. con respecto 

al cor,trol, para 1007 150 y 200 mM de NaCl respectivamente. En 

la fig 18 se muestran los resultados con NaCl 150 mM y CaC1 2 

3mM durante 8 horas. El calcio parece tener un efecto 

protector sobre el sistema de respuesta. Los explantes 

responden acumulando glicina betaina, 280;1. con respecto a1 

control 7 a tiempos m~s cortos (2 hl en comparación de su 

contraparte que no contiene calcio <ver fig 14); el Pico 

máximo de acumulación en los explantes con calcio, se observa 

a las 2 h, el cual se presentó a las 4 h cuando el sistema no 

contiene calcio. Por otra parte7 en ambos tratamientos 

calcio y con calcio> se dá acumulación de GB. 
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VII.- DISCUSION 

Las respuestas bioqulmicas a déficit de agua con 

frecuencia han sido reportadas en función del tiempo en que se 

dej6 de regar o en función del potencial hidrico u osmótico 

<Me donnell y Wyn Jones, 1988; Ahmad y Wyn Jones,1979; Storey 

y Wyn Jones, 1977) alcanzado por el sistema puesto en estrés. 

Al reportar cambios metabólicos 

desconoce el status hidrico del 

en función 

tejido y 

del 

las 

tiempo, se 

conclusiones 

obtenidas de tales estudios no pueden correlacionarse con 

cambios bioquimicos referidos a pérdida o estrés de agua. Por 

otra parte las mediciones de potencial hidrico u osmótico, 

tienen problemas metodológicos que no permiten conocer el 

contenido de agua real en el tejido. Las mediciones de 

potencial hidrico se hacen a lo largo de varias horas sin 

tomar en ctienta (como se muestra e11 este trabajo) si la céll.~la 

lleva a cabo ajuste osmótico o no. Por otra parte la medición 

del potencial osmótico se lleva a cabo congelando y moliendo 

el tejido sin tomar en cuenta que al moler se mezcla el agua 

del apoplasto con la del interior de la célula. Problemas de 

este tipo provocan errores al momento de interpretar los datos 

y relacionarlos con cambios bioquímicos. 

Un método que se puede utilizar para conocer el 

stat"US hidrico del tejido es el CRA. Este método es sencillo y 

no estresante para el tejido. Este rnétodo tiene la ventaja de 

que mide la cantidad relativa de agua presente en el tejido. 

De esta manera se puede hacer una correlación entre el cambio 

en la cantidad relativa de agua presente en el tejido Y 

cambios metabólicos. AdemAs este parámetro es un indicador del 

volumen celular <Richter, 1978) y puesto que la pérdida de 
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agua provoca cambios en el volumen celular <Kaiser,. 1982; 

Berkowitz y Gibbs, 1988> es posible correlacionar los cambios 

en el volumen celular (medido a través del CRA> con los 

cambios bioquímicos. Los cambios más estudiados con respecto 

al volumen celular han sido sobre la fotosíntesis <Robinson, 

1985; Kaiser, 1982; Berkowitz y Gibbs,. 1988). 

En los datos sobre cambios de contenido relativo de 

agua se observa que las hojas de amaranto son capaces de 

acumular glicina betaina (fig 5). Este resultado era en parte 

esperado ya que en la literatura se ha reportado que la 

glicina betaina se acumula como respuesta a estrés de agua y/o 

salino en plantas pertenecientes a la familia Ch.enopodia.ceae 

y Gra.m.ineae. y puesto que la familia Am.aranthaceaees es muy 

cercana a la Chenopodiaceae,. era probable que el amaranto 

acumulara glicina betaína como respuesta a pérdida de agua. 

Durante el tratamiento de pérdida de agua en 

explantes y planta completa en presencia de luz, se encontró 

que existe una acumulación de glicina betaina dentro de un 

intervalo de CRA de 60-70% (fig 9>) ~ndependientemente de la 

velocidad de pérdida de agua y como se observa en las figs 7 y 

8,. el explante y la planta completa pierden agua a diferentes 

velocidades. Este fenómeno es de gran importancia, dado que se 

puede asumir que el CRA es un parámetro adecuado para 

-correlacionar cambios en el metabolismo celular ( acurnu 1 ac i 6t"'I 

de glicina betaina en éste caso), con déficit de agua. El. 

amaranto acumula glicina betaina dentro de un intervalo 

definido de CRA independientemente de como se lleva a cabo el 

proceso de pérdida de agua. Si consider"amos que el CRA puede 
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ser un indicador indirecto del volumen celular, estos datos 

concuerdan con los reportados por Kaiser (1982) quien encontró 

que la actividad fotosintética de diversas plantas con 

diferente capacidad de manejo de agua, está determinada por un 

mismo intervalo de volumen celular. 

El patrón de acumulación 

observado en los dos sistemas, planta 

sugiere que este compuesto es muy 

de glicina 

completa y 

móvil ya que 

betalna 

explante, 

no hay 

evidencias de que sea degradado en plantas (Ladyman et al., 

1980). En estudios con trigo en estrés salino, se ha reportado 

que la disminución tan brusca de la cot-.centración de glicina 

betalna esta relacionada con la senesencia de la hoja 

CMcDonnell y Wyn Jones, 1988). 

Se ha especulado mucho acerca del posible papel de 

la glicina betaina dentro del metabolismo celular durante el 

déficit de agua. En estudios con plantas halófitas se encontró 

que éste compuesto se acumula en altas concentraciones (400 

µmol/gps) y se propuso que pudiera tener un papel como 

osmorregulador <Wyn Jones y Storey, 1977). En hojas de 

amaranto la cantidad acumulada (aproximadamente 4 µmol/gps) no 

es suficientemente grande (no contribuye de manera 

significativa para aumentar el potencial osmótico en el 

citoplasma, calculas realizados en este laboratorio nos 

indican que 4 µmolas/gps representan 7 x 10-5 MPa> como para 

asignarle un papel de osmorregulador. Es posible que a tales 

concentraciones tenga un papel en el sistema de se~ales que le 

indiquen a la célula que esta perdiendo agua. No se sugiere 

que la glicina betaina tenga un 
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sino más bien que 9ste compuesto sea parte de un sistema de 

efectos en cascada en donde la glicina betalna sintetizada 

podria tener acción directa y especifica en sistemas como 

sintesis de DNA <Meury, 1988>, s1ntesis de RNA y prote1nas, 

activación de sistemas enzimáticos y membranales, etc. Un 

compuesto de alto costo celular, como lo es la glicina 

betaina, debe tener una función bien determinada dentro del 

metabolismo .. 

Muchos experimentos deberán llevarse a cabo para 

poder probar lo anterior, nuestros datos son insuficientes 

para saber si esto es cierto .. 

La prolina es otro osmolito compatible reportado 

que se acumula bajo estrés de agua y/o salino <Bogges et al., 

1976; Naidu et al., 1987>. 

La respuesta de acumulación de prolina se dió de 

manera diferente. Los explantes no son capaces de acumular 

éste imino ácido, en cambio la planta completa acumula 

prolina <fig tO>. Este comportamiento ya habla sido observado 

y reportado en maiz Cibarra et al .. , 1988), los autores 

proponen que probablemente se deba a la raiz tiene un 

sensor que le indica a la planta que esta en déficit de agua .. 

Al utilizar explantes la se~al proporcionada por 

está presente. 

la raiz no 

Por otra parte, la planta de amaranto sometida a 

sequla acumula prolina a CRA muy bajo (punto máximo 35Y. de 

CRA, valor en el cual las hojas de amaranto ya sufren da~o 

celular y ya alcanzaron el punto de marchitez permanente) 

cuando la glicina betalna ha disminuido a niveles basales <Fi9 

10>. Algunos autores aseguran que_la acumulación de prolina se 
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dá bajo estrés de agua severo CHanson et al.,. 1979a); los 

datos obtenidos en esta investigación sugieren que la 

acumulación de prolina en éste caso,. es resultado de dafio 

metabólico más que una respuesta a la pérdida de agua para 

llevar a cabo osmorregulaci6n,. por lo tanto no tiene un valor 

adaptativo y no puede usarse como un indicador para 

seleccionar plantas resistentes a sequia. 

Se ha reportado que la sintesis de glicina betaina 

es estimulada por luz <Weigel et al.,. 1986 y 1988). Al llevar 

a cabo déficit de agua en hojas de amaranto,. en oscuridad,. los 

explantes acumulan glicina betaina CFig 11 Y tabla 2). Los 

experimentos con l 9 HJ-colina indican que la s1ntesis es menos 

eficiente en oscuridad que en luz <ver tablas 1 y 2>. En 

estudios con las dos últimas enzimas de la via de síntesis de 

la glicina betaina Weigel y colaboradores ( 1986, 1988) han 

reportado que la enzima que cataliza la reacción de oxidación 

de colina a betainaldehido es estimulada por luz. Esta 

estimulación es a través de la disponibilidad de NADPH y 

además requiere 0
2

, se desconoce aún a que nivel exactamente 

actúan. Esto explica en parte la baja eficiencia en la 

acumulación de glicina betaina observada en la tabla 2. Por 

·otro lado, se ha reportado que la relación NADPH/NADP alcanza 

un máximo a muy baja irradiación <Heber et al., 1982) y puesto 

que la cámara utilizada para los experimentos de oscuridad ' se 

abr1a a intervalos regulares la irradiación podria ser 

suficiente para producir peque5as cantidades de NADPH y 0
2 

suficientes para oxidar a la colina para finalmente 

transformarse en glicina betaina. 

La P-colina que es oxidada a betainaldehido, en la 
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quenopodiaceas~ proviene de serina 

CCoughlan y Wyn Jones~ 1982>. La P-col ina 

fosforrespiratoria 

PL~ede provenir de 

otras vlas metabólicas; se ha reportado que en las gramineas~ 

este compuesto proviene de la degradación de los fosfol~pidos 

CHitz et al. ~ 1981; McDonnell y Wyn Jones~ 1988). Las 

amarantaceas y las quenopodiaceas pertenecen al orden de las 

centrospermas~ por pertenecer al rnismo orden se sL~giere que 

probablemente el amaranto sintetize la glicina betaina a 

partir de serina fotorrespiratoria. Esto expl icaria la 

(GSl acumulación de amonio y activación de Glutamino sintetasa 

que preceden a la acumulación de glicina betaina observada en 

experimentos paralelos a este trabajo~ llevados a cabo en este 

laboratorio (Gamboa et al.~ 1989). Sin embargo hay que se~alar 

que el amaranto es una planta que lleva a cabo metabolismo C-4 

y esto podria indicar que el origen de la serina no sea 

totalmente respiratorio (las plantas C-4 tienen niveles bajos 

de esta via) y por lo tanto aún hay que definir el 

la P-colina en el amaranto. 

origen de 

Al estudiar los efectos celL~lares del estrés 

salino~ se ha encontrado que este tier1e dos componentes, •.~no 

de perdida de agua y otro de dai"ío por exceso de iones; y no ha 

sido posible separarlo uno del otro. 

vegetales Ct1al6fitas y no halófitas) 

concentracior1es de NaCl acL~mL~lan 

Existen varias especies 

que et1 presencia de altas 

glicina betalna <Sto rey 

y Wyn Jones~ 1975; Ahmad y Wyn Jones~ 1979; McDonnell y Wyn 

Jones, 1988; Hanson y Rhodes 1983). Las hojas de amaranto 

sometidas a estrés salino parecen sufrir más por un da~o 

i6nico que por la pérdida de agua y esto se puede observar en 

las figuras 14 y 15, donde la acumulación de glicina betaina 
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se reporta en función del tiempo ya que el CRA casi no varia. 

Estos datos sugieren fuertemente que la acumulación de glicina 

+ -betalna es por el erecto de los iones Na y Cl per se y no 

como una respuesta a pérdida de agua. 

Se han propuesto varios papeles para la glicina 

betaina durante el estrés salino entre ellos protección de los 

sistemas enzimáticos y compartamentalización de iones CWyn 

Jones 1984; Ahmad et al.p 1987). El hecho de que el se 

compartamentalice en la vacuola está bien documentadop Ahmad 

<1987) encontró que la glicina betaina parece actuar a nivel 

de tonoplasto Facilitando la entrada de Na+ en la vacuola. En 

amarantop sometido a salinidad 7 encontramos que la acumulación 

de glicina betaina es met1os eficiente que en déficit de agua 

<ver tablas 1 y 3 y figs 7p ap 14 y 15). Es posible pensar que 

bajo las concentraciones de NaCl utilizadas en este trabajo la 

glicina betaina pudiera estar actuando a nivel de transporte 

de iones hacia la vacuolap como lo demostraron Wyn Jones y 

colaboradores (1984> en vacuolas de betabel. Concentraciones 

por arriba de 200 mM de NaClp son muy tóxicas para los 

explantes. Como se menciona en resultados <seccion VI.a.> 

cuando se usaron concentraciones de 300p 400 y 500 mM el 

tejido sufrió un grave da~o tisular. 

El calcio es un factor importante en la resistencia 

de varias plat1tas a salir1idad y a déficit. de agua. Se sabe 

que el estrés causa da~o en la membrana celular. Cramer y 

colaboradores (1985 y 1986) encontraron que los iones Na+ 

desplazan a los iones Ca++de las membranas. Por otra parte se 

encontró que el efecto del NaCl sobre el calcio asociado a 

membrana es predominantemente intracelular <Lynch y Lauchlip 
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1988),. en estos experimet ... tos se encontró que el N,aCl depleta a 

la célula de calcio. Con base en sus datos estos autores 

propusieron un modelo hipotético del papel del NaCl; Este 

modelo predice que la salinidad activa el sistema regulatorio 

de. fosfoinositidos el cual altera la actividad del Ca++ 

citos6lico. Esta respuesta podría disparar una variedad de 

cambios metabólicos en células salinizadas que podrían tener 

un significado adaptativo para resistencia a salinidad. 

Al adicionar calcio extracelular es posible que 

dismin\.~Ye el efecto de salinidad debido a un aurner1to en la 

entrada de calcio y una disminución en la entrada de sodio. 

En los experimentos de pérdida de agua (fig 9) y de 

salinidad (fig 14>,. se observa que el calcio posiblemente 

disminuya el da~o membrana! evitando asl la salida rápida de 

agua y iones <entre ellos I<+> .. Pero por otro lado,. este i6n no 

protege del da~o intracelular de pérdida de agua o de los 

iones Na+ y Cl sobre los sistemas enzimáticos. Como se puede 

observar en las figs 10 y 15 en los dos tratamientos se 

acumula glicina betaina a concentraciones semejantes. La 

acumulación de glicina betaina se dá a ut1 CRA <70-BO::'.l más 

elevado (para déficit de agua) y a tiempos más cortos (para 

salinidad). El calcio parece tener en ambos tratamientos un 

efecto protector,. permitiéndole al sistema responder a un CRA 

mayor Y a tiempos más cortos,. con respecto a los tratamientos 

sin calcio,. ademas del efecto protector de membranas. 

Estos datos sugieren la posibilidad de que el 

calcio,. en los explantes de amaranto,.pueda tener un efecto 

similar al descrito por Lynch y colaboradores C19BBl. La 

pérdida de agua y/o salinidad podrlan estar provocando cambios 
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en la liberación de los fosfoinositidos de la membrana 

plasmática y estos provocar cambios en la concentración de 

Ca++ citosólico. Este efecto podria repercutir en cambios 

metabólicos entre ellos s1ntesis y acumulación de glicina 

betaina para defenderse del estrés, dado que se conoce que a 

través del calcio se regulan varios sistemas enzimáticos 

(Sane et al., 1987; Lyr1ch y Lauchl i., 1988). 
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VIII.- CONCLUSIONES 

1.- Las hojas de amaranto son capaces de sintetizar glicina 

betaina independientemente de la velocidad de pérdida de 

agua. 

2. - El status !1idrico del tejido puede ser medido en función 

del contenido relativo de agua. 

3. - Existe una estrecha relación entre el cot1tenido relativo 

de agua y la acumulación de glicina beta~na. 

4.- La acumulación de Prolina sólo puede ser estudiada en el 

sistema de planta completa. 

5.- La glicina betaina y la prolina se acumulan en repuesta a 

salinidad. No existe relación entre esta acumulación y 

el contenido relativo de agua. 

6.- El calcio tiene un efecto protector contra la Pérdida de 

agua en el sistema de explantes. 

7.- La luz estimula la acumulación de glicina betaina. 

Parte de este trabajo ha sido enviado para su publicación a 

Journal of Plant Physiolgy : Influence of cellular volume on 

rapid biochemical changes during water loss in Ama.ranthus 

hypochondria.cus L •• Gamboa de Buen A-~ E.M. Valenzuela and E. 

Murillo. 
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