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RESUNEN

Se mantuvieron células en suspensidn de B. ternifolia
desprovistas de nitrato por 24 horas y después =e expusieron a
diferentes concentraciones de nitrato. En altas y bajas
concentraciones se presenté el fendmeno de entrada y salida de
nitrato.

Durante la entrada y salida de nitrato hay variaciones de pH
desde 4 a 6. Cuando la solucidn de nitrato fue amortiguada a
diferentes pH, la entrada y salida de nitrato fue de menor
magnitud a pH 7, que en pH S5.5.

En la solucién de nitrato amortiguada y la que no lo fue, la
concentracién de 10 mM fue en donde mejor se presentd la entrada y
salida de nitrato.

En periodos largos de 10 horas se presentd la entrada y salida
de nitrato, perao en las 2 Gltimas horas hubo una caida dristica en
la concentracién de nitrato externa.

En presencia de potasio, la entrada y salida de nitrato
auments. En la solucidn de nitrato sin sacarosa, la entrada vy
salida disminuyé.

Cuando las células permanecieron por mis de 24 horas sin
nitrato, éstas expulsaron el nitrato que tenian almacenado y

después lo volvieron a tomar.



INTRODUCCION

€l nitrégeno es uno de los elementos mids importantes para las
plantas, ya que forma parte de un vasto numero de constituyentes
celulares (proteinas, nucledtidos, etc). Al nitrdgeno lo podemos
encontrar en diferentes estados de oxido-reduccién, como nitrato
(NO®)y nitrito (NDE), amonio (NHY) y nitrégeno molecular (Nz2). Una
gran parte del nitrdgeno esti en forma de Nz :n\ la atmésfera vy
constituye hasta un 78% en volumen; una pequefa porcidn de este Nz
se transfarma en NH y NOs. El nitrato surge de la oxidacién de Nz
por oxigQeno y ozono en presencia de luz o radiacidén ultravioleta y
mis tarde se precipita al suelo por wmedio de la 1lluviag wsin
enbargo, la mayor parte del nitrato en el suelo se forma por 1la
accién de bacterias que oxidan al amonio praduciendo nitrito y a
partir de este dltimo nitrato (40).

£En wl suelo la parte wsineral ests conformada por ‘arena Yy
arcilla, siendo la arcilla la mis abundante. La mayorfa de las
arcillas son de intercambio catidnico (tienen carga negativa en su
superficie), 1o que las permite que una gran cantidad de cationes

2+ k*, NHI, etc se les adhieran y cuando 1lueve es

como Ca". Mg
muy diffcil que estos cationes sean lavados del sueloc. De manera
contraria, aniones coma NO3, SOE: y ct”  son repelidos por las

cargas negativas de las arcillas y son ficilmente lavados del

suelo. Sin embargo, la mayor parte de las plantas superiores



prefieren nitrato como fuente de nitrdgeno, por lo que el NHE que
se encuentra en las arcillas es ridpidamente oxidado a aitrato por
accién bacteriapa. Una vez tomado el nitratc por 1la planta, se
reduce a nitrito por la nitrato reductasa (30).

El nitrégeno es el elemento que generalmente falta en 1a
mayoria de los suelos y se ha tratado de solucionar este problema
con el uso de fertilizantes nitrogenados; sin embargo, el usoc de
sales de nitrato & (NH¢1250¢ son de alto costo por su aobtencidn,
transportacién, almacenamiento y aplicacién, lo que representa un
grave problema para su utilizacién en paises tercermundistas. Otro
prn&lema que se presenta con el uso de sales de nitrato, es que
s6lo se llega a recuperar cerca de la mitad del aplicado, pues
como ya se menciond se lava ficilmente del suelo por el agua de la
lluvia y ademis porque la mayorfa de las plantas toman nitrato

como fuente de nitrégeno (40).

1, Descripcion de la Nitrato Reductasa

La nitrato reductasa es 1la enzima que interviene en la
.raduccién de nitrato a nitrito y se considera como una enzima
r;dcx, porque contiene transportadores internos de electrones, los
cuales se reducen durante la catilisis (figura 1). Por esto, se
dice que la nitrato reductasa es una pequefla cadena de elactrones.

La induccién de la nitrato reductasa por nitrato ha sida
ampliamente estudiada (5,6,15,24,26,28,29,35,43,44). Cuando 1la
planta se expone a nitrato, después de un periodo lag de
actividad, éata aumenta ripidamente en algunas horas y mis tarde

los niveles pasan a un estado estable de actividad; asf, la



nitrato reductasa sigue el patrén clisico -de  induccidén de una

Figura 1. Modelo catilitico de la nitrato reductasa (una subunidad
solamente) (&6). .

enzima por el sustrato. Morgan et al en 1985 (26), concluyeron que
la induccién de la nitrato reductasa puede ocurrir en bajas o
altas concentraciones de nitrato (0.05 y 20 mM), siendo mis clara
eata induccidén en la de baja concentracidn de nitrata. De esta
manera, sélo se requiere poca cantidad de nitrato, para iniciar la
induccidén de la nitrato reductasa (24,24).

La nitrato reductasa es una enzima que se sintetiza de novo en
respuesta a la aplicacidén de nitrato, pues después de que la
induccidn de actividad ha terminado comienza a disminuir la
cantidad de nitrato reductasa, sucediendo lo wismo cuando las
plantas son transferidas de luz a cbscuridad. Esta disminucién en
los niveles de cantidad de nitrato reductasa pueden ser
explicados, en base a que enzimas como proteinasas degradan

ficilmente a esta enzima (6,28,35,44).



2. Toma de Nitrato

Para estudios de toma de nitrato se han usado anidlogos como el
"c1os, Noi, *NOs (10,11,13,16,19,20,23,24, 261 .

Se ha determinado que el intercambio citoplasmitico de nitrata
en células de cebada es de 17 minutos aproximadamente, por lao que
la toma da nitrato debe determinarse a cortos periodos de tiempo
(10 minutos) (11). Cuando ral{ces de cebada son pretratadas con
nitrato a una baja concentracidén (10 uH}, su pericdo de toma de
nitrato es mucho mayor que las rajices que tuvieron un
pretratamiento de alta concentracidén de nitrato (100 y 200
uM) (11). De esta manmra, las plantas que tienen un bajo status de
nitrato absorben mas nitrato y las plantas de un alto status de
nitrato su toma es mis reducida.

Deane-Drummond y Glass en 1983 (11}, establecieron que en
periodos cortos de tiempo, pueden estar actuando los siguientes
mecanismos en rafices de cebada:

1) Una entrada de nitrato que est& determinada por
la concentracién externa y que es dependiente del
status de nitrato de la rafz.

2) Una salida de nitrato directamente relacionada a
una concentracidén de nitrato interna.

3) Una interaccidn entre 1 y 2, dan el flujo neto de
nitrato.

Se ha pﬁopuesto que cuando aumenta el periedo de toma de
nitrato, puede ocurrir al mismo tiempo s{ntesis de protefnas que
se encuentran en la membrana plasmitica y que son moduladoras del
transporte de nitrato (21,24,26). Ademis, se ha aestablecido que

las células epidérmicas de la raflz, son el sitio en donde se



la;umula més nitrato, pues para otros lones como el potasio en

eétas células es donde se acumula mas (18,24,26,38).

3. Transporte de Nitrato

Se ha estudiado muy poco el transporte de nitrato a través de
la membrana plasmitica y aun no se conoce como sg lleva a cahbo.

Brauer en 1988 (4), caracterizé$ dos ATPasas en células de rafz
de mafz y encontrd qua una de éstas era sensible a nitrato,
mientras que la otra no lo era. La ATPasa que fue sensible a
nitrato se encontrd en la membrana vacuolar y la no sensitiva en
la membrana plasmitica. Con el aislami;ntu de vesiculas
tonoplasticas se han podido caracterizar bien estas ATPasas,
llegando incluso & establecerse un modelo para el transporte de
nitrato a través de la membrana vacuolar (figura 3) (3). Es
probable que las ATPasas que se encuentran en la membrana
plasmitica bombeen protones hacia el exterior de 1la célula,
formando un gradiente electroquimico y por un mecanismo simport el
nitrato se transporte al interior de la célula (8,42,48). Esto se
ha establecido ya que la densidad de las ATPasas en la membrana
plasaitica y vacuclar son muy similares, 1.135-1.5 y 1.0-1.13 g/cc
respectivamente (48).

Ward et al en 1988 (50), encontraron gque hay una pequefa
cantidad de nitrato reductasa ascciada a la wmembrana plasmitica
(4%) por lo que no solamente es citoplasmitica como se venia
sosteniendo. Al exponer rafices de cebada a fragmentos de
Inmunoglobulina G (IgG) especi{fica para la nitrato reductasa, la

toma y la reduccidén de nitrato se inhibieron al mismo tiempo.



Concluyeron que es probable que haya una relacidén entre el
transporte de nitrato y la nitrato reductasa asociada a la
membrana plasmitica, pues esta enzima puede ser un complejo que al
mismo tiempo reduce y transporta nitrato a través de 1la membrana
plasmitica. Bin embargo, de manera contraria la nitrato reductasa
asociada a la membrana plasmiatica y la proteina que transporta
nitrato pueden ser dos moléculas distintas, pero que pueden estar
relacionadas porque tienen una estructura simtlar, ya que ambas
son inhibidas por los fragmentos de IgG.

Paosteriormente, Sussman y Harper en 1989 (4&4) citaron que al
transporte de nitrato se lleva a cabo por una proteina acarreadora
en plantas de Arabidopsis thaliana.

Tratar de comprender cuales son los mecanismos del transporte
de nitrato en la célula, ha sido uno de los problemas a resolver
durante los Gltimps afos, pues hasta que se aisle y caracterice la
proteina gque transporta nitrato a través de la membrana
plasmitica, se aclararian muchas interrogantes acerca de la

entrada, salida, reduccién y transporte de nitrato.

4. Influencia de Luz

Se ha determinado que la asimilacidn de nitrato por rafices en
plantas esta intimamente relacionada con las reacciones
fotosintéticas, ya que este praoceso se acelera cuando la planta
esta expuesta a luz. Las rafces son capaces de asimilar nitrato en
obscuridad, haciendo uso de NADH reducido durante la fotosintesis,
que es5 transportado a la rafz (1,28,34,44). Naik et al en 1982

(28), sugirieron que la luz no juega un papel directo en la



. asimilacidén de nitrato y establecié que es importante en los
siguientes eventos:

1) Estimula la toma de nitrato.

2) Promueve la transferencia de nitrato de una poza de
almacenamiento a una poza metabdlica en las células.

3) Activa la nitrato reductasa existente.

4) Las reacciones fotosintéticas praoveen de NADH para

la asimilacidn de nitrato.

El papel de la lyz parece ser s&lo la de abastecer de NADH para
la asimilacién de nitrato, por lo que la luz no es aobligatoria
para la reduccidn de nitrato a nitrito; sin embargo, algunos
autores han propuesto que la luz es esenci;l para la toma y
asimilacidn de nitrato (2,28).

Se ha establecido gue puede haber una competencia por el NADH
reducido durante la fotos{ntesis, entre la cadena respiratoria vy
Ia enzima nitrato reductasa (1,2,28,34). Bajo condicfiones
anaerdébicas cuando la cadena respiratoria esta inhibida, se
efectua la reduccidn de nitrato mientras que en condiciones
aerdbicas el NADH es utilizadoe por la cadena respiratoria.
Entonces, si durante la fotosintesis la respiracién mitocondrial
estid inhibida o es muy baja, el NADH 1o utiliza la nitrato
reductasa. Cuando la planta esta en obscuridad el NADH pasa a ser
utilizado por la cadena respiratoria, per lo que la toma de
nitrato disminuye (28).

Reed et al en 1982,1983 (33,34), establecieron que no hay una
competencia entre la nitrato reductasa y la cadena respiratoria,
pues la luz aumenta los niveles de NADH durante la fotosintesis,

por lo que su concentracidn aumenta en el citoplasma,



satisfaciendose los requerimientos de la nitrato reductasa y
respiracién mitocondrial. Es probable que el NADH pueda originarse
del ciclo de Calvin (triosa-P deshidrageﬁasa), aunque también se
ha propuesto que el origen de NADH puede provenir de la
mitocondria (ciclo de Krebs) (28,34), porgue en condiciones de

gbscuridad se reduce nitrato en hojas de cebada.

5. Influencia de Iones en la Toma de Nitrato

Se ha encontrado en varios estudios, que algunos iones pueden
influir en la toma de nitrato, como el NHI, El_, Na+, K+, etc.
(3,9,10,12,16,21,30,36,37,42,51) .

Cuando se exponen raices de cebada a El_, la toma de nitrato se
ve disminuida (10). La acumulacién de Cl~ en la vacuola causa una
disminucidn en la toma de nitrato a través de la membrana
plasmatica y algunaos autores han establecido que podria generarse
una seffal de retroalimentacién negativa que proviene de la
interaccidn entre el ND3 y c1” en la vacunla, lo que provoca que
no se tome mis nitrato a través de la membrana plasmiatica
(?,10,11,16); sin embargo, Glass et al en 1985 (16), encontraron
que la toma de nitrato es insensible al status de nitrato vy
c1 vacuolar. Concluyeran que probablemente Ia inhibicién de
transporte de nitrato puede ocurrir en el tonoplasto por la
acumulacién de NO3 y cl-, lo cual permite incrementar la
concentracién de nitrato en el citoplasma y/a aumentar el
transporte de nitrato a otros érgaqos de la planta, al! mismo
tiempo gue se aumenta la toma de nitrato a través de la membrana

plasmitica (16,24). Deane-Drummond y Glass en 1983 (12),



propusieron que el origen de la sefMal de retroalimentacidn
negativa puede ser de vacuola, citoplasma, de un paso intermedio
en la asimilacién de nitrato a aminoadcida, del transporte de
nitrégeno al tallao, de la reduccidén de nitrate en la rafz, del
transporte de NADH proveniente de reacciones fotos{inteticas, etc.

El NH{ inhibe la toma y reduccién de nitrato (12,21,44,51).
Deane-Drummond y Glass en 1983 (12), establecieron que la
sensibilidad al NH:, es una funcién del status de nitrato en
plantas de cebada, pues cuando las plantas tuvieron un
pretratamiento con 10 uM de nitrato, la toma de nitrato se vié
fuertemente afectada por la presencia de NH e; el medio, perc las
plantas que tuvieron un pretratamiento de 100 y 200 uM de nitrato,
la presencia de NH: no afectd la toma de nitrato.

Gaks en 1974 (29), determinéd que en un cultivo en suspensién de
Soya, la presencia de NH: inhibe la actividad de 1la nitrato
reductasa, por lo que no se puede reducir al nitrato presente en
el medio y al misma tiempo la toma de nitrato no se puede dar.

En plantas de amaranto, se ha encontrado que el Na* estimula la
toma de NO3, aumentando la actividad de la nitrato reductasa al
mismo tiempo. Cuando las plantas de amaranto se colacan en
presencia de Na+ y NO3 en el medio, la toma de nitrato aumenta
grandemente en comparacién con los tratamientos sin Na*; sin
embargo, no es muy claro por qué se diA esta estimulacidn en

presencia de Na® (30).
_Presan

8. Influencia de Carbohidratos

Durante la fotosi{ntesis los niveles de carbohidratos aumentan
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enrel tejido y se ven afectados por las fluctuaciones del cic}u
dfa-noche. Durante la noche se hace uso de las reservas de
carbnhldratos para la asimilacién de nitratao (39).

Rufty et al en 1999 (39), propusieron que hay tres etapas que
afectan el status de carbohidratos en la planta:

1) Durante la fotosintesis 1la planta incrementa los
niveles de carbohidratos, almacenandoleos en los

mismos tejidos fotosfnteticos.

2) Durante la noche se utilizan las reservas de
carbohidratos para la tama y reduccién de nitrato en
la rafz.

3) Cuando el periodo de obscuridad se alarga mis alls

del tiempo normal (12 horas), los niveles de
carbohidratos disminuyen grandemente, por 1lo que
la toma y reduccidén de nitrato también disminuyen.

Por otro lado, .Rufty et al no encontraron una relacién entre el
status de carbohidratos y el transporte de nitrdgeno de la rafz a
tallo y hoja, pues cuando se expusieron pléntas a 12 horas de
obscuridad, el transpaorte de nitrdgeno disminuyé, pero cuando se
extendié el periodo de obscuridad, el transporte de nitrdgeno
aumentd tanto como cuando la planta estaba en presencia de luz.

Aslam y Huffaker en 1984 (2), observaron que bajo condicionaes
aesréhicas y de obscuridad, los carbohidratos almacenados durante
la fotos{ntesis se utilizan para la asimilacién de nitratoc en
hojas de cebada. Sin embargo, otros estudios han mostrado que bajo
obscuridad la toma y asimilacién de nitrato no se puede llevar a
cabo. Aslam y Huffaker, establecieron que lo anterior puede
deberse a que el status de carbohidratos fue muy bajo en las hojas

utilizadas en esos estudios.

.
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Bajo condiciones de vbscuridad, el periodo de reduccidn de
nitrateo fue dependiente del status de carbohidratos en las hojas.
A su vez el status de carbohidratos fue regulado por la duracién
de exposicién a luz y obscuridad a que fueron sometidas las
plantas durante su crecimiento, pues las plantas que crecieron
continuamente en presencia de luz, su status de carbohidratos fue
superior en comparacidn a las plantas que tuvieron un fotoperiodo
normal (2). .

En aobscuridad los carbohidratos exdgenos como glucosa, fructosa
Y Sacarosa incr;mentaron la reduccidn de nitrato en hojas que
fueron deticientes en carbohidratos. Por esto: Aslam y Huffaker
concluyaron que la luz no juega un papel directo en la reduccidn

de nitrato, aunque la aumente grandemente.

7. Vias Alternativas Despues de la Toma de Nitrato

Una vez que las células de la rafiz han tamado el nitrata, éste
pusde seguir varios caminpe (fig. 2), que se resumen eon los
siquientes puntos:

1} El nitrato puede transportargse inmediatamente a otros
érganos.

2) Ser asimiladp a aminoacido en el citoplasas y ser
aprovechado por la misma célula o transportarse a
otros érganos de la planta en forma de aminoicido.

3) Ser almacenado en la vacuola.

a) De la vacuola transportarse a otros d&rqganos de
la planta.
b) Transportarse al citoplasma y reducirse a nitrito

por la nitrato reductasa.

Se ha suguerido que hay dos pozas distintas despuéds de la toma

12



de nitrato en células vegetales: una gran poza de almacenamiento,
no accesible a la reduccién; y por el otro lado, una pequefa poza
metibolica, en la cual el nitrato es ripidamente reducida por 1la
nitrate reductasa(i7z,28,44).

El nitrato almacenado en la vacuola puede sar transportado a
otrgs drganos de la planta; sin embargo, pocos estudios se han
hecho acerca del transporte del nitrato a través de la mambrana de
la vacuola (tonoplasto}. Para éste tipo de estudios se han aislado
vesficulas tonoplisticas, en las cuales se ha encontrado una ATPasa
que es sensible a las altas concentraciones de nitrato
(3,8,25,42,48) .

Blumwald y Poole en 1985 (3), propusieron un modelo {(fiqura 3),
en el que establecieron que cuando el nitrato pasa de una poza de
almacenamiento a una poza metibolica, se transporta nitrato a
través del tonoplasto.

El nitrato que pasa del citoplasma al interior de la vacuola
provoca una disipacidn del gradiente de membrana (Ay) y una vez
que &l nitrato se ha almacenado en la vacuola, mas tarde pueds ser
transportado al citoplasma por un mecanismo simport NO;IH+
provocando una disipacién del gradiente de pH (ApH).

Las altas concentraciones de nitrato en el citoplasma inhiben a
la ATPasa que se encuentra en la membrana vacucolar. Cuando la
concentracidén de nitrato disminuye, el gradiente de pH se recupera
porsla.accidn da la ATPasa que bombea K" al interior de 1la
vacuola.

Blumwald y Poole concluyeron que en las células intactas puede

haber un mecanismo como la 1luz, que requla el transporte de
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CELULA DE LA RAIZ

TALLO

NO3

Figura 3.

ASIMILACION DE NO; — N f—t
REDUC I1DO
1 XILEMA
NO3 t—— NO3
3 3 INCORPORADO
N T
NO3
VACUOLA
4
V% " XILEMA
NOg NOg
Figura 2. diferentes vias que puede seguir el nitrato una vez que
es tomado por la célula.
" [No;JT
ATP
ADP
NOS VACUOLA
NO; .+
CITOPLASMA v 3 H ApH
Modelo propuesto por Blumwald y Poole, para el

transporte de nitrato a través de la membrana vacuolar (3).



nitrato de una poza de almacenamiento a una poza metibolica.

Se ha estimado que la vacucla puede contener de un 60-90% del
nitrato total de la célula (17,25). La cantidad de nitrato
almacenado puede ser afectada por factores como la toma de

nitrato, periodo de reduccién, luz, etc (17).

8. Cultivo de Tejidos VYegetales

Durante los dltimos affos el cultivo de tejidos vegetales se ha
utilizado como una herramienta para la resolucién de problemas
fisioldgicos, bioqufmicos, genédticos, etc y se ha aplicado a un
gran ndmero de especies para su establecimiento en cultivo.

La iniciacidén del cultivo celular prdcticamente se puede
iniciar a partir de cualquier parte de la planta (tallo, holja,
ra{z, antera, ovarig, etc); sin embargo, la induccién de callo
{masa de células desdiferenciadas) a partir del explante de 1la
planta, depende del balance hormonal (auxinas y citocininas
generalmente) y de condiciones de cultivo como temperatura,
fotoperiodo, y en algunos casos del tipo de explante de la planta.

Una vez que se han establecido las condiciones para la
induccidén y matenimiento del cultivo de callos, se puede iniciar
el cultivo en suspensién por la transferencia de pequelas piezas
de callo a un medio lf{quido, ] cual se mantiene en agitacidn
durante la incubacién. E1 establecimiento del cultivo en
suspensién depende algunas veces de si el callo es friable o bien
i hay que agregar hormonas para un buen crecimiento de las
células en suspensidn. Durante la primera incubacién en nmedio

l{quido, algunas células se libaran del explante y se multiplicang
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de ésta manera, el subcultivo’o’cuiiivqﬁf pﬁsteriores al cultivo
madre, consistirdn en células libres o pequefios agregados
celulares (43). ‘ '

Las células en suspensidén siguen una tipica curva de
crecimiento (# de células contra tiempo). Se pueden detectar
varias fases en la curva de crecimiento; la primera fase se llama
logaritmica y es donde pocas células se dividen. En la segunda
fase la poblacién crece de una manera exponencial, y de esta fase
se pasa a una tercera que es la lineal, donde la velocidad de
divisién celular y crecimiento es maximo. Al término de 1la fase
lineal, las células entran a una fase de de;aceleracién, en la
cual la divisidn celular disminuye. La dGltima fase se llama
estacionaria y es donde la poblacién deja de crecer, ya no hay
aumento en el nimero de células en el cultivo en suspensién.

La viabilidad de las células en fase estacionaria depende de la
especie ¥y de la naturaleza de factores de crecismientogy por
ejemplo, las células que llegan a fase estacionaria por limitacidn
de nitrégeno, retienen una mayor viabilidad en comparacidén con

células que llegaron a estar desprovistas de carbohidratos (45).

8. Bouvardia ternifolia

B, terntfolia (CavlSchl. o “trompetilla® pertenece a la familia
Rubiaceae, del orden de la Rubiales. £s5 una planta que puede ser
herbicea o arbustiva, mide de t a 1.5 m de altura. Sus hbjas miden
de 3 a 6 cm de largo, tiene peciolos clf{pticos, lanceolados o
acuminados, la base es redondeada y de borde entero. Sus flores

son rojas de 2 a 2.5 cm de largo, agrupadas en cimas terminales.
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La forma de su flor semeja a una trompetilla y de ah{ su nombre
cnmdﬁ 41y .

Florece durante 1los meses de Julio a Septiembre, y esta
ampliamente distribuida en el valle de Héxico, siendo mis
abundante en Ia zona surj sin embargo, también se llega a
distribuir hasta Texas (14,41).

Estudios de laboratorio realizados can anterioridad han
demostrado que B. ternifolta puede considerarse como uno de los
me jores cultivos para realizar estudios bioquimicos, fisiolégicos,
ete. (14,41}, ya que presenta una ripida proliferacién celular en
cultiva, no acumulacidn de productos téxicos, un cultiva en
suspensién homogéneo, coan un tiempo de duplicacidn poblacional de
24 a 356 horas y es posible cbtener callo a partir de hoja, rafiz y
tallo (14,41).

Estas caracter{sticas hacen de 8. ternifolia idénea para el
estudio de entrada y salida de nitrato en un cultivo en

suspensién.
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OBJETIVOS

Existe el antecedente del comportamiento de entrada y salida de
nitrato en células de Bouvardia terntifolia (14,41), por lo que en
aste trabajo se plaptearon los siguientes objetivos.

i) Establecer un sistema en cultivo en suspensién de B, ternifetia
en fase estacionaria, en el cual se pueda determinar los periodos
de entrada y salida después de 24 horas daspr;vistas de nitrato.
2) Probar diferentes concentraciones de nitrato, para conocer el
efecto sobre la entrada y salida de nitrato en un corto tiempo de
4.5 horas.

3) Determinar en tiempos largos de 10 horas, si el fendmeno de
entrada y salida de nitrato sigue un mecanismo cf{clico.

4) Determinar cual es el efecto del pH del medio en el cual las
células se encuentran en suspensién, utilizando medios
amortiguados y no amortiquados, para conocer si la entrada y

salida esti influida por el pH extracelular.
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MATERIAL Y METODO

La induccién de callo de B. ternifolic se generd a partir de
hoja y se mantuvo haciendo resiembras cada 20 dias. Los explantes
de hoja se sembraron en frascos gerber con 20 ml de medio de
cultivo sélido Murashige-Skoog (27), con agar 0.8%, sacarosa 3%, 1
mq/1 de icido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) y 0.005 ppm de
cinetina (K). Los frascos se incubaron en cimaras de crecimiento a
25°C con luz continua. Cuando se observaron los primeras cumulos
de células, se procedid a separarlas del resto del explante y se
sembraron en frascos con el mismo medio y 1a misma concentracidn
de 2,4-D y K.

Para iniciar el cultivo en suspensién, se disgregd el callo 1o
mas posible con el fin de cbtener pequefios agregados en el cultivo
madre, estos pequefos agregados se sembraraon en matraces
Erlenmeyer con 50 ml de medio de cultivo Murashige-Skoog (27) con
las mismas concentraciones de 2,4-D y K que en el aedio de
induccidén y mantenimiento de callo. Para todos los casos &l pH dal
medio se ajustdé a 5.8 con soluciones de Acido clorhidrico e
hidréxido de sodio, ambas a un concentracién de 0.5 M; el medio de
cultivo (gélido y lfquido) se esterilizé a 121°C 6 1.15 Kg/cmz de
presién durante 20 minutos. Después de 10 dfas de cultivo se

hicieron resiembras a partir del cultivo madre tomando S ml del
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medio de cultivo en agitacidn con una pipeta estéril, tratando de
desechar los agregados mis grandes y tomando sdla los més
pequefios. De esta manera, los subcultivos posteriores tendrf{an

pequefios agregados y células libres.

sabrenadante

sacargsa-~taClz desechado

P —— —————————)
Centrifugagion

2600 rpm PVC 10 ml

10 dias de (3 veces) 24 horas en
cultivo sacarosa~-CaClz

Ccentrifugacion

P, P —
centrifugaaclon A q
lavado con

lavado con 1 hr en )
sacarosa-CaClz sacarosa—-CaClz sacarpsa-CaClz
(1 vez) {2 vecas)

Centrifugacion

0
sacarosa-Nds 0.5 colecta de
1.5 musstras a
——————eee—p 2.5 HR diferentes
3.5 tiempos
4.5

Figura 5. Desarrollo experimental desde el cultivo de células en
suspensisdn de 8., ternifolia en fase estacionaria (10 dfas), hasta
la colecta de muestras para la determinaciédn de nitrato.
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1. Determinacion de nitrato

Para la determinacidn de entrada y salida de nitrato en el
cultivo en suspensién, se sembraron matraces Erlemmeyer de 250 ml
con 50 ml de medio de cultivo con un "paquete de volumen celular”
(PVC) inicial de 2 ml y se incubaron en camares de crecimiento con
aoitacién ratatoria de 110 rpm y 25°C (14,41).

A los 310 dSas‘de cultivo se alcanza la fase estacionaria y es
en esta etapa en la que se utilizan las cgélulas para hager las
determinaciones de entrada y salida de nitrato (figura S) (41),
Fue necesario lavar las células para eliminar el medio nutritive
Murashige-Skoog en el que se encontraban creciendo, ya que este
medio contiene nitrégeno, lao gque pudo haber alterado las
resultados de entrada y salida de nitrato en el cultivae en
suspensidn. Por otro lado, se considerd que las células deber{an
permanecer algdn tiempo en una solucién de lavado-incubacidén para
eliminar el exceso de nitrato y para que al mismo tiempo se
dejaran desprovistas de nitrato.

Se considerd realizar los lavados e incubacién en una solucidén
que mantuviera un potencial osmético y que la célula al ser
expuesta no sufriera un choque osmético, ademids de que hubiera una
fuente de carbono para que las células llenaran sus requerimientos
energéticos. Por ésto se utilizé sacarosa, considerando éste
compuesto propicio, ya que se utiliza en la mayorf{a de los medios
nutritivos. La concentracidn de sacarosa que se utilizd en la
solucidén fue del 3I%Z (p/v). También, se decidié wutilizar una

s0lucién de CaClz (S5 aM), ya que el ca*®* ayuda a mantener la
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permeabilidad de la membrana de la célula.

De esta manera, la solucidén de lavado—-incubacién fue
sacarosa-CaCla.

A los 10 dias de cultivo, las células se centrifugan a 2000 rpm
durante 5 minutos para obtener un PVC de 10 ml y al misma tiempo
lavar las células con sacarosa—-faClz (tigura S5), agregando 30 ml
de esta solucidn a los 10 ml dal PVC obtenidos. En cada lavado las
cédlulas se centrifugan, se les agrega la solucisn de
sacarosa-CaClz y se agitan para homogeneizar el medio. En ésta
primera etapa se hacen I lavados, dejando las células en solucidn
de sacarosa-CaClz desprovistas de nitrato ;or 24 hcras, para
después volver a lavarlas con sacarpsa-CaClz 2 veces y dejarlas |
hora mis en ésta solucidn para eliminar el nitrato que pudieron
haber sacado las células en el tiempo que se les dejé desprovistas
de nitrato. Cuando se cumple 1 thora solamente se lavan las células
una vez mis y se les agrega la solucidn de sacarosa (3%) y nitrato
a diferentes concentraciones colocindolas en agitacidén a 110 rpm.
Para los diferentes tratamientos de nitrato se wutilizé CatNOslz
{(tabla 1),

Para las determinaciones de nitrato, se toman muastras del
dal medioc externo en que se encuentran las células en suspensién.
Las muestras se toman en tubos Eppendorf con aproximadamente 1.0
ml de) medio en agitacién a diferentes tiempos (0, 0.5, 1.5, 2.5,
3.5 y 4.3 hrs) (figura 4).

Una vez que las muestras se han tomado a diferentes tiempos, se

procede a centrifugarlas a 12000 rpm en una microtuga durante 3.3
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Tabla . Concentracionas de nitrato probadas para
determinar los periodos de entrada y salida de nitrato
en células en suspensién de B.ternifolia.

0.2 M
5 "
10 "
15 »
%
w0 v
75

400 ul de acido
Salici{lico \'

al 5%
Gentrifugacien 100 HL del (3 repet.)
Muestras de 12000 rpm sobrenadante
diferentes 8.8 MRy cenamiento a
tiempos [
L
f
10 ml de 3
/NaUH M
i Agltaction
Tamar lectura en el Repaso de 20
espectrofotométro a minutos en

410 nm hielo

Figura &, Toma de muestras del medio en agitacién para la
determinacién de nitrato a diferentes tiempos.
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minutos para que las células que se llegaron a tomar durante la

colecta de la muestra se desechen y del sobrenadante se haga la

determinacién de nitrato por el método de Catalde (7,41). .
Las muestras con el sobrenadante fueron congeladas para la

posterior determinacién de nitrato.

1.1. Metodo de Cataldo

El método de Cataldo et al (7), basado an la nitrificacidén del
Scido salic{lico (dcido 2-hidroxibenzdico} (figura 7), consiste en
agregar 400 yl de A4cido salicf{lico al 5% (diluido en 4cido
sul fdrico concentrado) en tubos de ensayo de 50 ml, 100 pl d=wl
sohrenadante que contiene nitrate y los tubos se agitan para
dejarlos reposar por 20 minutos. La reaccidén es extramadamente
exotérmica, por lo que los tubos de ensayo deben mantenerse en
hielo. Despuds, se agregan 10 ml de NaOH 2 M a cada tubo de ensayo
para que se tenga un pH aproximado de 12 y se agiten los tubos en
un vortex para evitar gradientes, después de que se enfria la
solucién se lee a 410 nm en un espectrofotométra (7).

Sélo se midid el nitrato que se encontraba en el medio exterior
celular.

El método de Cataldo no se ve afectado por iones como el NHL
[ NOz, etc. Para cada determinacién de nitrata se hicieron S
repeticiones obteniendo la media, porcentaje y error estandar. La
entrada y salida de nitrato a difearentes tiempos se determiné como
el porcentaje de nitrato en el exterior celular. En las

diferentes graficas mostradas, el tiempo cero siempre corresponde
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Figura 7. Ritrificacién del 4cido salicflico (4cido

2-hidroxibenzoico), diluido en dcido sulfurico concentrado.
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al 100 %, pues es cuanda se agrega la solucién de sacarosa (I4) y
nitratao a diferéntes cancentraciones, esto después de que las
células estuvieron desprovistas de nitrato par 24 horas. Si  al
tiempo de 2.5 el porcentaje es de 120, la diferencia del 20% con
respecto al tiempao cereo, indica que hay una salida de nitratao que
estaba almacenado en la célula. Si en un principic hay una
entrada, entonces el porcentaje disminuird a un valor menar al
100% ipicial. En las siguientes horas puede ‘registrarse otra
entrada o salida de nitrata, por lo que el porcentage disminuirsi o
aumentari segin s@a el caso. De esta manera, la salida de nitrato
de las células se considera como un increm-nt; en la concentracidn
de nitrato en el medic exterior; es decir, un incremento en el.
porcentaje de nitrato externo y de mapera confraria la entrada de
nitrato a la célula se considera como un; disminucién en el
parcentaje de nitrato externo. .

En concentraciones mayores de {0 mM de nitrata, las muastras
para la determinacidn de nitratc se diluyeron en una proporcién de
1 a 10 con agua destilada, pues el rango para hacer la
determinacién de nitrato por el método de Cataldo sin hacer
diluciones es de 0.2 a 10 mM; Asi, cuando se usan concentraciones

mayores de nitrato, se deben diluir las muestras.

2. Registroxs de pH
Cuando las células cumplieron 10 dias de cultivo, se hicieron
registros de pH en el cultivo en suspensidn de 8. ternifolia

(medio Murashige-Skoag), asf{ coma al termino de las 24 haeras de
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parmanecer desprovistas de nitrato y después cada hora, cuando sg

les agregd la solucidn de sacarosa (34) y nitrato 10 mM.

2.1, Medios amortiguados

Mis tarde, se procedid a usar medios amortiguados a pH 6 con
dos amortiguadaores: Bis-Tris (bis{2-hidroxietillimino—tris
{hidroximotill-metano y Mes < Acido 2-Lmorfolinoletano-
sulfénico) (40 mM). La solucidn en la que el pH se amortiguéd fue la
de sacarogsa (3%4) y nitrato a diferentes concentraciones: 1, 10 y
20 mM de nitrato (tabla 2). Todo el procedimiento de
lavado—-incubacién fue el mismo, 8610 que en la dYltima se modificd
{figura 3.

Posteriormente para observar si a diferentes pH se segufa el
fendmeno de entradd y salida de nitrato, se procedié a amortiguar
el pH a 5.5 y 7 en 1a solucidén de sacarosa (3%4) y npitrato 10 M
{tabla 3). £n este caso sdédlo se utilizé el amortiguador Mes.

Por otro ltado, se utilizaron medios en los que se elimind el
nitrato, después de que las células estuvieron desprovistas de
nitrato por 24 horas, para detectar si la ausencia de nitrato en
el medio externo produc{a una entrada y salida de nitrato.

Otro tratamiento fue eliminar la sacarosa de la solucién de
sacarosa (3%Z) y nitrato 10 mM con pH amortiguado a 5.5 con Mas. De
manera conjunta, en otro tratamiento se utilizéd KNO» 10 oM en
sustitucidn de Ca(NOs)z con msacarosa (3%).y con pH amortiguado a
5.5 con Mes.

Después de que las células cumplieron 10 dias de cultivo, se

27



Tabla 2. Solucién amortigquada a pH & con sacarosa (3%4) y
nitrato a diferentes concentraciones.

CNOS 3 (M) pH Amortiguador
1 & Bis-Tris y Mes
10 & Bis-Tris y HMes
20 & Bis-Tris. y Mes
Tabla 3. Solucién amortiguada a diferentes pH con
sacarosa (3%) y nitrato. -
INO3 1 (mM) pH Amortiguador
10 5.5 Hes
10 7 Mes
lavaron con medio Murashige-Skoog (sin ninguna fuente de

nitrégena), sacarosa 3% y pH ajustado a 5.8 (sin amortiguar). Esta

solucién se sustituyd por la de sacarosa-CaClz. De

las c¢élulas se

Murashige~Skoog por 24 horas,

dejaron desprovistas de

esta

nitrato en

una solucién de sacarosa (3%) y nitrato 10 mM.

2.2,

Finalmente el dltimo tratamiento consistid an

células a una solucidn de sacarosa (IX)
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amortiguado a 3.5 con Mes, sélo que en este caso se hicierqn
determinaciones de nitrato cada hora, en 10 haras de exposicidn en

esta solucién.
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RESULTADOS

El primer evento que ocurrid en las cdlulas expuestas a una
concentracién baja de 0.2 mM de nitrato (figura 8), fue una salida
de nitrato en la priimera media hora y alcanzé 121%X. Como ya se
menciond, esta diferencia del 21% con respectc al tiempo cero
(100%), indica que hubo una salida de nitrato que estaba
almacenado en la célula. Después de la sqlida.hly una entrada de
nitrato donde &1 porcentaje de nitrato externo disainuyé a B88% y
se prolongd por S horas. En la dltima hora se registrd una entrada
de nitrato que alcanzé un 109%.

A una concentracion de 5 mM, solamente hubo una pequefa entrada
de nitrato en la primera media hora (94%), para después volvear a
salir el nitrato de las cédlulas por una hora (101%) y después otra
ligera entrada en las siguientes 3 horas disminuyendo el
porcentaje a B&% (figura 8).

En la concentracién de 10 mM las diferencias entre el
porcentaje de nitrato externo miximo y minimo se hacen mas
grandes, ya que a las 0.5 y 1.5 horas se registrd una entrada de
nitrato decreciendo el porcentaje hasta un 824 (figura 9).
Posteriormente se registrd un aumento en el porcentaje de nitrato
externo {(salida de nitrato) llegando a un 962. En la siguiente

hara volvid a haber una entrada de nitrato (79%) y mis tarda una
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Figura 8, Células de B. ternifolila expuestas a concentraciones
bajas y medianas de nitrato, después de un periodo de 24 horas
desprovistas de nitrato.
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Figura 9. Células da B. ternifoltia expuestas a una concentracidn
de 10 mM de nitrato, después de un periodo de 24 horas
desprovistas de nitrato,

ligera salida de nitrato durante una hora (B1%).

En la concentracidén de 15 mM durante las 4.5 horas sdlo se
registré una entrada de nitrato que llegd a alcanzar un B&%
(figura 10). Para la concentracidén de 23 aM de nitrato, el pricer
registro fue una salida de nitrato en la primera hora y oedia
(1074)3 en la siguiente hora hubo una entrada de nitrato (94203 vy
despuds permanecid constante la cantidad de nitrato externo por 2
haras (95%) (fiqura 10).

A una concentracidén alta de nitrato (30 mM), durante la primera

hora y media se registréd una salida de nitrato de hasta 120%

32



X 0E NTRATO EXTERD

ENTRADA Y SALIDA DE NITRATO

15 mM 25 mM
120 120
10 1ngpr
100 E 100
]
%0 é st
-1
”n
80 sof
“a | 2 3 4 5 ) [ 2 3 4
0L (iv) B0 (#v)

Figura 10. Células de 8. ternifolia expuestas & concentraciones
medianamente altas de nitrato, después de un periodo de 24 horas
desprovistas de nitrato.



1 2

X DE NTRATO EXTERO

ENTRADA Y SALIDA DE NITRATO

50 mM © 75 mM

% OE MTRATO EXTERD

Figura 11. Células de B, ternifolia expusstas a concentraciones
altas de nitrato, después de un periodo de 24 horas desprovistas
de nitrato.



(figura 11). De manera caontraria, se registrd una entrada de
nitrato de hasta 754 en 75 mM; sin embargo, a partir de dos horas
y media de exposicién a nitrato la entrada y salida de nitrato
tienden a estabilizarse en ambas chCEn;raciunEs, en S0 aM el
equilibrio es entre 90-937%Z y en 75 mM és entre 95-99%.

Los registros de pH cuando las células alcanzaron 1la fase
estacionaria (10 dfias) fueron de 4.3, cuando en un inicio el pH
fue ajustado a 5.8. Después de que las células se lavaron y se
dejaron 24 horas desprovistas de nitrato, el pH registrado fue de
4.5. Cuando las células se expusieron a una solucién de sacarosa

(3%) y nitrato 10 mM, los registros de pH cada hora indicaron Qque

VARIACION DE pH DURANTE LA ENTRADA
Y SALIDA DE NITRATO

o 2 4

TOe0 (ir)

Figura 12. Determinacién de pH en el medio en agitacién, cada hara
después de agregar la solucidn de sacarosa (34) y nitrata 10 mM.
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habfa aumento o disminucién de pH entre rangos no mayores-de 4 y 3
(figura 12), Estas variaciones de pH en el medio durante la
entrada y salida de nitrato por las células hicieron que sa
procediera a usar medios amortiguados.

En la segunda parte de este trabajo, se utilizaron medios
amortiguados a pH 6 con dos amortiguadores: Bis-Tris y Mes, a
concentraciones de 1, 10 y 20 mM de nitrato.

Las células gue pstuvieron expuestas a una concentracién de 1
mM de nitrato amortiguado a pH & con Bis-Tris (figura 13), durante
la primera media hora sdlo se registréd una pequeNa salida de
nitrato (104%). En las siguientes 4 horas se :agishrd una entrada
de nitrato que fue bastante prolongada, 1llegandc hasta un &7%.
Cuando las células se mantuvieron en las mismas condiciones paro
con amortiguador Mes (figura 13), también en la primera media hora
se registrd una salida de nitrato, aunque de mayor tamaffo que en
®] tratamiento con Bis-Tris (117%). Después de ésta salida se
inicia una entrada de nitrato por una hora (84%), pero no se
prolonga como en el medio con Bis-Tris, ya que después se inicia
otra vez una salida de nitrato por 2 haras gue alcanzd un 984 y en
la dltima hora una ligera entrada de nitrato (92%).

Cuando se expusieron las células a una concentracién moderada
de nitrato de 10 mM, las tendencias tanto en el tratamiento con
Bie~-Tris y Maes fuaeron muy similares (figura 14). En un inicio una
pequella salida y después una entrada de nitrato, que en el caso
del tratamiento con Bis-Tris termina a las dos y media horas y con

Mes se termina a la hora y media. Mas tarde, en ambos tratamientos
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MEDIO AMORTIGUADO A pH 6

Bis-Tris Mes
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Figura 13. Células de 8. ternifolia expuestas a una solucidn de
sacargsa (33X} y nitrato 1 @M con pPH amortiguado a 6 con Bis-Tris y
Mas, despuds de un periodo de 24 horas desprovistas deé nitratao.
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Figura 14, Células de B. ternifolia expusstas a una solucién de
sacarosa (3X) y nitrato 10 mM con pH amortiguado a & con Bis-Tris
y Hes, después de un periodo de 24 horas desprovistas de nitrato.
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Figura 13, Células de B. ternifolia expuestas a una solucidén de
sacarosa (3%) y nitrato 20 mM con pH amortiguado a & con Bis-Tris
y Has, después de un periodo de 24 horas dasprovistas de pitratao,



se inicia una salida de nitrato que alcanzé un porcentaje de
nitrato externo miximo de 104 y 1097 para Bis-Tris y HMes
regspectivamente. !

Cuando las células fueron expuestas a cancentraciones
moderadamente altas de 20 mM de nitrato, en e}l tratamiento con
Bis-Tris (figura 15), en la primera hora y media la cantidad de
nitrato externo permanecié casi constante, alr:daan del 100%
inicial (99 y 100%4). En la siguiente hora hubo una salida de
nitrato (111%) y después hubo una entrada de nitrato disminuyendo
el porcentaje de nitrato externoc a 100%. £€n la Gltima hora ocurrié
una salida de nitrato que sé6lo alcanzé un 1042. En el caso del
tratamiento con Mes (fiqQura 15), durante tres horas y media se
registréd una salida de nitrato en las células, s6lo que ésta fue
ligera, ya que alcanzé un valor miximo de 111%. En la d¢ltima hora
sélo se registrd una entrada salida de nitrato que disminuyd a
108%. Las diferencias miximas y min{mas del porcentaje de nitrato
externa fueron del 13% para Bis-Tris y del 117 para Mes,

Una vez terminada esta parte, se considerd qua los tratamientos
con Mes y Bis-Tris presentaron un comportamiento muy similar -en la
concentracién de 10 oM de nitrato, que fue donde mejor se presentd
el fendmeno de entrada y salida de nitrato.

Cuando la solucién de sacasora (3%) y nitrato (10 mf)  fue
amortiguada a pH 5.3, el porcentaje de nitrato externo disminuyd
conforme al tiempo, esta entrada de nitrato se prolongs tres horas
y media y alcanzé un valor de B3%Z (figura 1&). En la siguiente

hora se registré una salida de nitrato, que casf{ llegé a su valor
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Figura 15, Células de 8. ternifolia expuestas a4 una solucien de
wacarasa (3%) y nitrato 10 mM a diferentes pH amortiguados con Mes.



inicial del 100% (977%).

En el medio que fue amortiguado a pH 7, el fendmeno de eantrada
y salida de nitrato se disminuye en comparacién de pH 5.5 (fiéura
16), pues se registraron 3 entradas y 2 salidas de nitrato de las

células; sin embargo, son mis reducidas que en pH S5.5.

MEDIQ AMORTIGUADO A pH 5.5
NITRATO 10 mM

X OC NIMATO EXTERND
s 8 8 B

2 4 L] ] "0 2

TEMPO ()

Figura 17. Células de B. ternifolia expuestas a una solucidén de
sacargsa (3Z) y nitrato 10 mM con pH amaortiguado a 5.5 con Mes. La
duracién de la exposicién fue de 10.5 horas.

El tratamiento en qua las células fueron expuestas & sacaroga
(3%4) ¥ nitrato 10 aM, con pH amortiguado a 5.5 con Hes por 10
horas de exposicién (figura 17), durante la primera media hora se
registrd una entrada de nitrato (Bi%) y en la siguiente hora una

salida de nitrato que 1llegé a rebasar el 100% y alcanzé un
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porcentaje de 126%. En la siguiente hora hubo de nuevo una entrad?
de nitrato y alcanzé un valor de 94%, después ocurrié una salida
de nitrato de las cdlulas y alcanzé un valor de 127%. En las
anteriores horas (de 0 a 3.5 ) siempre se registrd una entrada vy
‘una subsecuente salida de nitrato, perc después de tres horas y
media de exposicién a nitrato se registrd una entrada de nitrato
que se prolongd por 2 horas (874). En las 3 horas siguientes hubo
de nuavo una salida y una entrada de nitrato (121, 111 y 130%4).
Daspudés de ocho horas y media de exposicién a nitrato, al
porcentaje de nitrato externo disminuyé driasticamente a un 357 vy
fue una entrada de nitrato que se prolongé hasta la siguiente hora
(33%).

S llavaron 4 tratamientos éontrul para saber si en estos se
presentaba el fendmeno de entrada y salida de nitrato. En el
primer control {(figura 1B), se utilizé KNOs 10 mM en lugar de
Ca(NQOs)2. Durante la primera hora y media sa registrd una entrada
de nitrato (64%) y en las siguientes I horas el porcentaje de
nitrato comenzé a aumentar y alcanzé un valor miximo de 98%Z. En
este tratamiento se corrcboré que también con KNOs se presenta el
fenémeno de entrada y salida de nitrato.

El segundo control consistid sn exponer a las células a una
solucién de nitrato 10 mM peroc sin sacarosa (figura 18). En la
primera hora y media de exposicién, las células sacaron nitrato al
medio exterior alcanzando un valor miximo de 116%. En la siguienta
hora hubo una ligera entrada de nitrato (112%) y después otra

salida de nitrato que también es ligera (117%). Sélo en la dltima
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Figura 18. Células de B. ternifolia expusstas & una solucidn
sacarosa (3X) y KNOs 10 mM con pH amortiguado & 5.5 con Mes. En
sequndo tratamisnto las células se expusieron a una solucidn
nitrato 10 sM sin macasora y con pH amortigquado a 5.5 con Mes.
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Figura 19. Células de B. ternifolia que fumron incubadas 24 horas
en medio Murashige-Skoog (sin ninguna fuente de nitrageno) y
despuds expuestas a una sclucién de sacarasa (3%4) y nitrato 10 mM,
Un segundo tratamiento consistié en dejar a la células en la
solucidn de sacarosa-CaClz por eis de 24 haras.



hora se registré una entrada de nitrate que fue un poco mas
marcada y que alcanzé un valor de 109%.

En el tercer contral se mantuvieron células incubadas en médiu
Murashige-Skoog por 24 horas, pero sin ninguna fuente de nitrégenoc
en el me&io, con pH ajustad; a 5.8 (sin amortigquar) (figura 19).
Cuando se cumplieron 24 horas, las células se expusieron a una
solucidn de sacarosa (3%Z) y nitrato 10 mM (ya que fue la
concentracidén en la, que mejor se presentd el fendmeno de entrada y
salida de nitrato de los tratamientos donde €1 pH no fue
amortiguado). Durante dos horas y media de exposicién a nitrato se
registré una salida de nitrato que alcanzé un-valur maxima de 1074
y en la siguiente hora hubo una entrada de nitrato (99%4). En 1la
dltima hnr; se registrd una salida de nitrato que fue mis marcada
que la primera (114%).

En el dltimo control las células nunca estuvieron en la
presencia de nitrato (figura 19), s6lo se mantuvieron en la
solucién de sacarosa-CaClz después de que cumplieron 24 horas
desprovistas de nitrato. Esto se hizo con la finalidad de saber si
las células eran capaces de sacar y meter nitrato que tuvieran
almacenado an ausencia de nitrato en e! medio externo. En la
primera hora y media, el porcentaje de nitrato externc permanecié
constante (0%). Después de hora y media se registrd una salida de
nitrato que alcanzé un valor miximo de 19%4. El nitrato almacenado
salié de las células y se volvié a tomar del medio externo en la
sigquiente hora (0%Z). En la dGltima hora se registréd de nuevo una

salida de nitrato (10%).
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DISCUSION

Algunos autores han demostrado que la presencia de nitrato en
wl medio externo, estimula la entrada de nitrato aen raices de
Cebada y Mafz (5,46,24,26,28,44,). Ademis, debe considerarse gque la
toma neta de nitrato es la diferencia entre la entrada y salida de
nitrato a través de la amembrana plasmitica (10,19,21,24,31,32).
Una probable inhibicién del sistesa de transporte para el nitrato
debido a altas concentracionss de nitrato en la célula y el
aumento @n la calida de nitrato, son factores que pueden afectar
la toma neta de nitrato en la célula (21)., MacKown en 1981 (20),
propuséd que la acumulacién de nitrato en la vacuola, parece ser un
factor que restringe la entrada y que al mismo tiempo aumenta la
salida de nitrato de la célula.

Cuando se expusieron raices de Cebada a concentraciones de 10,
350, 100 y 750 M, la salida de nitrato era mayor conforme la
concentracién de nitrato aumentaba en ol medio externo (11).
Ademis, se ha encontrado que iones como el NHE pueden mstisular la
salida de nitrato en raices de Cabada (12).

Una vez que =1 nitrato es expulsado de la célula, mis tarde
puede ser reabsorbide (2122 .-La salida de nitrato de la célula
sirve como un proceso pasivo y que es indepsndiente de los
procesos de toma de nitrato. Por esto la salida de nitrato puede

servir como un procesc requlador de la entrada y concentracidn
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citoplasmitica de nitrate (11,23,24,31). GSin embargo, deben
considerarse otros factores que pueden hacer disminuir la toma de
nitrato en la rafz (11). MacKown et al en 1983 (22), encontraron
nue en raices de mafz hay una relacién reciproca entre la salida y
reduccién de nitrato, pues cuando hay un aumento en la salida hay
una disminucién en la reduccién de nitrato. De manera contraria
cuando disminuye la salida aumenta la reduccidn de nitrato. E1
nitrato que entrabq‘(‘uND;) era mis ripidamente reducido que el
nitrato endégeno *Mnow .

Cuando las plantas tienen una mediana deficiencia o permanecen
desprovistas un corto periodo de un nutrien;e. puede haber un
aumento en la toma en una consecuente exposicidn al nutriente.
Recientes estudios han confirmado que en plantas que permanecieron
desprovistas de nitrato por 3 dfas, la toma de nitrato se
incrementd cuando se expusieron a una salucién con nitrato
(19,47). Cuando plantulas de Cebada fueron despravistas de
nitrégeno, la entrada de nitrato fue estimulada, pero fue
restringida la entrada y salida de nitrato cuando cuanda las

plantulas tuvieron un alto status de nitrdgeno (19).

1. Altas y Bajas concentraciones de Nitrato

Cuando células de B. ternifolia se expusisron a concentraciones
bajas de nitrato (0.2 y t mM), el primer eventa que ocurrid fue
una salida de nitrato. Este aumento de nitrato en o1 madio externo
muestra que las células almacenan nitrato ante;.‘;9 ;L; .sean

detprovistas de nitrato; ademis, este nitrato almacenado ho es

asimilado adn cuando las cé&lulas estuvieron sin nitratoc por 24
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horas.

Las células son capaces de mantener variables cantidades de
nitrato almacenado y no asimilarlo aan después de 24 horas sin  la
presencia de nitrato. Esto se muestra en la concentracién de 0.2
mM, donde el porcentaje de nitrato externo aumenté de un  100%
inicial a 121% en la primera media hora, habiendo wuna diferencia
de 21%. El 217 correspande a una concentracidn de 0.042 mM. En
altas concentraciones de 25 y 50 mM de nitrato también el primer
evento que ocurrié fue una salida de nitrato. En 25 mM la cantidad
de nitrato que salié de las cédlulas fue del &% en la primera hora
y media, este porcentaje carresponde a una concentracién de 1.5
mM. Para la concentracién de 50 M la cantidad de nitrato que
salié de las células fue del 19% en una hora y media y corresponde
a una concentracién de 7.5 mM. Esto refleja que la cantidad de
nitrato almacenado en las cdlulas de B8, terntfolia va de
concentraciones de 0.042 a 9.5 mM, cantidades bajas y medianas de
nitrato.

Se ha estimado que la concentracién citoplasmitica de nitrato
en células de raf{z de Pisun es de 5 a 15 mM, una concentracidn muy
cercana a la astimada de la que se almacena en células de B.
ternifoliay ain ambargo, como la poza metabdlica es mis pequefia
que la poza de almacenamiento, @s probable que la concentracién de
nitrato vacuolar almacenado en Pisum sea mayor a la citoplasmitica
{31Y.

La salida de nitrato fue mayor conforme se aumentd la
concentracison de nitrato, ubteniénd&se resultados similares a un

estudio realuizado con raices de Cebada (12).
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En esta primera parte, se considerd que la concentracién de 10
mM de nitrato fue en la que mejor se presentd el fendmeno da
entrada y salida de nitrato en células en suspensién de B,
ternifolia, ya que en esta concentracién de nitrato no se reabasd
el 100% inicial, pues una vez que disminuyé el porcentaje de
nitrato externo, éste sélo llegd a aumentar a un F0%.

En las diferentes concentraciones prabadas siempre se presentéd
una entrada y una salida de nitrato a excepcidén de 15 &M donde
séla hubd una entrada de nitrato en las 4.3 horas de exposicién a
nitrato. La entrada y salida de nitrato ocurre a bajas, medianas y
altas concentracicnes de nitrato y no es. dependiente de la

concentracién externa de nitrato.

2. Efecto de pH

Las determinaciones de pH en el medio Murashige-Skoog y cada
hora cuando las células se expusieron a nitrato, indicaron que
habfa grandes variaciones en el pH, pues éste oscilé entre 4 y &
(figura 12). €n cultivos en suspensién de Zanahoria e Ipomea sp.,
el pH inicial del medio de cultivo fue ajustado a 5, pero después
de 10 dias de cultivo el pH disminuyd a rangos de 4 y en algunos
casos disminuyé hasta 3.8 (34,49). Cuando se agregéd nitrato al
cultivo en suspensidn de Zanahoria, el pH del medio disminufa
conforme aumentaba la concentracidn de nitrato (48). Por lo que
los medios de cultivo utilizados tuvieron una baja capacidad de
amortiguamiento, o que también sucedid con el nedio
Murashige-Skoog.

Deane-Drummond y Glass en 1982 (10), cbservaron el efecto de pH
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en la toma de nitrato en scluciones con pH desde el rango de 4 a.q
{pH inicial sin amortiguar) en raices de Cebada. En el pH Acido la
toma de nitrato fue mayor en comparacién ‘a un pH baisico, por 1o
que la sensibilidad de toma de nitrato sobre el pH, puede ser

funcién de la especie y del status de nitrato en el tejido.

2.1. Medios Amortiguados (Diferentes concentraciones de Nitratod

Por las variaciones de pH en el medio, se pensé en un principio
que estos resultados podrfan apayar la idea de que las ATPasas que
se encuantran en la membrana plasmatica bombeaban protones al
medio exterior celular formando un gradiente electroquimico, el
cual era aprovechado para transportar nitrato a través de la
membrana plasmitica por un mecanismo simpaort o antiport, por 1o
que las variaciones de pH se presentaban por el gradiente
electroquimico formado. Sin embargo, los resultados mostradeos en
los que se utilizd nitrate a 1, 10 y 20 mM con pH amortiguado a &
con dos amortiguadores (Bis-Tris y Mes), indicaron que si se
presenté el fendmeno de entrada y salida de nitrato. En los 6
tratamientos tanto con Bis-Tris y Mes (figura 13, 14 y 15, el
primer evento que ocurrié fue una salida de nitrato de las células
a excepcién de 20 mM con Bis~Tris, en la que primerc se mantuvd
constante la cantidad de nitrato externo en hora y media para
después haber una salida de nitrato en la siguiente hora (figura
15).

Esta salida de nitrato que se presenté como primer evento fue
de la misma magnitud que en los tﬂatamigntus donde no se amortiguéd

el pH. En la concentracién de 1 mM (figura 13), el tratamiento con
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Bis-Tris registrd una salida de nitrato €n la primera media hora y
alcanzd un porcentaje de &. En el aotro tratamiento con Mes, hubd
una salida de nitrato en la primera media hora y el valor
alcanzado fue de 17%. El & y 17% corresponden a una concentracidén
de 0.06 y 0.17 M para Bis-Tris y Mes respectivamente.

En el tratamiento con 10 mH, la salida de nitrato en los
tratamiento con Bis-Tris y Mas fueren del 2 y 6% respectivamente.
Estos porcentajes cprresponden a una concentracién de 0.2 y 0.4 mM
con respecto al 100% inicial que fue de 10 mM.

Para la Gltima concentracién de 20 mM, ®l porcentaje alcanzado
en Bis-Tris y Mes fueron del 11 y 74 y cnrrls;nnden a2.2y 1.4 mt
respectivamente. La cantidad de nitrato que salidé de las células
fue similar a los tratamientos donde el pH no fue ;nortiquldu.

L.a concentracién de 50 mM de nitrato, en el tratamiento con
Bis-Tris y Mes, se consider$ que fue la mejor, porque durante
cuatro horas y media de exposicién de las células a la solucidn,
se presentd claramente el fenédmeno de entrada y salida de nitrato
alcanzando un 106X como porcentaje miximo. Por esto se procedié a
utilizar esta concentracién para una pnrti posterior de este
trabajo, que consistid en probar diferentes pH con Mes. Sélo se
utilizéd Mes ya que wl rango de amortiguacién es mayor para Mes que

para Bis-Tris. Los pH probados fueron 5.5 y 7.

2.2, Diferentes pH (Nitrato 10 mdD
Posteripraente, se pretend{a conocer si a difaerentes pH se daba
el fendmeno de entrada y salida de nitrato y efectivamente a

diferentas pH ocurrié 1la entrada y salida de nitrato,
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prasentiandose un comportamiento muy similar en pH 5.5 como ~ en el
tratamiento de pH & con 10 oM de nitrato, sélo que en ?ste caso nu.
se habla presentado en la primera media Hora una pequeRa salida de
nitrato (figura 14 y 16).Para el caso de pH 7, la cantidad de
nitrato externoc se mantuvé cas{ constante durante las 4.5 horas,
alrededor del 100%Z inicial (figura 1&). De esta manera, se
consideré que el mejor tratamiento fue el de pH S.5, porgue
presentd un comportamiento similar a los tratamientos de 10 mM de
nitrato y pH amortiguado a 6 con Bis~tris y Mes (figura 15).
Cuando las células se expusieron a nitrato 10 mM con pH 5.5 el
fendémeno de entrada y salida de nitrato se presenté claramente, vy
presentd un comportamiento similar ‘al tratamiento de pH & y

nitrato 10 mM (sin pH amortiguado) (figura 9,14).

3. Periodos Largos de Exposicion

Cuando células de B. ternifolia se expusieron a un periodo
largo de 10 horas a una solucién de 10 mM de nitrato y pH
amortiguado a 5.5, se presentd claramente el fendmeno de entrada y
salida de nitrato durante las primeras ocho horas y media, pero a
las nueve y diez horas y media el porcentaje de nitrato disminuyé
drasticamante a valores de 35 y 33% respectivemente (figura 18)
Esta caida en el porcentaje pudd deberse a que las células despuéds
de que estuvieron un largo tiempo de exposicién, asimilaran el

nitrato que llegaron a expulsar dos horas antes.

4. Efecto de Potasio

Para conocer si con KNO» se presentaba el fendmeno de entrada y
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salida de nitrato en células de B. ternifolia, se utilizé a una
cancentracién de 10 mM, con sacarcsa(3%) y pH amortiguado a 5.5,
en las mismas condiciones que en el tratamiento con Ca(NDs)z.

En la exposicidén a KNO3 hubé una entrada de nitrato y una
salida de nitrato que fueron bastantes evidentes y que fueron de
mayor magnitud en comparacién al tratamiento con Ca(iNDs)z {figqura
15).

Rufty et al en 1981 (37), encontraron que raices de Trigo
desarrollaron un periodo maximo de toma de nitrato cuando se
mantuvieron en presencia de gpotasio; ademis, el transporte de
nitrato de rafz a tallo también aumentd cuand; el potasio estaba
presente. La toma de nitrato fue mayor con KNOx (20%) que con
Ca(NO3)z, perc menor la reduccién cuando en el media habfa KNOa.
Rufty et al concluyeron gue es probable que el potasio estimule
las ATPasas de la membrana plasmitica para formar un gradiente
electroquimico el cual se aprovecha para el transporte de nitrata
al interior de la célula, ademis de que el potasio y nitrato sean
transportados juntos al xilema y por eso el transporte fue

estimulado cuando habfa potasio en el medio externo.

5. Efecto de Sacarosa

Cuanda se elimind la sacarosa del medio, las dos salidas de
nitrato que se registraron en las 4.5 horas de exposicién fueron
de poca magnitud, ya que el nitrato que salié en la primera hora y
media (17%4) sbdlo un S% se 1legQd a tomar del madio externa. Por lo
que la sacarosa puede ser un factor determinante en la entrada y

salida de nitrato, ya que puede ser un origen de energfa para la
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célula y si los pracesos de transporte de nitratao a través de 1a
membrana plasmdtica requieren energla, cuando no hay sacargsa
entonces el fendmeno de entrada y salida de nitrato se ve

disminuido.

8. Celulas Incubadas on Murashige-Skoog

El tratamiento en el que las células fueron incubadas en medio
Murashige-Skoog sin ninguna fuente de nitrdgeno, se hizd con la
finalidad de conocer si las células eran capaces de tomar Yy
expulsar nitrato, una vez que cumplieran 24 horas incubadas con la

-

presencia de otros nutrientes coma Mg*', Fe*", s0i, In”’etc.

Cuando las células fueron expuestas a sacarosa (3%) y nitrato
10 mM después de haber cumplido su incubacién en medio
Hurashige-Skoog, se presentd el fendmeno de entrada y salida de
nitrato, aunque en las primeras dos horas y media sélo se registrd
una salida de nitrato, paero en la siguiente hora hubé una entrada

de nitrato y después de nuevo una salida de nitrato que fue de

mayor magnitud que la primera.

7. Celulas Sin la Presencia de Nitrato

Cuando las cdélulas cumplieron 24 horas sin nitrato, se lavaron
y se les volvid a dejar sin la presencia de nitrato. Se
registraron 2 salidas y una entrada de nitrato, por lo que durante
el tiempo que permanecieron sin nitrato por 24 horas, las células
probablemente también expulsaron y tomaron nitrato. En  éste
tratamiento se demuestra que no es posible dejar sin nitrato

completamente a las céiulas de nitrato, pues hay salida y después
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una entrada de nitrato.

Las células de B. lerntifolia probablemente siguen una dindmica
de mantenimiento de nitrato dentro de la célula a pesar de que no
hay nitrato en el medio externo, pues sigue habiendo nitrato en
las céluias adn cuando permanecieron 24 haras sin presencia de
nitrato en el medio y es probable que durante este tiempo sélo
asimilen una pequeffa cantidad,

La interaccién de la poza de nitrato vacuolar y citoplasmitica
pugde ser muy compleja, ya que del nitrato que pasa al citoplasma
(tomado del medio externo), puede transportarse a la vacuocla o
bien salir de nuevo. El nitrato de la vacunl; se transporta al
citoplasma y del citoplasma al medio exterior y el nitrato que esta

en el medio exterior puede volverlo a tomar la célula.

8. Sistema Establecido

Podemos considerar que el sistema establecido en el que se
emplearon células en suspensién de B, terntfolia -on fase
estacionaria, con un periodo de 24 horas sin 1la presencia de
nitrato y su consaecuente exposicién a éste, es bueno para
determinar la entrada y salida de nitrato sin @1 usa de andlogos

de nitrato como "°cClos, '"NOs ¢ ““noOi.
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CONCLUSIONES

El fendmeno de entrada y salida de nitrato se presentd en altas
y bajas concentraciones de nitrato en el medio y no fue
dependiente de su conhcentracién externa.

Durante la exposicién de la células a nitrato, se registraron
vartaciones de pH, cuando el pH fue Acido, la entrada y salida de
nitrato fue de mayor magnitud en comparacién a pH neutra.

La concentracidn de 10 mM de nitrato fue 1la que presento
me jores resultados, respecto a una mejor apreciacidén de la entrada
y salida de nitrato, tanto en los medios con pH amortiguado como
en los que no fue amortiguado.

La sacargsa parece ser un factor determinante en la entrada y
salida de nitrato, pues cuando se elimina del medio, el fendmeno
de entrada y salida de nitrato se ve disminuida.

Con KNOs (10 mM), la entrada y salida de nitrato fue de mayor
magnitud en comparacién con Ca(NO3)z.

Se propone que solo una pequefia cantidad de nitrato se llega a
incorporar a las células durante el periodo en que permanecieron
desprovistas de nitrato, pues cuando las células permanecieran por
mis de 24 horas sin nitrato en el medio externo, éstas expulsaran

el nitrato que tenfan almacenado y después lo volvieron a tomar.
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