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l • 1 NTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES 

1. 1) CULTIVO DE TEJIDOS Ve:OltTALES. 

El cultivo de tejidos ve~etales es una serie de técnicas que 

consisten en obtener el crecimiento y la multiplicación ilimitada 

de células o tejidos de origen vegetal, cultivados "in vitro" en 

condiciones asépticas y p~rfectamente controladas. Las células se 

colocan en un medio nutritivo s6lido o en suspensión <medio 

liquido > C Vil lalobos, 1985 >. 

La historia del cultivo de tejidos vegetales ~e remonta a los 

a~cs 1860-1861, en los que Sacko C1860> y Knops <1861> descubren 

que los compuestos orgánicas son la.9 substancias má,.. importantes 

que absorben las plantas para su crecimiento y desarr•ollo. Estas 

observaciones traen como consecuencia, la elaboraci6n de una 

substancia nutritiva denominada solución Knops, empleada hasta la 

actualidad y que históricamente se usó como componente básico de 

los medios de cultivo ( Villalobos, 1985 ). 

A principio de siglo, la importancia de estas técnicas, al 

menos a nivel fundamental, es expuesta par el botánico aleman 

G.Haberland. Sin embargo, fue preciso esperar más de 30 aNas para 

que los resultados obtenidos por A.Carell, en 1912t con células 

animales fueran también observados en células vegetales.. Lo5 

primeras éxitos conseguidos por R.G Gautheret en Francia y por 

J.P.White en EUA demostraban la posibilidad de cultivar tejidos 

vegetales fuera del contexto de la planta, de manera indefinida y 

en forma de masas celulares indiferenciadas < Villalobos, 1985 ). 



El perfeccionamiento de las técnicas permitió a W.H.Muir, 

A .. C.Hildebrandt y A.J.Riker, en Al~mania, establecer en 1954 los 

primeros cultivos de células vegetales en suspensión, comparablPs 

a los practicados con los microorganismos por· ejemplo bacterias 

y hongos microscópicos ) C Vil la lobos, 1985 ) • 

Al principio, los cultivos vegetales hallaron aplicaciones muy 

importantes en agronomía y en horticultura en cuanto al incremento 

de la productividad y el mejoramiento de los vegetales. En 1952, 

G .. Morell y CI .. Martin, en Francia, demostraron que algunos tejidos 

vegetales, meristemáticos, san capaces de desarrollarse "in vitre" 

a plantas completas. El resultado fLil~ ot•igen de una verdadera 

revolución en el campo de la producción vegetal; permitía además 

el surgimiento d~ técnicas de micropropagación, que actualmente se 

desarrollan a escala comercial para la reproducci6n rápida de un 

gran número de especies vegetales < Villalobos, 1985 >. 

Además estas técnicas son empleadas actualmente para realizar 

estudios de fisiología, bioquímica, genética, l.Jiologfa. molecular, 

etc; asi como para contribuciones prácticas en la multiplicación 

y mejoramientó de plantas útiles para el hombre Fernández., 

1979 ). 

Existen diferentes modalidades de cultivos, y los más comunes 

son el cultiva de órganos, de embrione5, de callos y cultivo en 

suspensi6n. Este último consiste de células aisladas y pe~ue~os 

agregados que permanecen dispersos mientt'as se cultivan en medio 

liquido con agitación constante ( Fernández, 1979 >. 

Para el establecimiento do un cultivo en suspensión, 

frecuentemente se parte de un callo friable las células se 
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disgregan fácilmente > para que al colocarlo en un medio líquido 

en agitaci6n c:onstantr. ~e disperse rápidamente. Despu6s de 2 ó 3 

semanas se produce una suspensión de células en crecimiento 

activo < Dixon, 1985 ) • 

La suspensión de células puede prapagar$e transfiriendo una 

alícuota del cultivo a medio fresco; después de 2 ó 3 

transferencias, el cultivo se estabiliza de tal forma que el 

número de células en un tiempo dado después de la inoculación eg 

comparable a la densidad celular al mismo tiempo de la siguiente 

transferencia .. Para la mayoría de los cultivos de cólulas en 

suspensión la densidad celular inicial mínima debe ser de 0.5 a 

2.5 x 1d'células por mililitro ( Fern.indez, 1979 ) .. 

El crecimiento de células en suspensión se puede determinar por 

varios parámetros como son: número de células, peso fresco, peso 

seco, volumen celular, cantidad de protoína, cantidad de ADN ó 

índice mi tótico < Dixon, 1985 >. 

Para determinar la. curva de crecimiento de un cultivo ne 

recomienda utilizar varios parámetros de los antes mencionados ya 

que la forma de la curva cambia dependiendo de que parámetro se 

utilice y el periodo de tiempo durante el cual se hag.-in las 

determinaciones < Fernándcz, 1979 ). 

Para la mayoría de los cultivos en suspensión, la gráfica de 

crecimiento con respecto al tiempo de iJ1cubaci6r1 mut!stra cuatro 

fases características. Después de la primera inoculación ~e 

presenta una fase lag en donde l.;..!J células se preparan a dividir, 

posteriormente las células desarrollan una fase exponencial de 

crecimiento en donde su velocidad de división es máxima seguida de 
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una fase de crecimiento lineal. La división celular disminuye 

durante la fase de desaceleración progresiva. Durante la fase 

estacionaria el número de células se mantiene mis o menos 

constante por un periodo de tiempo hasta que el número de células 

empieza a disminuir por lisis celular en dicha fase. No todos los 

cultivos en suspensi6n muestran el patr6n típico de crecimiento 

( Ferriández, 1979 > • 

t. ZJ CARACTE.RÍSTICAS DE Bouva..rdi.a ternL/ot ia. 

BouuaI"dia lerni/olia, también conocida popularmente con el 

nombre de "trompetilla", es una planta herbácea perteneciente a la 

familia de las Rubiaceae y del orden de las Rubiales. Mide de tm a 

1.Sm de altura; posee hojas con peci61os lanceolados, base 

redondeada y borde entero, sus flores estan agrupadas en cimas, 

son de color rojo y sus pétalos estan fusionados formando un tubo. 

Esta planta es reconocida como medicinal y e5 utilizada contra 

varias tipos de afecciones como por ejemplo en hemorragia nasal. 

Se ha mostrado que contiene dos anticarc:in6genicos "ciclo 

hexapeptidos" ( Johnson,R.K. y M.P. Chitnis, 1978; Jolad,D.S.et 

al., 1977 l. 

En cultivo de tejidos, Bouvardia lernifolia cuenta can las 

siguientes caracteristicas : un rápido crecimiento tanto en medio 

~6lido coma lí.quido;es posible obtener además callo a partir de 

cualquier parte de la planta y de aquí cultivo en suspensión con 

ciclo de crecimiento corto, y capacidad para regenerar plantas a 

partir de callo < Sanchez de Jiménez y Fernández, 1983 l. 

Conociendo las ventajas que presenta el cultivo de lejidos, es 
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claro que debe considerarsele en todo momento como posiblQ sistema 

experimental, como una herramienta más para realizar estudios 

sobre los posibles procesos bioquímicas que pudieran estarse dando 

en las células vegetales; ya sean procesos matabolicos normales, 

o por cambias en su medio ambiente propiciados por diversos 

factores como por ejemplo la sequía y salinidad. 

La osmorregulaci6n ( mecanismo por el cual las células tienden 

a mantener en equilibrio su potencial osmótico interno con el del 

medio externo > e5 uno de éstos procesos bioquímicos de gran 

importancia, por lo qua existe mucho interes por conocer más 

acerca de la habilidad de las células de organismos superiores 

para regular su potencial osmótico interno. Aunque es considerable 

el conocimiento de éste proceso en ciertas algas, en lo qw.:! 

respecta a plantas superiores, la comprensión .de la 

osmerregulación es mucho más limitada Handa,A.K. el al., 1982 l. 

Existen substancias denominadas so lutos citoplasmáticos 

compatibles, los cuales se cree estan involucrados en la respuesta 

osmorregulataria de las plantas, actuando coino solvatadores de 

proteínas y membranas que de otro modo sufririan por la pérdida de 

agua o por la presencia excesiva de i6nes < Higgins,C.F .. et. al., 

1987 ). 

1 .. 3) EsTRE:s Hl DRICO y SALINO. 

El término estrés ha sido generalmente ~mpleado para indicar un 

estado de tensión, el cual puede conducir a un desequilibrio. 

Biologicaménte hablando, Jacobo Levitte (1972) sugiere que el 
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estrés es un cambia en las condiciones, las cuales pueden reducir 

ó cambiar adversamente el crecimiento de un ser vivo o las 

funciones normales de su desarrollo. 

No obstante, el término estrés ha sido dificil de definir 

considerando hasta que punto es válido establecer que un ser vivo 

se encuentra bajo estrés, si ilÚn en condiciones extremas, como por 

ejemplo, suelos altamente salinos o que tienen 

suministro de agua, son capaces de realizar sus 

vegetativas y reproductivas. 

un escaso 

funciones 

El estrés osm6tico puede ser causado ya sea por la pérdida de 

agua ( estrés hidrico) 6 por salinidad, la cual posee Gas 

componentes: la pérdida de agua y el d.:..f'io por presencia de i6nes 

Valenzuela, E. 1989 ) .. 

Expertmen~almente el estrés de agua puede ser causado por 

solutos impermeables coma el polietilen glicol ( PEG >, mientras 

que el estrés salino es causado por varios i6nes, principalmente 

sodio y cloro, los que sí pueden ser transportados dentro y fuera 

de la célula (Ben Hayyim, 1987>. 

Por lo tan'to, el estrés hidrico y salino no son completamente 

el mismo fenómeno aunque ambos someten a los organismos una 

disminución del potencial osmótico, lo que influye de manera 

importante en su desarrollo y metabolismo. 

Para comprender mejor el cómo se provoca estrés osm6tico en una 

célulA, es importante comprender el potencial h!drico 6 estado 

termodinámoco del agua en una célula. Dicho potencial tien~ do~ 

componentes: uno de signo negativo que es el poten.::ial osmótico y 

otro de signo positivo que es el potencial de turgencia. El 
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primero representa a la concentración de moléculas (es negativo 

porque a mayor concentración de moléculas, es menor la cantidad 

relativa de agua y con ello un menor efecto de ésta sobre el 

sistema); el segunda es la presión hidráulica que se ejerce sobre 

un sistema físicamente contenido como lo es la célula ( Murilo 1 G., 

1989 ). 

Si el potencial osmótica interno es más negativo que el 

exterior ( esto es1 hay más moléculas > el agua entra a la célula 

hasta que el volumen de la célula es lirnitante, en este momento se 

crea una presión de turgencia de signo positivo que hará igualar 

el potencial de agua dentro y fuera de la. célula, lograndose de 

esta manera el equilibrio ( Hurillo,G .. , 1989 ) .. 

Fuera de una célula sólo puede haber cambios de potencial 

osmótico, mientras que dentro puede haber tanta cambios de 

potencial osmótico como de turgencia. Una cél:.Jla metabolicamente 

activa siempre es turgente C Hurillo, G., 1989 ) ... 

En estrés hidrico1 cuando una célula µierde agua, pierde 

primero su potencial de turgencia C se hace flácida) y si continua 

la pérdida de agua, sus metabalitos se concentran y con ello su 

potencial osmótico se hace cada vez más negativa, produciendose 

daNos y la posterior muerte celular ( Hurilla,G., 1989 >. 

En el caso de estrés salino1 el dafto puede 5er más severo, 

debido a que al existir un potencial osmótico más negativo en el 

exterior por la prescnciü de iónc~ (sodio,c!oro>, la célula tiende 

primero a s~car agua, disminuyendo así su potencial de turgencia 

y haciendo más negativo su potencial osmótico. Este causa daHos 

celulares, y a su vez el efecto da~ino se intensifica debida a que 
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también los iónes tienden a entrar y salir para- tratar de 

equi 1 ibrar los potenciales; sin embargo, l legu un punto en el que 

la conc:entración de iónes es tan alta que resulta tó;dca para la 

célula < Poljakoff-M~yber, 1982 ). 

1 .. 4) ÜSMORREOULACIÓN, 

La adaptación de lo~ organismos a fluctuaciones en la 

osmolaridad de sus alrededores es fund~mental para sobrevivir .. La 

habilidad para sobrt::?vivir a etrés osmótico no es sólo de 

importancia bio16gica, sino que es también de considerable 

relevancia económica, po~ ejemplo para el desarrollo de plantas 

cultivables para incrt::?mentar las .áreas agrícolas de tierras 

semiáridas Higg!ns, el al., 1987 >. 

Unas pacas h;ilotalerantes, por ejemplo la 

Halcbac teria, es tan p~rmd.1-u~ntemente adaptadas a al ta osmol ar id ad y 

mantienen una alta concentración iónica citoplasmáticaAEn estas 

esp~cies, las enzimas intracelulares son altamente resistentes a 

los efectos desnaturcili:zantes de la .>Jlta t:anc:cmtraci6n iónic:a (el 

rango de osmoÍaridad en el que vive una célula en condiciones 

normales es de 0.1 a t megapascales ). 

La mayoría de las especies, sin embar·go, normalmente viven y 

crecen en medios ambientes de baja ó mediana osmolaridad. Estas 

especies mllntienen una concentración iónica relativamente baja 

dentro del citoplasma y fuera de él; las enzimas ínt1·a.cclul;lres 

son fre?cuentemente sensibles al incremento en la concentración dD 

iones en el citoplasma ( Hi99ins 1 et al., 1987 )~ 

La regulación osmótica < asmorregulüci6n )consiste básicamente 
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en la acumulación de moléculas dEntro de la célula, evitando de 

esta manera la salida de agua y posibilitando la reentrada de la 

misma del medio celular externo. El ajuste osmótico depende del 

número de moléculas que se acumulen, más no del tama~o y 

naturaleza de éstas; asi que te6ricamente, un ión de potasio es 

equivalente a una molécula de sucarosa. Por otra parte, una enorme 

molécula de almidón no ayuda en mucho al ajuste osmótico, mientras 

que sus glucosas liberadas pueden producir un importante ajuste 

<Murillo, G., 1989; Poljakoff-Mayber, 1982 ). 

Un ajuste osmótico rápido y eficicmte determinará el éxito 

adaptativo de una planta no halófita en condiciones limitantes de 

agua, permitiendole continuar creciendo 5in perder más agua 

<Schul ze, 1986). 

Desde esta perspectiva, la célula tiene dos alternativas: usar 

i6nes inor9ánicos, o bién moléculas orgánicas sintetizadas "de 

novc 11 a.. partil"' de la actividad fatosintétic:a C Wyn Jones y Storey, 

1981; Wyn Janes y Pollard, 1982 l. 

Es energéticamente menos costoso el uso de iones comunes por 

ser los mis abundanten del medio : sodio, cloro, potasio, nitrato, 

etc., sin embargo, los iones tienen lr""1 desventaja de interaccionar 

desfavorablemente con las membrana~, las proteínas y 

elementos celulares C Murillo, 6., 1989 ). 

demás 

El sodio puede ser muy abundante y es utilizado con mucha 

frecuencia como osmol1to, pero sus efectos pueden ser letales. Las 

plantas mesófitas prefieren usar el potasio como osmolito, pero 

adn este puede tener efectos nocivos en los sistemas celulares. El 

resto de los iónes del suelo son inadecuados como osmolitos por 
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razones particulares entre las que están también su -toxicidad a 

altas concentraciones < Poljakoff-Mayber, 1982 ). 

Sin embargo, l~q plantas en gencr·al llevan a cabo un ajuste 

osmótico rápido y c>f1ciente con iónes inorg.inicos, y aunque estos 

son transportados a la vacuola para minimizar sus efectos 

deletéreos, las concentraciones citoplasm.5.ticas pueden ser altas. 

Por otra parte, algunas plantas acumulan además moléculas 

orgánicas tales como la glicina betafna y pralina. Este fenómeno 

llevó a la formulación de una hipótesis de ajuste osmótico 

propuesta por Wyn Janes a mediados de los setentas CBardy et al., 

1984). Esta hipótesis propone que la acumulación de iónes se llace 

principalmente en la vacuo la; pero como los sistemas 

citoplasmáticos también están bajo el influjo de estas ióne5 1 es 

necesario que estén protejidos por moléculas tales como la glicina 

beta!na y la pral ina. ~ En otras plantas esto no ocurt·c porqu~ 

acumulan moléculas tale$ como azúcares los cuales no tienen el 

efecto deletéreo de los iónes inorgánicos aunque son 

energéticamente más costosos < Perry el. al .. 1 1987 ) 

Por lo tarito, la adaptación osmótica a un decremento de 

potencial externo de agua es alcanzadtt por acumulación de 

osmol itas y la disminución del potencial de agua interno. Esto 

aparentemente facilita la toma de agua por parte de las células 

para mantener su turgencia ( Pal jakof·f-Mayber, 1982 ) • 

1. 5> SoLUTOS CoMPATinLl!S. 

Un soluto compatible e~ operacionc..lmente definido como una 

sustancia no inhibitoria y con función metabólica que se acumula 

cuando la planta esta sometida a bajo, potenciales de agua 
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<Borowitzka y Brown, 1974>. 

Como el potasio intracelular se incrementa en respuesta a un 

inct•emento en la osmolaridad, un punto eventu.:ilmentc scrf ¿¡ tender 

a que el incremento de la concentración i6r11c~ intracelular· ir1hiba 

la actividad enzimática normal, de este modo, en un medio con alta 

osmolaridad, podría ser una ventaja si la célula fuera capaz de 

acumular un salute alternativo que provocara un menor efecto 

deletéreo sobre las funciones enzimáticas Higgins, el al., 

1987 ). 

La mayoría. de los organismos, incluyendo plantas superiores, 

invertebrados marinos, c:ianobacter1as y las enterobacterias, han 

adoptado estrategias similares para sobreponerse a este problema; 

ellos acumulan salutes compatibles para reemplazar al potasio 

Higgins, el al .. , 1987 ) • 

Una variedad de salutes compatibles, incluyendo azúcares, son 

acumulados principal o exclusivamente,en el citoplasma por 

diferentes especies. Probablemente la mayoría de los solutos 

compatibles universal mente adoptados son los aminoácidos 

N-susti tuibles, particularmente glicina betaina y prolina 

(Higgins el al.,1987).Por ejemplo, la osmotolerancia de ciertas 

variedades de cebada y otras co~echas está frecuentemente 

asociad&s con la habilidad para acumular altas concentraciones de 

glicina betaina. Existan muchas otras evidencias que correlacionan 

el incremento en la. acumulación de glicina beta1na ó prolina en 

plantas superiores evolutivamente diversas con el incremento en la 

concentraci6n de NaCl ( Le Rudulier et al.,1984 ). 

Se han producido suficientes evidencias para demostrar que la 
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acumulación de estos osmoprotectores es de valor adaptativo más 

que un reflejo rle daf'ío metab61ico, esto porque su acumulación es 

inmediata al efecto de estrés, previniendo de ésta manera qui= <:;..e 

presente un darte irreversible en las célula~; mas no se empieza 

a acumular cuando el daf"i:a ya se ha presentado. Por otro lado, no 

se ha encontrado una relación entre la resistencia a sequ!a y 

potencial de acumulación de prolina, aunque si se ha encontrado 

esta relación en el caso de glicina beta!na Grumet y Han son, 

1986 l. 

Como propiedades especiales, ambos, glicina betaina y prolina 

són extremadamente solubles en agua < respectivamente: 157gr/100ml 

de agua a 19 ºe y 162 gr/tOOml a 25 ºe > y son dipolares sin carga 

neta a pH fisiológico < Wyn Janes y Pollard, 1982 >. 

Estos salutes no sólo actuan como salutes osmóticos en el 

volumen de agua del citoplasma, sino que también pueden contribuir 

a una estabilidad macromolecular, lo cual lleva al mantenimiento 

de la integridad metabólica, llegando a ser importante en adici6n 

a algún requerimiento especifico para la regulación del volumen 

y/6 la presióri celular ( Wyn Janes y Pollard, 1982 ). 

1. 6) GLICINA DZ:TAÍ NA. 

La glicina beta!na es un derivado trimetilado del aminoácido 

9licina, con los tres grupas metilo adheridos al nitrógeno 

<N,N,N-trimetilglicina>. Es un compuesto que se acumula en las 

células de un amplio rango de especies vegetales en respuesta a 

estrés hídrico o salino. Por ejemplo, en trigo, cebada, arroz 
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<Hanson y Scott, 1980; Wyn Jane~ y Stor-e~y, 1981¡ Coughlan y Wyn 

Janes, 1982 y otras especies, la glicina beta!na se hn 

encontrado en concentraciones relativas de 1-2 µmol g-
1 

de peso 

fresco~ Esta concentración se incrementa 2-3 veces cuando se 

somete a la planta a estrés hídrico 6 salino~ Este componente 

se encuentra también en varias especie~ hal6fitas, especialmente 

miembros de las quenopodiaceae, a concentraciones de 10-lOOµmol 

g-1 de peso fresco dentro de condiciones salinas CWyn Janes and 

Storey, 1981). 

Se ha propuesto que la acumulación de éste compuesto en las 

especies vegetales es de gran importancia en la respuesta al 

estrés porque tiene un significado adaptativo • Se propone 

también que actúa como un osmótico no tóH ico localizado 

preferencialmente en el citoplasma y en el claraplasto, donde 

puede actuar como un protector de enzimas <Wyn Janes y 

Storey, 1981; Robinson, 1986¡ Grumet y Hanson, 1986 >, en la 

compartamentalización de iónes ( Ahmad et al., 1987 >, en la 

estabilización de membranas < Jolivet, 1982 > y en la replicación 

del ADN a nivel bacteriano < Meury, 1988 >. 

La vía de síntesis de glicina betaína ha sido estudiada en dos 

tipas de planta5 C-3 ( Hitz el al.,1981; Coughlan y Wyn Janes, 

1982 ) una quenopodiacea y la otra graminea. 

La P-colina que es oxidada a betainaldehido y posteriormente a 

glicina beta!na, proviene de serina fotorrespiratoria en las 

quenopodiaceas < Coughlan y Wyn Janes, 1982 ). En las gramineas 

proviene de la degradación de fosfolipidos Hanson y Rhodes, 

1983; McDonnel 1 y 'iJyn Janes, 1988 ) • La OKidación de la P-col ina 
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se lleva a cabo en el cloroplasto ! Hanson y Scott, 1980 y es 

influenciada por la luz ; de ahí es exportada al citoplasma donde 

se acumula. Se ha Emcontrado una isoenzima de la t"eacción de 

betainaldehido a glicina betaína en el citoplasma Weígel y 

Han son, 1988 pero la mayar parte de la síntesis se dá en el 

cloroplasto. 

cloropla.Glo a) vi.a. •oluble b) vi.o. lipi.di.ca. 

orogluto1ate- -TCA cycle r 9tu!omole-,-glulo .. m1ne--
' Cytoplasm 

! /';~1120, 
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i 1 ATP --hv 

¡ ~H10 
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---· f:q..iil101al1~n O"d/or lroMport 

PA 

1 ~
l / : Pho5pho· Glyc1nthe101nl.' 

01 _ ___/ ! hyd1axy 1 ....... Chol1ne 
1200 
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1 1 l. 1 1 f'-c, 1 Et11onalom1r,,. 
J ?Glyoiylote""-IHCOOHl 1 Ormrth¡lt!hono'omine ~ ..._ 
, f OH-pyr t 1 ~ )PI [ -' '-1 2Glyc1nr 1 l I , .... '" ATP: 
1 ! 5rr111t t C1 / / 
1 , 1 ¡Methyltlha.no!cm1nr .. "",... /IOP. 
l 1 M1todiondnon • ! I l tPl .... ~' ¡ 1 CO¡ : ¡ C01 1 r·C1 /// ¡ATP AOP Pho5pt;or;~u~ COP_........ 

1 2Glyc1nr j - Sc11nr·- ...... 
1
: SrnneL._JElhonolommelPI ! \.. J 1"thcr.o'mrnnp tihonolam•nf' 

i ~ ~~--~ 
¡ 
l-Glulamotr "-C.lulom•nt---' 1nlo phosphol•dy! <,er111P 

ATP ADP· P, 

P'i.gura :l.. POliible& vi.as da bi.oaÍ. nta11La de gli.ci.na. bctla.!na y 

ralaci.Ón fotoro¡¡plro.ci.Ón y ol m<.ilaboli.o;rno do lÍpi..doa. 
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en la. Oro.mi neae. 
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1. 7) DAflO CAUSADO POR. SALINIDAD. 

El dafto causado a las plantas por salinidad puede ser osmótico, 

tóxico o nutricional. 

El efecto osmótico resultante de la salinidad del suelo puede 

perturbar el balance de agua de la planta, reducir la turgencia y 

a su vez inhibir el crecimiento. Directamente también puede 

afectarse el cierre estomatal y reducirse 

Pal Jal<off- Mayber, 1982 l. 

la fotosíntesis 

Estas alteraciones pueden resultar ya sea por dificultad en la 

toma de agua y transporte dentro de la planta o por efectos 

tóxicos causados por exceso de iones minerales C Poljakoff-Hayber, 

1982 ). 

La salinidad afecta en algunas plantas enzimas respiratariils. 

Estimula el consumo de oxígeno. Otros report~s indican que el 

aumento de componentes fosforilados decrece debido a salinidad, y 

que se da una depresión 

Poljakoff-Mayber, 1982 J. 

de la fosforilación oxidativa 

La propia fosforilación puede ser afectada ó la actividad de 

ATPasa, ó algunos otros mecanismos relacionados con ATP pueden ser 

estimulados o inhibidos por salinidad. Los cambios en la actividad 

de ATPasa estan conectildOs aparentemente con la toma de iónes y 
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ésto con la adaptación osmótica < Poljakoff-Mayer, 1982 ). 

Contrat"restando estos efectos osmóticos por adaptación osmótica 

de la planta, se involucraría una excesiva acumulación de iones, 6 

síntesis de otros osmolit~s sustancia con actividad química que 

contribuye a la osmolaridad interna de las células >, y de e5te 

modo es dificil diferenciar los efectos tóxicos de la acumulación 

de iones .. 

En general, el da~o causado a plantas superiores por salinidad 

se manifiesta en muchas vías y afecta el balance y metabolismo 

del agua y hormonas, así como también cambios estructurales 

Poljakoff-Hayber, 1982 ). 

Una comparación de los diferentes efectos de salinidad sobre 

glicofitas y ha16fitas da la impresión d~ que hay alguna similitud 

en la respuesta de ambos grupos de plantas, pero en halófitas, la 

mayoría de las efectos típicos aparaccn a mucho más altas 

concentraciones de salinidad que en glic6fitas < Poljakoff-Mayber, 

1982 ). 

La acumulaci6n de salutes en células vegetales es un aspecto 

nutricional general. Sin embargo, la acumulación de salutes 

inorgá.nicos puede inducir un desequi 1 ibrio interno entre les 

varios ~ones nutricionales necesarios como una manifestación de 

signos de deficiencia. Metabolicamente éstos efectos pueden ser 

considerados tóxicos en la naturaleza ( Poljakoff-Mayber 1 1982 >. 

La interacción entre sodio \t calcio ha sido extensamente 

investigada. Uno de los puntos estudiadas ha sido el papel del 

calcio en el transporte selectivo de cationes, específicamente 

potasio en células vegetales <Kent y Lauchli, 1985; Ben-Hayyim, 
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1987 l. 

Cramer y sus colaboradores < 1985, 1986 > han demostrado que uno 

de los problemas que se presentan en las células sometidas a 

estrés salino, es que el ~odio desplaza al calcio asociada a la 

membrana celular, alterando la estabilidad e integridad de la 

misma. Por otro lado, se sabe que la celular 

sodio/potasio es de gran importancia para el metabolismo. 

Comunmente se acepta que a altas concentraciones de NaCl, se 

establece una competencia entre sodio y potasio que reduce los 

niveles de potasio intracelular. Los altos niveles de potasio 

intracelular han sido correlacionados con altos niveles de 

tolerancia a salinidad ( Croughan et al., 1979; Watad et al., 

1983; Ben-Hayyim, 1985, 1987 ). 

La inhibición del crecimiento en condiciones salinas puede 

explicarse entonces debido a : 

1) Utilizaci6n de fatosintatos no para crecer, G1no para 

osmorregulaci6n. 

2) Desviación de la energía derivada de la respiración para 

síntesis de osmolitos orgánicos ó para el mantenimiento de los 

mecanismos de toma de iones, 6 para la necesidad de reparar da~as 

causadas por los eventos celulares inusuales. 

3) Oa~o a las proteínas enzimáticas expuestas a los bajos 

potenciales de agua y a la relativaalta concQntración de iones, y; 

cierre parcial de est6mas e interferencia con la toma de COz 

< Poljakoff-Mayber, 1982 ). 
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1 .. 8) AoAPTACION Oswór1cA Y CoMrARTAMKNTALIZACIÓN EN 

CONDICIONES SALINAS. 

El efecto adverso de bajo potencial de agua externo puede ser 

remediado por toma de electrolitos ya sea en la vacuola 6 en el 

citoplasma, pero esta toma crea da~o por exceso de 

Valenzuela,E .. , 1989 ) .. 

iones 

Por tanto, las posibles adaptaciones varían entre la exclusión 

de sodio y cloro o bién la rápida toma de esos iones para usarlos 

como salutes i6nicos principales en las células (Greenway y Munns, 

1980 l. 

Dentro de condiciones naturales, cuando el potencial de agua 

del medio de la raíz decrece y la planta usualmente responde con 

un decremento en su potencial de agua; esto es usualmente 

considerado e.amo una adaptación osmótica que le permite mantener 

el gradiente de potencial de agua y una adecuada turgencia.. El 

mantenimiento de la turgencia es una r:ondición obligatoria para el 

crecimiento de la planta. Hay aparentemente un nivel critico de 

presi6n de turgencia por abaja del cual la extensión del 

crecimiento eS imposible. Por lo tanto, alguna disminución en la 

turgencia debido a salinidad, es responsable de inducir inhibición 

del crecimiento ( Valenzuela,E .. , 1989 ) • 

La adaptaci6n osm6\ica mantiene la turgencia, así que un 

decremento en el pot::ir.cial de agua del tejido no es nece5ariamente 

· -:-acorr.paf'lado por un decremento en el contenido relativo de agua 

Poljakoff-Mayber, 1982 ). 

Son usualmente las hal6fitas las que mantienen el gradiente de 

toma de agua por acumulación de iones. La inhabilidad de las 
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glicófitas para adaptarse osmóticamente dentro de condiciones 

salinas, es a veces atribuida a su incapacidad para acumular 

suficientes iones para contrarrestar los del ambiente externo. El 

sodio y el potasio son los dos principales cationes responsables 

para la adaptación osmótica en éstas halófitas ( Poljakoff-Mayber, 

1982 ) • 

Una alta concentración de éstos iones inhibiría fuertemente la 

mayoría de las reacciones enzimáticas. Sin embargo, como las 

reacciones enzimática continóan en el citoplasma, fue hipotetizaüo 

que la compartamentalizaci6n de los iones dent:·o de la célula 

prevendría la exposición de las enzimas a éstos efectos tóxicos 

< Pal jakoff-:-Mayber, 1982 ) • 

La mayoría del sodio está aparentemnnte localizado en la vacuola, 

la que constituye aproximadamente el BOZ del volumen celular, 

mientras que 'et potasio es más abundante en el citoplasma. Sin 

embargo, la osmorregulación en .,¡ citoplasma cuando la 

concentración de electrolitos es menor que en la vacuola, se cree 

es alcanzada principalmente por incrmnento en la concentración de 

so lutos orgán,icos, especi f icamente glicina betai na <Sto rey y Wyn 

Janes, 1975; Grieve y maas, 1984), prolina (Lene et al., 1987) y 

sacarosa <Perry et al., 1987). 

En varios sistemas vegetales se ha demostrado que el efecto 

di terencial de al tas concentraciones de N,:::i.Cl está parcialmente 

relacionado cGn bajas concentraciones de calcio; tales estudios 

apoyan la idea de que el efecto protector del calcio se debe al 

mantenimiento de la integridad de la membrana, lo que evita la 

salida de potasio ( Kurt, 1986; Ben-Hayyim el al. 1987 ). 
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1. 9) AnAPTAcIÓN OsMÓTtcA EN EsTR!:s Hí DRXco. 

A lo largo del desarrollo evolutivo, las plantas han 

desarrollado una gran cantidad de estrategias adaptativas para 

sobrevivir en escasez de agua; ésto ha traído como consecuencia 

que muchas especies vegetales regulen su metabolismo y fisiologia 

de diversas maneras en función de la cantidad de agua disponible. 

Se ha propuesto qu~ la~ plantas, al perder agua, sufren un 

cambio en su potencial hidrico (éste se hace más negativo >, y 

como consecuencia a dicho cambio, se dispara una serie de 

mecanismos que le permiten evitar que siga perdiendo más agua. 

Algunos de esos mecanismos que se han propuesto son : la toma de 

iones tales como sodio y potasio y la síntesis y acumulación de 

salutes orgánicos tales como glicina betaina, prolina, azúcares, 

malato, citrato y oxalato. Con estas estrategias la célula vegetal 

aumenta su potencial osmótico ( lo hace más negativo ) con lo que 

impide mayor pérdida de aq.ua. De esta manera le e~ posible a la 

célula mantener la turgencia y sobrevivir Greenway y Hunss, 

1980; Hanson y Hitz, 1982; Wyn Janes y Storey, 1985 ). 

HIPÓTl:SIS 

Las hipótesis planteadas en el siguiente trabajo consisten en 

determinar si el polietilen glicol C PEG ) y el NaCl inhiben el 

crecimiento de células en suspensión de Bouvardta terni./olLa, y de 

ser así, establecer si en presencia de glicina b~ta{na se libera a 

las células de ésta inhibición y a que nivel lo hace. 
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En la actualidad, la técnica de cultivo de tejidos vegetales, 

es una herramienta muy importante para la construcción de sistemas 

o modelos experimentales con mayores posibilidades de control. 

Tales sistemas son de gran ayuda para realizar estudios, por 

ejemplo, de fisiolagia, genética, bioquímica y biologia molecular. 

Algunas de las características que hacen del cultivo de tejidos 

un material experimental adecuado, son la relativa facilidad de 

crecer, su mantenimiento bajo condiciones ambientales y 

nutricionales controladas, evitando así las variaciones del clima 

y del suelo, además de que se cultivan asépticamente, eliminándose 

los problemas asociados por contaminación con microorganismos. 

Además proporcionan material abundante y más homogéneo durante 

toda el ano sin depender de ciclos ecológicos, etc. 

Características como las antes mencionadas se presentan en el 

cultivo dP. tejidos de Bouvardia ternifotia <establecido por 

Fernández,S.B.L. 1979 >, por lo que se tom6 como sistema 

experimental para el estudio del efecto de la glicina 

betaína sobre el crecimiento de tejidos vegetales en condiciones 

de estrés hidrico y salino. 

Se ha determinado que este compuesto puede ser capaz de 

solvatar a proteínas y membranas que de otro modo sufrirían por la 

pérdida de agua o por la presencia excesiva de i6nes 

Higgins,C.F. el al., 1987 ). 

Por otro lado, se ha determinado que algunas enterobacterias 

utilizan la glicina betaina de un modo más específico. En estos 
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casos parece que tiene un efF.?cto sobre la divfsión Celular, 

probablemente liberando la inhibición por estrés de la actividad 

de AON polimeras.:s. C Meury, 1988 ). 

I I.. ÚD.1ETIVOS 

A partir de las anteriores evidenciaB, se plantean los 

siguientes objetivos : 

1> Determinar la curva control de crecimiento de Bouuardia 

ter~(fol(a en medio MS C Murashige y Skoog, 1962 >. 

2) Establecer las concentraciones adecuadas de PEG (estrés 

h!dricol y NaCl ( estrés salino ) para lograr una inhibición del 

crecimiento que pudiera servir de base para el resto de los 

experimentos. 

3> Determinar si la glicina betaina libera del estrés a las 

células en Suspensión y a qué ccncentraci6n lo 

eficientemente. 

hace más 

41 Determínar cual as el nivel al que actúa la glicina 

betaina. 

22 



III. MATERIALES Y METODOS 

A ) HATERIALES. 

3.1) El material biológico utilizado fueron semillas de Bouuardia 

t.orni/ol ia. 

3.2> Material de vidrio 

3.3) Equipo 

Estufa con agitador magnético. 

Campana de flujo laminar. 

Potenciómetro. 

Balanza analítica. 

Micropipetas < 0-20µ1 y 50-250µ1 >. 

Autoclave. 

Centrifuga. 

Contador de centelleo. 

Camara de crecimiento a 2aºc. 

Plataforma du agitación constante a 100 rpm. 

Refrigerador a -7ó0 c. 

Sistema Millipare. 

3.4) Reactivos. 

Acido tricloroacético <TCA>, etanol, hipoclorito de sodio, 

3Hz0, 14C-sorbitol, :IH-timidina, :a:sS-metionina , glicina betaina, 

polietilen glicol peso molecular 6000 CPEG>. 

Los reactivos utilizados para la preparación de los medios de 

cultivo se muestran en el siguiente cuadro : 
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cua.dro ,, . 
Mi;:;DIO BASAL ( MURASHIOE: AND SKOOO .t Pd2 ' COMPUESTO CONC~~;~tc iis¡---

Cloruro de Calcio e Ca Cl 2. 2H20 ) 440.000 

Ni trato de Am:>nio e NH• NO• ) 1650.000 

Nitrato de Potasio C ICHO• ) 1900. 000 

Yoduro de Potasio e ICI ) 0.830 

Cloruro de Cobalto e CoCl z 6Hz0 ) 0.025 

Fosfato de Potasio ( 1Cll2PO• ) 170.000 

Acido Bórico ( H•BO• ) 6.200 

Holibdato de Sodio e Na2Mo04.2H20 ) 0:2so 

Sulfato de Magnesio C HgS0 .. 7Hz0 ) 370.000 

Sulfato de Manganeso e MnSO•.HzO ) 16. 900 

Sulfat.o de Cobre e CUSO•. 5Hz0 ) 0.025 

Sulfato de Zinc C ZnSO•• 7Hz0 ) e.eoo 

Sulfato de Fierro ( FeS0<.7HzO ) 27.800 

E. O. T. A. C2Na) 37.300 

Kio-Inosi lol 100. 000 

Acido Nicotínico 0.500 

Tiamina HCl 0.100 

Piridoxirui HCl 0.500 

Glicina 2.000 

Sacarosa 30000.000 

Agar o.m: 

pH ; 5.8 

·-
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Los Fitorreguladores Utili2adas Fuet•on 

ACIDO 2, 4- DICLOROFJ:NOXIACJ!:TICO 

CINETINJ\ e 6-vURFURILAW:INOPURlNA ) 
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Para evitar la precipitao.::ión de sales, es recomendable aftadir 

las soluciones en el orden indicado a un volúmen de agua 

determinado < a un voldmen al que sumada el de todas las 

soluciones casi se llegue al volúmen final requerido>-

B ) HETODOS. 

3.5) Preparación de los media5 de cultivo. 

A un volúmen de agua determinado, se le agregaron las 

soluciones nutritivas en el ordnn antes indicado manteniendose 

en agitación constante al ir agregandolas para tener uria me;'!cla 

homogénea ). Después se a~adió la sacarosa y los fitorreguladores 

al control; para el caso de los tratamientos se agregó además PEG 

y glicina betaina, ajustandose posteriormente el pH a 5.8 con 

solución de NaOH 0.1N (en ocasiones es necesario ajustar can HCl 

O.lN ). Después se aforó al volúmen requerido. 

3.5.1) Para: la 9erminaci6n de las semillas e inducción dt:! callo 

es necesario utilizar medio sólido M-S sin fitorreguladores 1 por 

lo que se le arfadi6 agar al 0.8'l. y se calentó agitando 

constantemente hasta que se disolvió y el medio se tornó 

transparente .. El medio se coloc6 en frascos de vidrio pequef'íos de 

boca ancha con 25ml de medio cada uno~ 

3.5.2 ) Para el establecimiento del cultivo en susp~nsión, el 

medio sin agar se distribuyó en matraces Erlenmeyer de 125m1 con 
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25ml de medio por matráz. 

Tanto los frascos de vidrio como los matraces se taparón con 

papel alumunio y se reforzar6n con ligas de húle. Ambos se 

esterilizarón en autoclave a 120 ºe durante 15 minutos. 

3.6 ) Esterilización y siembra de las semillas de 

terni./oU.a C Fernández,L., 1979 > .. 

Bouvardia 

a) Las semillas san lavadas en agua corriente CJrante 30 

minutos. 

b) Se colocan en etanol al 70/. durante 1 minuto. 

c> Se elimina el etanol y se lava 2 veces can agua destilada 

estéri 1. 

d) Se esterilizan las semillas en una solución de hipaclorito de 

sodio al 10% durante 10 minutos. 

e) El hipoclorito es eliminado con cuatro lavadas en agua 

estéril. 

f) Se sembraron en medio MS sin fitorreguladores 

condiciones estériles para su germinación. 

3.7.) Inducción de Callo de Bouuardia ternifoti.a. 

en 

El media utilizado fue el MS basal <cuadro ttl > anadiendo 1mg/l 

de 2,4-D y 0.005mg/l de cinetina como fitarreguladores 

Fernández, F.,1979 l. 

La inducción se realizó a partir de fracciones de hoja 

obtenidas de plántulas originadas de la germinación de las 

semillas de Bouuardia terni./olia en condiciones estériles. 

La hoja se seccionó transversalmente y se colocó en el medio de 
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inducción de tal forma que la parte donde se realizó el corte este 

en contacto con el medio de cultivo. Se incuban en el cuarto de 

crecimiento a 26 ºe y luz continua durante un período de 3 a 4 

semanas. 

3.8.> Establecimiento del cultivo de células en suspensi6n. 

Las callos más friables fueron los seleccionados para iniciar 

el cultivo en suspensión, ya que tienden a disgregarse más 

facilmente. El media de inducción de callo y el medio de 

mantenimiento en cultiva en suspensión llevan las mismas 

concentraciones de sales, vitaminas y fitorreguladores. 

El medio que se utilizó fue el HS liquido con lmg/l de 2,4--0 y 

0.005mq/l de cinetina. 

Para la iniciación del cultivo se partió de 0.7-1gr de callo 

friable, disgregandolo lo más posible dentro de un matraz 

Erlenmeyer de 125ml con 25ml de medio liquido, incubándolo después 

en una plataforma de agitación rotacional a 100rpm, 26 ºe y en la 

obscuridad. 

Después de 14 a 16 días de incubación se alcanzó la f.:ise 

estacionaria tle crecimiento, y se resembró en medio nuevo cada 10 

días para propósitos de mantenimiento, pues la viabilidad empieza 

a disminuir al acercarse a dicha fase. 

Al in6cular inicialm~ntc l~s célul"s suspensión para 

determinar las curvas de crecimiento, '"" midió el paquetu de 

volúmen celular ( PVC por cada 10 ml para tener eGte dato coma 

referencia para que al realizar los experimentos, siempre se 

empieze con un paquete i9ual de células en todos los casos. 

Para el inicio de las curvas de crecimiento control y 
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tratamientos>, se prepararón 30 matraces de 125ml con 25ml de 

medio los cuales se inocular6n con 0 .. 6ml de células empaquetadas 

por cada 10ml de medio liquido. Se muestreó los d!as 

2,4,6,7,8,9,10,12,14 y 16 con 3 repeticiones para cada muestril, 

determinando el peso seco y PVC .. 

Después de haber determinado la curva normal de crecimiento, se 

procedió a establecer el cultivo en condiciones de estrés hídrico 

y salino en donde la inhibición del crecimiento en dichas 

condiciones fuera clara pero no severa .. Para tales propósitos, se 

utilizaron 3 concentraciones de polietílen glicol como estresante 

hídrica < 10, 15 y 25 /. >, y 2 concentraciones de NaCl 

300 mM l. 

150 y 

Esto nos llevaría a seleccionar una concentración de PEG y otra 

de NaCl que estuviera inhibiendo el crecimiento claramente en 

comparación con la curva normal. 

En el siguiente paso se determinó el efecto de la glicina 

beta!na sobre éstas condiciones de estrés, probándoc:e para tales 

fines 3 c:oncentraciones de esta molécula 1, 10 y 50mH >, de las 

cuales se seleccionaría la que liberára más eficientemente del 

estrés impuesto < se interpretarla como una liberación dal 8Strés 

la reanudac:i6n del crecimiento). 

3.9.) Parámetros de crecimiento para el cultivo en suspensión 

de Bouvczrdia ternifotia. 

Los parámetros utilizadas tanto para. el control como para los 

tratamientos fueron los siguientes 

a) Peso Seco .. 
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b) Porcentaje de paquete de volúmen celular C PVC ) ·• 

e) Volumen celular C por diferencia en la toma de 3Hz0 /, 

14
C-sorbital ) C Dracup,H., et al., 1986 ; Gibss,J. ,el al., 

1989 ). 

d) Síntesis de ADN can ªH-timidina. 

e) Síntesis de proteínas con 
355-metionina. 

f) Determinación de proteína total por el método de Lowry. 

3.9.1 ) La determinación del peso seco es una medida adecuada 

del crecimiento y una manera de evaluarlo es la siguiente se 

tóma una alícuota de 10ml de células en suspensión; se filtran a 

vacio sobre un papel filtro bién seco previamente pesado <peso 

inicial >;se lavan rápidamente con agua destilada y se ponen a 

secar en una estúfa a 60°c durante 24 horas hasta obtener un peso 

constante <peso final). El peso final menos el peso inicial, 

corresponde al peso seco total del tejido. 

3.9.2) El 'l.PVC se obtiene colocando una alícuota de 10ml de 

células en suspensión dentro de un tubo de centrífuga graduado de 

15ml, y centrifugando a 2000 rpm durante 10 minutos. El paquete de 

células se reporta en porcentaje. Este paquete puede ser utilizada 

también para la determinación de peso seco .. 

3.9.3 ) La determinación del volúmen celular se llevó a cabo por 

la diferencia en la toma de 3
HzO/uC-sorbitol .. 

a> Se tomaron lOml de células en suspensión. 

b) Se centri fug6 a 2000 rpm durante 10 minutos. 
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el 

d) 

el 

f) 

g) 

h) 

Se descartó el sobrenadan te. 

Al paquete obtenído se le af1adi6 3
Hz0 y 

14C-sorb i to 1 diluido 

en 4ml de medio HS 6 HS + PEG y MS + PEG + GB. 

Se resuspendió y se agitó constantemente durante 10 minutos .. 

Se centrifugó a 2000 rpm durante 10 minutos. 

Se eliminó el sobrenadan te lo más posible. 

El paquete celular se c:angelóa -7o0 c durante 15 minutos 

y se descongel6 después a más o ntenos 30°c ( repetir por lo 

menos 3 veces para romper bién las células > .. 

i > Se centrifugó a 2000 rpm durante 10 minutos .. 

j) Se tomaron 50µ1 6 100µ1 de sobrenadante y se colocaron en un 

vial can 2.5ml de líquido de centelleo y después de 30 

minutos se determinaron las CPM en un contador de centelleo 

durante 2 minutos. 

3.9.4 ) y 3.9.5 La determinación de síntesis de AON y 

Proteínas, se realizó en condiciones estériles a~adiendo 0.5µCi/ml 

de ªH-timidina y lµCi/ml de ª~S-metionina en un matráz con células 

en suspensi6n .. 

a) Se incub6 a 26 ºe durante 4 dí as desp.ués de agregar la 

reactividad. 

b) Se toma6 un mililitro de muestra cada 12 horas. 

e) Se congeló a -70 ºe durante 15 minutos y se descongeló a 30 

ºC por lo menos 3 veces ( agitando en vortex cada vez >. 

d) Se agregaron 5ml de TCA frío al 207.. 

e> Se agit6 y SE' dejó reposar en hielo 1 hora~ 

f) Se filtró en un sistema Millipore can membranas de fibra de 
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vidrio .. 

g) Se lavó con abundante TCA al 20%. 

h> Enseguida se lavó con etanol. 

i) Se dejaron secar las membranas de fibra de vidrio frente a 

una lámpara 

j) Después de que se secaron, se colocaron en un vial y se 

les agregó 2.5ml de líquido de centelleo. 

k) Se leyó en el contador de centelleo durante 2 minutos. 

3.9 .. 6.) La determinación de proteina total se realizó por el 

método de Lowry Lowry et al., 1951 utilizando albúmina 

cérica bovina como patrón. 

a> Se tomaron 5 ml de células en suspensión. 

b) Se lavaron las muestras que contenían PEG con medio MS para 

evitar su interferencia en la lectura .. 

e> Las células se rompieron con el politr6n. 

d) Se tom6 una alícuota de 100 µly se llevó a lml con agua 

destilada. 

e) Al mi 1 i ¡'¡ tro de muestra se le agrego lml di>! agua, lml de 

reactivo A mezcla 1:1 de CTC, SOS, NaOH y agua destilada>. 

f> Se incubó 10 minutos a temperatura ambiente. 

g> Se le agrego O. 5 ml de reactivo B mezcla 1:6 de 

folin-ciocalteu5 con agua dc5tilad~ ). 

h) Se incubo durante 30 minutos a temperatura ambiente para leer 

después en el espectrofot6metro a 750nm. 
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MATERIAL Y HETODO 

CtLULAS eN SUSPENSIÓN e MS ) 

l 
ALfcUOTA e 10 ML ) 

l 
"l'VC 

CURVAS 

~=º(~ 
CON NACL CURVA CONTROL ( MS } CURVAS CON PEG 

J \ ! 1 \ 
150wH 300wH 1 º" 15" c5" 

~ / 
+ + 

GLICINA B!:TAÍ NA GLICINA DETA:f NA 

/l\ 
1 wH 1 OwH 50wH 

/l\ 
1 NH 1 OuM 50MM 

S! NTE:SI~ DE DUA 
~ 
CON H-TXMIDINA 

S! NTESIS DE PMOTEÍ NAS CON ~S-ME:TIONINA 

VOLUMEN CELULA• CON 
3
HzO / 

1
'c-soRDXTOL 

PROTt!NAS TOTALES POR LOVRY 
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CELULAS EN SUSPENSIÓN 

MEDIO NORWAL ( MS ) 

1 
CRECIMIENTO 

l 
CUARTO DÍA 

SE DETERMINÓ CADA 24 HORAS EN UN PERÍ 000 O!: 4 A 8 of AS 

VOLUMEN CELULAR PoR DIFERENCIA 
3

HzO / 
14

C-SoRDITOL 

( SE OETl:RN:INÓ CADA 24 HORAS EN UN PERÍODO DE 4 A O DÍAS) 

S1 NTESIS DE DNA CON 
3

H-TIMIDINA 

( SE: DETERMINÓ CADA 12: HORAS EN UN PERÍODO DE' 4. A U Dt AS J 

st NTli:SIS l.IE PROTEl NAS CON a:sS-wETIONINA 

( SE DETERMINÓ CADA 12 HORAS E:N UN Pl!';RÍ 000 DE 4 A 8 DÍ AS ) 

S1 NTE.SIS DE rROTEÍ NAS TOTAL.ES POR EL ME.TODO Df: Loway 

SE DETERMINÓ CADA 24 HORAS J!:N UN PERÍ 000 DI'; 4 A O DÍ AS) 
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!V.) RESULTADO~· 

Todos los resultados < promedios y error estandar de las 

figuras que a continuación se presentan, se encuentran al 

final de la sección de resultadas. 

4.l)Curva control de crecimiento en cultivo en suGpensi6n. 

A partir de las secciones de hoja, se generó un callo bastante 

friable, el cual fue transferida a medio liquido para el 

establecimiento de un cultivo en suspensi6n. Se dctermin6 su 

curva de crecimiento con un inóculo inicial de 0.6 PVC/lOml de 

células en suspensión alcanzándose la fase estacionaria a los 16 

dias después del in6culo, tomando como parámetros de crecimiento 

el %PVC y peso seco. Figura~ l<al y l(b). 

4.2> Curvas de crecimiento en condiciones de estrés h!drico. 

Establecida la curva de crecimiento en condiciones normales, 

se procedió a determinar el crecimiento en condiciones de estrés 

hidrico. Como se desconocia la concentración de PEG óptima para 

trabajar, es decir, la concentraci6n en la cual se inhibiría el 

crecimiento, pero que no fuera tan drástico como para daf'tar 

irreversiblemente a las células, se probó el efecto de 3 

concentraciones distintas de PEG 6000, 10, 15 y 25 7... · 

A partir de ésto se obtuvieron algunos datos inesperados, el 10 

y 15% de PEG en vez de producir una inhibición estimuló el 

crecimiento aún por encima del control.. Sin embargo, cuando se 

aHadiÓ PEG 25 %, el crecimiento se abatió hasta permanecer 

constante; par lo tanto, esta concentración fue la eleqida para la 

realizaci6n de posteriores experimentos. Figuras 2<a> y 2(b). 
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CURVA DE CRECIMIENTO DE B.ternifolia 

EN CELULAS EN SUSPENSION 

m 

50 

11"' 12 1'4 115 

Figurn t<a> 

CURVA DE CRECIMIENTO DE B.ternüolia 

EN CELULAS EN SUSPENSION. 

10 

10 12 14 us 

Figut'a l(bl 

Flg. UW y t(b>. clnélicCl.G re-ali.zad'1JI célulau 
i;uapqnat6n da hoja. de Bouvardi.a tern~fol ia en modi.o Ms 

z.•-D 
0 

Cipprn> y clnelLno. to. OO:t:ppm> como fi.lorreguladortu1. se 
a. 2d e on lo. obaet.1r\da.d. con a.gi.t.a.c:i.6n rolo..ci.onal conat.onto. 

36 

con 
i.ncubÓ 



1 
~ 
~ 

EFECTO DE PEG SOBRE EL PESO SECO 

1• .. 
12 

10 

ºo 

DE Bouvardia ternifolia 

10 12 .. 1• 

TDE<l(IJAS) 

Figura 2fa). 

PEC 1cn: -PEG I~ 
-.....
PEG l:5l< 

EFECTO DE PEG SOBRE EL % PVC 

DE Bouvardia ternüolia 

Figura 2<b> 

PEG ""' 

PEG1~ -PECS 

l"lg. 
i;;uapen&l6n 

Zl'1l y 2tbJ. CLnéLLccu; 
ternifotia 

roiiaHzo.da.¡¡; 
m•di.o 

con célula.;: 
de Bouuardta 

pre•ancla de pollelilen glLcol 
h.í drico. El ma.nloni..mienlo fue 

JO, 1:; y 
obocuri..do.d 

culli.vo "XS" 

o 
20 e y 

oulraaanle 
a.gi.ta.ción 

rolo.ci.onal con•lanla. Ca.da. punto •• ol prom•di.o de 3 r-•p•li.cion••· 



4. 3) curvas de crecimiento en condiciones de estrés salino. 

Nuevamente, tomando como parámetros de crecimiento al 'l.PVC y 

peso seco, se probaron 2 concentraciones de NaCl, 150 y 300mM, con 

el fin de seleccionar aquella que disminuyera el crecimiento pero 

sin daftar severamente al cultivo; ver figuras 3(a) y 3Cb>. Se 

observó que a 300mM de NaCI el peso seco disminuy6 

considerablemente, tendiendo a hacerlo cada vez más conforme al 

transcurso del tiempo; algo parecido pero no tan marcado se 

presentó también con respecto al porcentaje de paquete de volómen 

celular. Por lo tanto el comportamiento dP- las curvas de 

crecimiento sirvieron para interpretar que la5 células con 300mH 

de NaCl no estaban creciendo e inclusive podr!an estar tendiendo el 

morir y dismiÓuir considerablemente su población, lo que influiría 

definitivamente sobre el efecto real que pudiera tener la glicina 

betaína sobre dicho cultivo. 

Al final d~t experimento, la concentración elegida para probar 

sobre ella el efecto de glicina betaina fue de 150mM, esto porque 

basandose en las curvas de crecimiento, se veía que su crecimiento 

disminuia con re$pecto a la curva control, pero sin umbargo habia 

una tendencia a seguir creciendo~ 
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4.4.> Efecto de glicina betafna sobre cultivos sometidos a estrés 

hídrico y salino. 

Después de haber establecido las concentraciones de PEG y NaCl 

con las cuales inducir un efecto de estrés, el paso siguiente y 

más importante fue el determinar el efecto que pudiera tener la 

g 1 ic ina betai na sobre estas condiciones. 

Inicialmente, fue necesario manejar tres tratamientos can 

diferentes concentraciones de glicina betaína 1, 10 y 50m11 

para establecer cual de ellas liberaba más eficientemente del 

estrés impuesto a las células, tomando como cri terío la 

reanudación del crecimiento en base a los parámetros de ZPVC y 

peso seco. 

Estos experimentos nos mostraron que en condiciones de estrés 

hfdrico, la glicina betaína tiene mayor efecto conform~ la 

concentración es más baja. Figuras 4 <a> y 4 (b). 

Respecto al estrés salino, hay una mayor liberación del 

crecimiento a medida que la concentraci6n de glicina betaina se 

aumenta. Figuras 5 (a) y 5 (b). 
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EFECTO DE GUCINA BETAINA SOBRE EL PESO 

SECO EN ESTRES HIDRICO ( PEG 25% ) 
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Figura 4(a) 
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EFECl'O DE GLICINA BETAINA SOBRE EL PESO 

SECO EN SAUNIDAD (NaCl 150mM) 
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Figura 5 (a> 
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Comparando ambos tratamientos, una se puede dar cuenta 

claramente en éste caso, que se trata de dos fenómenos muy 

distintos, y que asi misma los mecanismos de acción de la glicina 

betaina son también diferentes. 

En el primer caso, lü glicina betaína probablemente esté 

actuando de una manera más especifica, y su efecto no sea 

puramente osmótico. Esto lo podemos deducir de la relativamente 

peque~a concentración de 9licina betaína ( lmH >a la que libera 

más eficientemente del estrés a las células, par lo que no pod~la 

contribuir grandemente como un osmolito para regular el potencial 

osmótico interno y proteger a la célula, ésto debido a que para 

tal regulaci6n, lo importante para la célula es el núm.ero de 

molQc:ulas ar9ánicas o no orgánicas pera que estén contribuyendo a 

un ajuste osmótico en el interior celular-

Sobre salinidad, la glicina bettJ.ína está. actuando 

preferentemente como un osmorregulador, debido a que contr~rresta 

más eficientemente el estrés conforme se incr-ementa su 

concentración, cosa que no ocurre en el caso de estrés hídrico .. 

Recordando los objetivos planteados, hasta aqui podemos deducir 

que la glicina beta!n.a tiene un efecto osmótico sobr& estrés 

salino, por lo que nuestra pregunta queda resuelta con respecto a 

éste fenómeno. Sin embargo~ su efecto sobre estrés hídrica todavía 

ne queda bién claro, por lo que se realizaron una serie de 

experimentos en donde se obtuvieron los siguientes resultados: 
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4. 5 > S1NTESIS' dE ADN <3
H-tu.uo1NA> Y pRoTE!NAs <3

:1S-mE:T10NtNA >. 

Basandose en los datos de la curva control de crecimiento, se 

determinó que a partir del cuarto día, la fase exponencial de 

crecimiento se iniciaba y que en éste momento deb!a de iniciarse 

la determinación de síntesis de ADN, utilizando como marcador la 

incorporación de 3 H-Timidina. Esto debido a que en dicha fase la 

división celular y por lo tanto la síntesis de ADN es más activa. 

Después de iniciar el cultivo tanto iic.·i1 el control como en los 

tratamientos, se dejó crecer a las células. Al cuarto día se 

a~adió la 
9
H-Timidiná, y se determinó la marca cada 12 horas hYsta 

el octavo día C 4,5,6 1 7 y 8 día >~ Esto produjo re5ultados 

inesperados. La síntesis de DNA fué mayor en los tratamientos 

estresados c~n PEG 25/. y PEG+GB que en ~l control. Al parecer, la 

glicina betaína estimula la síntesis de DNA y aún el PEG por si 

s61o estimula una mayor síntesis sobre el control. 

Debido a que tales resultados eran totalmente contrurio9 a lo 

que te6ricamente se podría esperar ( por lo menos el control debía 

de sintetizar· más que los tratamientos, ya que no estaba sometido 

a ninguna condición adverüa >, sedud6 de tales resultadas. Esto 

provocó que se especulára sabre una posible contaminación 

bacteriana en los medios con mayor síntesis, y respecto a si tal 

incremento de síntesis en los tratamientos se estaba dando 

realmente en las condiciones de estrés que nos interesaban ó si 

bién, las células se adaptaban rápidamente en los primeros días, y 

entonces dichos resultados eran producto de células ya adaptadas 
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hasta el cuarto día ( en que se inicia la detet~minacióri Y qur-~ 

tendían a normalizar su metabolismo; y no de célulafi realmente 

estresadas. Por lo tanto, se procedió a repetit" el experimento 

iniciándose el cultivo en medio control HS; centrifugando las 

células al cuarto día de crecimiento inicio de la faGe 

exponencial y aftadiendo aquí el medio estresante con PEG y 

PEB+GB en los tratamientos. Antes de proceder can el experimento, 

para estar seguros del efecto de estrés, se determinó previamente 

el efecto en base al 'l.PVC , observandose realmente el efecto de 

dicho estrés ( figura 6 ) De alguna manera sa estaba tratando de 

determinar la síntesis de ADN en condiciones reales de estrés en 

el momento en que ta división celular fuera más activa. 

Se llev6 además un control de contaminación durante las 

determinaciones de ADN y proteínas inoculando muestras de medio en 

cajas de petri con medio de agar nutritivo, ésto con el fin de 

salir de dudas con respecto a si los datos estaban influenciados 

por algún tipo de contaminaci6n. 

Los resultados volvieron a ser los mismos, la tendencia era la 

misma que en el primer experimento, y ahora sólo quedaba el tratar 

de encontrar unu interpretación adecuada. al fenómeno que se e~taba 

presentando. Los datos se graficaron contra varios parámetros de 

crecimiento para reafirmar que el fenómeno 

presentaba. ( Figuras7(a.l, 7(b) y7<c:> >. 
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La determinación de síntesis de proteínas se realizó con e1 
isótopo ª~S-Metionina; y la metodología es idéntica a la 

determinación de ADN, por lo que ambos experimentos se realizaron 

a la par, observandose la misma tendencia en Jos resultadas la 

síntesis fué mayor en los tratamientos con PEG+GB seguida del 

tratamiento con PEG 257. y la mínima para el control 

respectivamente>. Ver Figuras B<a>, B<b> y B<c> • 

EFECTO DE GUCINA BETAINA EN CELULAS EN 

SUSPENSION EN ESTRES HIDRICO (4o DIA). ,. 
~ .. ,.,...._ 

tolWl.-QI 

~ -FtG 2!5l< 

~ f'[(Hl8 

~ 
~ .. 

ºo 

Figura 6 

Fig. o:. Z:Íficlo dg gllcína b.¡ila.! na t:obr_. c:élulwo. 

de Bouvardia terni.fol i.a i:iomoli.dWI vdrér: hÍdri.co 
glicol pa.rlLr del cuo.rlo dÍ ci de craci.mi.onlo. Del di.a. 

erocioron modi.o º'MS" 2.4-D 

ma.ntuvioron on obacuridad 

conalanta durante un período do O d.ÍCUI. 

y 
0 

ci.n~Li.no., 

• ., e 
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EFECTO DE GLlCINA BE'TAINA SOBRE LA 

SINTESIS DE ADN POR PESO SECO 

"' 
70 

ro 

«l 

3J 

'"' 
10 

o, 

Figura 7 Cal 

EFECTO DE GIJCINA BETAINA EN SINTESIS 

DE ADN POR mg DE PROTEINA 

1.00 

~ 1 1Zl 

100 

!!! 
{ lll 

~ ID 

~ "" 
% '"' 

o, ·• 
ro.ro (p.\S) 

Figura 7 (b) 

Fi.g. .7<aJ~ 7!bJ y ?<e>. EfGcto do la gltc\nc bala.! na sobrg l.a 
&Ínl4il¡¡ii;; de ADN en célula.a on suapenE>iÓn de Bov.vardia ternifol. ia 
~omelidCl.CI oalréa hÍ drLco, dolarmi.na.ndo ineorporo.cl6n de 

H-Ti.mi.di.na a d~cha. sí ntoiai.G duranto porí odo dot cuarto cü 
octavo d.Í a. de c:reci.mi•nlo. 
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EFECTO DE GLlCINA BETAINA EN SINTESIS 

DE ADN POR %PVC 

"' 

~ ~ 
20 

... 10 

~ . 
~ 

10 

~ 

mro(!J.<S) 

Figur~ 7 (e> 

EFECTO DE GlJCINA BETAINA EN SINTESIS 

DE PROTEINAS POR %PVC 
.., 

~ ~ 3J .. ... 
~ 20 

~ 
~ 10 

º• 
mrol)ll.s) 

Figura 8 <al 

Ylg. sea.>. 8(b) y 8(C), J!:fQclO dg l<l gl.íclna bgl<Ún<i -;;:obrr11 ta. 
s;:f nh1GÍG de proto! na.so 
ternifol ia uomali.dw; 

dGtorminó oalimando la. 
culli.vo celular dal cuo.rlo al 

on cÓlulcu;¡ suapenai..Ón de Bou.vardia 
•11t.réa hÍ drico. La gf~aciG de_ proleÍ nOA 

de S-Mellon\.na ol incorporación 
oc lavo d.Í a do croci.m1.enlo. 



EFECTO DE GIJCINA BE'TAINA SOBRE lA 

SINTESIS DE PROTEINAS POR PESO SECO 

11D 

~ ~ "º 
~ 1aJ 

~ 100 

{ G+Gl 
ID 

~ O'.J 

~ 40 

~ "' 
o, 

Fígura 8 <b> 

EFECTO DE GIJCINA BETAINA EN SINTESIS 

DE PROTEINAS POR mg DE PROTEINA 

:m 

~ 1 29) 

l!t 2'.lO 

~ 
~ 

1!1l 

100 

~ 
~ 

!ll 

o, 

IDFO(IJAS) 

Figura 8(c) 
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4. 6 ) St NT1ts:i:s DE pROTltÍ NAS lOTALt:S ( LowRY ) .. 

Como un parámetro más de crecimiento, y para correlacionar de 

algún modo los resultados con los de síntesis de proteínas 

(1t0S-Metionina >, se realizó la determinación de proteínas totales 

por el metodo de Lowry; encontrandose resultados muy parecidos 

aunque no tan claramente. Ver Figura <9>. 

4. 7 CAMDIO'S DE VOLUMl:N PCRIPLASMICO POa DIP'D:R.JtNCIA 

EN LA TOMA DE 
3 H20 I 

14C-sorbital. 

Experimentos real izados del cuarto al octavo día en 

condiciones de estrés hidrico. 

Los resultados graficados respecto al cambio en el porciento 

de volúmen inicial, muestran una lige~a disminución del volúmen 

inmediatamente despuás de cambiar las células de medio. Esto tal 

váz debido a un ligéro choque osmótico por los salutes del medio 

de cultivo nuevo. El control tiende a aumentar el volúmen conforme 

transcurre el tiempo. Sin embargo, los tratamientos siguen 

disminuyendo el volumen debido al estrés impuesto, y después 

presentan una recuperación del 7 al B día probablemente como 

resultado de una posible adaptación osmótica. Los tratamientos 

PEG 257. y PEG+GB prácticamente no presentan diferencias entre sí 

respecta a cambios de volumen en condiciones de estrés. Figura 

10 ) • 
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PROTEINAS TOTALES DE UN CULTIVO EN 

SUSPENSION DE B. ternüolia ( WWRY ). 

tCBW. ... 2.S 

! '°""""' 

~ 
PEG= 

'" PEGtt» 

i Q!5 

OJ 

tnf'O ( """ ) 

Figura (9) 

Fi.g. P. Dolermi.no.d6n de prohiÍnc..a lola.lgg; por ol método do 

Lovry sobro célula.e; s:uapons:\.Ón dg B. terni/ol. ia •n condi.don41u 
normalo• y Lra.lo.doa con PEO y PEO mA11 9li.ci.na. b•la.Í na.. Lo. 

011Li.rna.c:i.Ón •• r•a.lizó do\. cuarto o.l ••pl\.mo dÍa. de cr•ct.m\.•nlo. 

VOLUMEN PERIPLASMICO POR DIFERENCIA EN 
EN lA 'IüMA DE 3-H20/ 14-C-SORBITOL 

ZD 

~ d "'' 

~ ~ 100 

l!j .. !5IJ 

OJ 

mro O>AS> 

Figut~a (10) 

Fi.g.10.1Cfeclo do g\.\.clno. bGta.ina. &obre loa c:c.mbi.o'lii do volÓmen 
celular gn un cultivo cm 5U&pom;i.Ón do B. terni./ot La en condi.clonas 
do G&tréi;; hÍ dnco. La. d.¡¡¡LQrmi.no.ci.Ón i;o h! :z:o por di.faronei.a. lo. 

Loma. do 
9
H20/

1
'c-sorbilol del cuCU'lo o.l octo.vo d.Ía. do cro.:i.m\.enlo. 
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Tablas De Resultados: 

1. ;,--- :uH.VA \lt>RMAL GF.: LRECIM:!Es1 u ~-, 
L_ (prcr-1- lio deo 9 r~¡:9t.-l.:>-'·-

TlEJ.IPu ,-ol~ ~ PVC TERROR"EST~L.AR 

1-----u_-__ -_ 1-~-----1---,-. u--;---1 
2 1 o. 26 --=±--- -~~ 

o. g 2 ('. l<.>7 l-----------1------cc---- -----~ 

1---------+-:::::::::::::::: __ :_;_º_' __ --~--=t~--~il: __ _ 
1-----~------,-----:-:-:-:-~---------t~~-~ 
t-----'-,-----t- -'!:i. :J __ L ____ º_· ~--
_____________ ,_ ____ ~_:·. \ O. ':>-H. 

'----------·L---~~---· ___ L ______ ~ 

____ __!_ ______ , 

6 

9. O':t 

4. 40 

.... 73 o. 17ó 

to d.O.& O.ú':tP 

?.7-i O.üO? ------------------
0. 04 0.23~ -----------

52 



--¡---º-·-º-'_6 ___ __, 
----·1 º· 47ll 

o. ~e,; ~;---u-.-u-,·. 
>----------+--------- ------·-------· 

JO !.>.óO 1 0.03v -------+---·---------------------! 
'2 1 2. 2.(J ! ---------- -----·-13~~----~·-r_·--------1 

Erl':'.CTO tir.: F[C somu:: P 

27.0 

97.0 o. 490 

47.0 0.950 

'º '!';().o o. 320 

12 ~o.o o. ~s~ ,_ __ _ 
óO. u IJ. tOG 

•----------+------~-º-º ------r:-_· ___ o_•_~_. __ __, 

2.a 1 ErECTO or: F'EG 1~.;: .S:ODRE 6'. te-:-ri.tfolta 
•J:>rorr.,....d•.·:, Ju J r.;..p<o1lt·,;:t.:.n..,.t;J 

1--T-I ... E'-,-,p-,,-,-n-,-,.-,.-'-,--r !, - __ -"-.,-,..-º ~~~~ '11~-¡-ER-Ro~ f;;S:T ANtJAR 

o. 7 -t-- o. 093 

1 . !; ! o_. z_•_o __ __, 
3.U o. 900 

o. 100 

o. ' o. u7~ 

1 10. o o. 1.15 

! ii.o 0.:.11.n >---------+-----------·------ -------------
-----=-~---~ -------_:_:~-----=-1-- o. 100 

!-----:-:- : :::: --t ~~=~: 
.. ,,, --- J 3- O --------¡··--·- O· D.I.:Z 
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---- - --- - ----- -----------~ 
EFECTO DE NACL t 51.1rnt1 snnRE B , ,_-.rnL fe l lc.L 

______ 'P_,_-_•••).!.;:---~-~-~..,r, .. t1.._- r,l}~------- __ 
MPü • hIAS ' l "' 1'\'L 3 ERROFl EST,\NOAR ____ f ___ ---------------- -

u ;J "'i (1 º'º ------ ------ - ----- --------
7. J "í 1) "..¡!,) 

t~~~~--~t-jl1S~lr 
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--------------+---------< 

3.1.> 1 
>--~------'~P-' ~·.:..'_""' ,l to d,;. 3 ro P"• '· 1 ·: t ~,..,e e > 

EFECTO (11;: l~tt.CL :o(,mt1 ::>.ODRE P. te:~n.t/ot ~(l 

TtEHPO OIAS 1 % PVC ENRUR. ESTANOAR 

3. ~ o. 12.& >-----------+----·----·------ ---------
~.o O.OPU t----------+----------5, l) 0.09!5 .. , º·º"1 
·LO 0.002 .. , 0.062 

" 0.080 

1ú o. o 0.095 

t2 3. ':> o. 330 

3. o º·º"'º 
t6 .. ~ 0,047 

3. a 1 
1prome-:lto do 9 ropQltctoneol 

TJEMPO ( DIAS) PESO SE:CO mg/ml ERROR 1::sTANDAP. 

o o. 22 0.012 

o. -l3 0.031 >----------! ----------·-----·--· -·---------; o. 35 o. 000 

6 o. 40 0.021 

0.53 0.026 

o. 59 o. 022 

0.45 0.00~ 

'º O. Zó Q,000 

o. t 7 O.OOP 

16 o. :J 1 ._ _________ , ________ _ 
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-- - ----------------------
"·a EFECTO [.IF. OLICINA DE...TA!NA lmM $()TIRE ¡ EG .:s:~ 



d z. 3~ ------- ------·-----+------------; 
2.P~ 

-~----¡ O.OP.C 

2. d2 1- o. os;.o 

J.0 3. Ol ----r---~--"---
____ 1_2 ___ t=----'-· -~-----3---~~~ 

14 :?. l 1 o. 16'5 -_-_-_-_-_-_-._,,-____ =r:_--=-·- .-:-1(1 -=-=------ ·--- C:· l:;!'i. 

~r~~~~:-:~~~~NA DE:l~lNA 5(~nM ,.:-;;.E PEG 25'.I. ----

:.____ lpr'"'nilldto d"'~ !I r~_p_o_<_t_~_,:_•1·•-'-'----------
TIEMPO 1 DJ,.\S .' PESO SECO mg,'m'. ERROit ESTANDAR 

>-------------~--------------+---------~ o º· 'j·¡ 0.012 >------------·------------------+-----------2.96 º· 093 --
2. "i 0.047 

d 2, OP 0.049 ---------------------- ____ ,__ ________ , _. __ _::__ _____ _ 
" 

4. 16 

3, Uú 
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0.073 --
0.0A2 

o. 072 

O. OP!i 

O, OP4 

O.OBZ 

O. OA? 
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-----·------- -----------------------------
5. b EFF'.CTt.'..I ur: ULlGINI\ UF.TAlNI\ !OmM SODRE ~..JACL 150rnt1 

'p1·;;,1·i~·"l.· do'-! t:••f>Olt,:tor •• ~s __ , _________ ---J 

T r I:Mro:- ~ I ~·~~=1----=-.~::~~~-=~-~~:-1~· "º". >:STANDAR o 3. '!i o. lt? !----·----·--· --~---------- --- -
2 'l.~ v,Ul'f2 

----~---· ···---. --- - - --------
.¡ :t.~ o. 1 O<J 

------------- ----- ------ -- ----~-------
<'.> t t o o. o¿ 3 

--=~~~>----~-_-------r=-~~~__: º ===---"-·-º~~-----º 1:). "5 o."'ºº ---·------- ----------- ----------
" t?. (l ..... 360 

-=~--to ~-- ~-===~~~=2~-:-:---=-=--=~1----·-"-·-º-•-7-----< 
12 ---~--!:.~~-- - -----+------~:-~-----

¡>"'.';, ~ ¡ o."ºº -·---¡¿-··------ ----¡~~-- -----~---
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:-~. ~,--E;:;;o DE.- OL-;;;~-~:-:-T:·;::-~;~~--~:~-~~--;.~:~··:.-·~;~~---·d--
J (pr-~"'°"'d~.;, -J"' 9 rp ... l1:.tOP<'·•-i 

T l ~M~-p¡-,,s-;- ---pc;:7; SECO 11·•:.1 • ,.,, L F.R-;;:;Rr.7TA"Ñ[~n 

~----·----·-~ . ··-----·----º l.l. '!:i;' o. (J 12 
~--------- --· -----------------

2 o. t:>1 o. (J-& 1 

o. 79 o.ozo 
2. OH 0.()27 -- ----------t. "º o.ººº 

o , . ºº 0.04-1 

9 3. '7 o. O'!:i9 -· tO . . 'º o . 1..190 

12 5.40 o. 12!:i ---
ó.39 o. Oí'2 --

'" !i. OP 0.047 

EF[;'.CTO oc OLJClNA nr::TA1NA 50mt1 suaHE NJ\CL 15(1mM 

(f' r omod t.:;, d~ ~-!-~~_:_~~-~-~.'_º_.:'._' ________ _ 

TIEMPO < DTAS' 1 ;., "'~------[""""..~:'"'" 
o 3~ ú,002 

-=+-~~~ ~==u;~u~==_=-_:_·~_:_.:_;·-~----_=-_--1-
p 19,5 0 -IUl ---- -----------

17. 5 ~.•)27 

12 2z.o º· 1:>23 

22. !:S o, 595 

'" -------~---------

5. ª' ErncTO DE OLTC l NA llETA! ,,. 5(1mM $ODRE lfaCL l50ml1 
<prom~dto do 3 rep•ltctondO) 

Tf\::MPO < DIAS 1 PESO SECO n1y/ml f.:1\HOR ESTANDAR 

1------º--~------- ---.;~-;----
--------¡-~~ 0.002 ------·-

~-------+-------------+------------! 

2. ?:i3 

12 ~. 71 o. 036 

~·--------+-------·-
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--~--.-Ef:~CTi:;-ñ;-.:-:-.~~·:EN-C:f.::1.u-1.,\5· ·F.~ f-:-n .. u'c-;~ - - ·· J., 
6 l HlDHf1'"!<JA PARTJH [ll:L CUAJtl'O-t.TA-

~~:;, M-~;o:,•>IS•j- r---:. :'_"_ ___ ¡.~~·'.' z~~~:"-~·~1 1 
2 - ::;_ -i-_ ~~- -.-- :·~-:-~=-1~-

o.u --i 7.0 7.ú ----- -------- ----- -----
10. 1:.i 7,0 n.o -- - -
19 (J 7.0 7.5 

12. o ·¡,o 7. o;¡ --- -

EF'ECTO OE PEG ·:::5;: -+ G. E:i frnM SODRE LA s! NTESlS DE AD/\! -
7C.a) ('.'.JH-TU.HDJNA CPM·rng fl.SFCo) 

EFE:CTO DE FEG ::51.. ... G. 8 1 ml1 SODRI: LA s! NTESIS DE' ADN 
7(b) l (!JH-TIMlDlNA Cl'M/rng DE PROT.C!NA ) 

l ~ úrrtpo !"'!C•rrn".lt 1 MSi PEO 25)'ol PEO 25lló-+~10 1 rnM 

>-------+---------+-------·-------
9010 2U07 6707 

EFi.:cTo oc PEG 25'l. • G. B lmÑ son A.e: LA st NTF'.SIS nF: 1:¡DN 
~ ( 

3
H-T1MIDINA CPM/ MPVC ) 

l Le-tnpo normal IMSl PEO 2!'iilo! PEO 2~i'5+0H .trnM 

20::>. o 1907. !• , 3 64 7. 2 1 OóV3. -4. 

" --!-- 9 00~. 6 1 7c\O.&. 2 

3 J. 37. 3 1 ?642. 7 

19047.7 

2960•. 9 

2932.· 4 l 711'· y 'ZZ 12i. of 
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EF'ECT(J oE PEG ::s;. ~ G."I:-:-n,¡.;¡--;~;R-1-- - ·L.-;:--;;:-rNrE:;;-1-sn·¡:----I 
~ :J!'i 8( a) 1 F'HOTEi NAS ( 5-l'lET J ON I NA cF·~1, rri•:) oes·.! se:c:o J 

l ' • :p o . ¡ __ ~-;; "'.:~_' ~·s ' r-=- p .,-;;~~2==~ ~~:.~~~.~ ~n--~~·;'.¡J 
2 ------ • ·--·---------

93 º"". 60 -----~~·----f-------409 t. " 16000.0C --
5 39361. "º '5160~. "" 1404'14. 0•) 

6 46624. • 4 ~6470 . 97 lOOtóó. ~O 
·->----------··-

? 42'5 3 ~. 90 60214. 40 01027.ZI) ----
27647.00 '5304~J.00 70óV0.9ú '--------- --------- --------------

EFECTO DE PEG '.25'%. .. G .. B lmM SODRE L;\. s!NTESIS DE 

~ PRoTE:INAs t
35

S-METIONINA CPM/'1\g ée proteína , 

l i ~mpo ! reo 2~~ ... ou 1,...M 

6060. 37 5~10. 10 14103.40 !-------+--------!-------------------
"177 2 ó. 20 2 5V609, 90 

l-------+--""----"-'-C---+-'-'-'--'-----+·-·--------1267ó3. 30 11.!'..101), 1 l .... '.l36"';.0(J 

05070. <SO 79tV7. 9U 122740.ílO 
•-------+--,-5-6-,-.-,-.-6-0--1--,-,-,,-.0-?-.1-z-o==:J __ 29V:J00.5ú 

EFECTO DE PEO 251. + G .. B 1nM SODRI'.: LA slNTESIS DE 
1~a~c~c-.J~~I PRoTE!NA)\

5
, S-t1tTrnN1N., CF·M/',:P11c , 

! rEO 2'5>6~00 1mM _______ __, l~empo riorrnalO.fS 1 PEO 2!H'i 

-~·---·-----

1(S03.0 i~-~ 

l,__ ___ 5~--+---•-0_5_6_.•----+-- 200!52. 6 .J070U. t 

1 ~'5::07.0 25VOO. 7 320":>:>.~ 

-669.6 
;--------+---·-

1

1

,__ _____ -+ ___ 7_<_6·-º-·º---+---2_o_u_•_ó __ ·_"--1---ª-•-ó_?~ 
<--------+---7-•_•_• __ ·º-·--~5001.7 9~806.:~ 

g 1 
PRoTEI NA5 ToTALF.S ( Lo\./u.V mg/ml 

ll•~ll1pó normal< MS) 

(>. !J4 7 
1--_::----+--------j'-------~------·--,-,-----1 

1. ZZCJ 1, 1 ?!> 

'5 o. 72'5 o. 073 º· 020 -------·--.. -.. ______ C.'-C.C.C.--·+---'------+-------··-J 
6 0.7'5-l 1..694 t,ó";;.! 

>--------+---------.,---------~-------
~·--'..._ __ ~··---""-'-:..0-·----1--.cc';_"_,_._. ___ -l-__ 2 :~'? __ --
~--º---~--------~----- ------------
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V. DISCUSIÓN 

~.1.>Curvas de crecimiento en condiciones de estl'és h1dr1co. 

Los datos nos muestran que 10 y 15'l. de F'EG sobre el cultivo 

estimulan el crecimiento < 'l..PVC y pl?so seco ) aún por encima del 

control. Estos resultados aparentemente son ilógicos debido a que 

el PEG es una sustancia deshidratante, la que además no penetra a 

la célula, por lo que no podría estar siendo incorporada al 

metabolismo celular para incrementar su crecimiento. Sin embargo, 

una posible explicación podría ser que el PEG al producir un 

efecto de estrés hidrico, induzca un incremento en l.:i tasa 

mP.tabólica ( síntesis macromolecular ). 

Con respecto a los datos de peso seca, se muestra este posible 

incremento en la tasa metabólica en los tratamientos con 10 y 15% 

de PEG, sin embargo, ésto no parece suceder- en el tratü.miento con 

PEG 25%, ya que prácticamente no se observa un incremento en el 

peso seco y sigue más o menos la misma tendencia que el normal. El 

cambio de porciento de paquete de volumen celular en PEG 10 y 15/. 

también se encuentran sab:·e el normal, tal vez debido a que no es 

un efecto de estrés drástico, el que sin embargo acelera el 

metabolismo, permitiendoles seguir incorporando agua y c:recer atJn 

por sobre el tratamiento normal~ De aqui podriamos deducir que al 

producirse un efecto drástico de estrés h!drico a la concentraci6n 

de 25% de PEG, se disminuye considerablemente el volumen <%PVC), 

las células pierden la capacidad de tomar agua por los 

potenciales de agua tan negativas, lo que propicia que la célula 
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no tenga tampoco 1 as posib1 l idades de 1ncorpor.:ir P.fic ic--ntemimte 

salutes del medio dG cultivo y uti 1 izarlos para aumentar· su rwso 

seco., lo que podr.f.a estar sucedienc.Jo a 10 y 15% de PEG. Debido a 

ésto no se observa un incremento considerable de peso 5eco en 25~ 

de PEG. 

Lo importante de este punto fue que se logró imponer un efecto 

de estrés hidrico con PEG 25'l., abatiendose el i.PVC inmediatamente 

y permaneciendo constante a lo largo de los 16 días en los que el 

control alcanzó la fase estacionaria. 

En base a ésto, consideramos que el cultivo era capaz de 

mantener viva a una población celular más o menos constante ya 

que el XPVC no disminuL:l., aunque tampoco incrementaba 

considerablemente. Apoyandose sobre los datos respecto al peso 

seco, se observó que éste sí se incrementaba a lo largo del 

tiempo, lo que nos permitió interpretar que ~1 cultivo, aún en 

~stas condiciones, seguía sintetizando macromoléculas para su 

metabolismo., aunque ésto no se reflejara claramente con respecto 

al %PVC. Por lo tanto, la condici6n de estrés hídrico se había 

impuesto sin ser tan drástico como para matar al cultivo de 

c~lulas en suspensión, por lo que la concentración de 25Y. de PEG 

fue seleccionada para proba1· sobre ella el efecto de la glicina 

beta!na. 

~.2.> Efecto de NaCl sobre células en suspensión de Bouvardia 

ternifol ia. 

En los resultados se observó que el NaCl 300mM es demasiado 
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danino para el cultivo, e incluso tiende a disminuir'' el cultivo 

gradualmente por debajo del inóculo inicial, evitando que las 

células sigan creciendo < en ambos parámetros de crecimiento, 

peso seco y 'l.PVC, se ve el efecto). 

Debido a que el NaCl penetra a la célula, la tóxicidad además 

de la deshidratación a 300mM es tan drástica, que las células son 

incapaces de responder eficientemente a tal choque, no les es 

posible compartamentalizar tales cantidades de NaCl, y por la 

tanto se darla irreversiblemente la integridad de sus proteínas y 

membranas, lo que trae consigo la total desestabilidad celular. 

Cuando se aplica 150mH de NaCl se nota que es menos tóxico, el 

'l.PVC se abate respecto al normal, pero permanece más o me11os 

constante respecto al 'l.PVC inicial incluso hay un ligero 

incremento del 6 al 16 día ). El peso seco nos indica lo misma. 

A ésta concentraci6n, las células son capaces dt.~ soportar 

todavía los efectos de deshidratación y tóxicidad por exceso de 

i6nes, el cultivo no muere aunque su crecimiento respecto al 

tratamiento normal es bastante inferior. 

Debido a lo antes ~xpuesto, la concentración de NaCl elegida 

para probar el efecto de glicina betaína fue 150mH. 

5.3.) Efecto de glicina betaína sobre NaCl 150mM. 

En candi e iones de estrés salino, la glicina betai na l iber,:.t del 

estrés impuesto a las células con mayor eficiencia a medida que se 

incrementa su concentración. Se puede interpretar que de lmM a 

lOmM, la glicina beta!na es incorporada y utilizada gradualmente 

como un salute compatible que le servirá a la célula como 

osmoprotector, es decir, le ayudará a proteger sus membranas, 
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proteínas y mac1,omoléculas en general, ~el efecto t6xjrn y 

deshidratante del NaCl, permi t iendoles a las células reanudar• su 

crecimiento en comparación de cuando la glicina betaína está 

ausente. 

A partir de 10mM en adelante <50mM>, la glicina betaina está 

por arriba de la que podría ser utilizada para la l iber.:ici6n del 

estrés, por eso las di"ferto!ncias en el crecimiento entre 10 y 50 mM 

son mínimas. 

De ésta manera, la función de la glicina betafna en condiciones 

de estrés salino es la de una molécula osmoprotectora, ya que 

mayor cantidad de moléculas, mayor la eficiencia en la liberación 

del estrés salino. 

Esto nos permite responder la pregunta con respecto al efecto 

de la glicina betaína sobre salinidad en un cultivo de células en 

suspensión de Bouuardta terni../olta. La glicina betaína tiene un 

efecto osmoprotec'.;or, contribuye como so luto compatible 

contrarrestar el ~strés osmótico causado por salinidad, como un 

mecanismo para permitirle a la célula seguir tomando agua y 

crecer .. 

5.4.) Efecto ~e Glicina betaina sobre estrés hidrico C PEG 25% ) .. 

Respecto al estrés hidrico, la glicina betaína tiene un mayor 

efecto, es decir, libera del e-fecto de estrés de una manera más 

eficiente a la concentración de lmM con respecto a 10 y SOmM, esto 

nos indica que la glicina betaína no está siendo utilizada como 

osmoprotector, ya que si fuera asi, la 1 iberac:ión del estrés seria 

mayor a más altas concentraciones, porque para la osmorre9ulaci6n 
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eficiente, es importante un núme1~0 miiyur de: moléculas Compatibles. 

Por lo tanto, la glicina betaina está. siendo utilizada o su efecto 

es más especifico que el de ser una molécula simplemente 

osmoprotectora en éste caso. Ahora bién, uno se podría preguntar 

el porqué si a lmM libera más eficientemente del estrés, porque no 

hace lo mismo a 10 y 50 mM si e}:iste aqu1 la suficiente glicina 

betaina como para tomar ese lmM y discriminar el exceso, 1 ibe1·ando 

de ésta manera de igual forma que el lmM original. La respuesta 

podría ser que se trate de un fenómeno en el cual la glicina 

betaina tiene un efecto especifico sobre el estrés y su respectivo 

abatimiento, es decir, que existe una concentración óptima de 

glicina betaína a la cual se libera del estrés hidrico, y que a 

mayores concentraciones el efecto específico no se pt·esenta e 

inclusive se revierte, o sea que no es una respuesta favorable que 

se presente de una manera lineal con respecto a la glicina 

betaina. 

Este resultado apoya la hipótesis de que su efecto en plantas 

superiores como en el caso de la bacteria E.coli, podría ser más 

específicamente sobre la ADN polimerasa <para profundizar más 

sobre éste efecto se eligió entonces la concentración de lmM de 

glicina beta!na ). 

5.5.) Efecto de glicina betaina sobre la síntesis de ADN y 

proteínas. 

En general, los resultados muestran un incremento en la 

síntesis de macromoléculas ( ADN y proteínas l por efecto de la 

glicina betaina en condiciones de estrés hidrico. La síntesis en 

dichas condiciones < inclusa solamente con PEG 25'l.. l se encuentra 
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aún por sobre el control y es en éste punto en el que-:> se pre!:tentan 

dificultades para su interpretación. 

Una explicación probable podr-ia ser la inducción del 

incremento en la tasa metabolica celular causa del estrés 

impuesto, y un incremento aún mayor en presencia de glicina 

beta!na. Corroborando ésto con las datos de peso seco, la misma 

expl icací6n con respecto a PEG 25'l. por sí sólo no corresponden, ya 

que no se muestra incremento de peso seco pero sí un aumento en la 

síntesis de macromoléculas. La explicación seríc1 que al 

presentarse un estrés hídrico bastante fuerte coma el causado por 

PEG 251., las células pierden volumen pero además aceleran su 

metabolismo y sintetizan macromoléculas pero a base de precursores 

o sustratos intracelulares previamente almacenados (por ejemplo, 

se habla de la existencia de pozas de aminoácidos >. En éstas 

condiciones de estrés, las células ya no pueden incorporar- solutos 

del medio extracelular, por lo tanto tienen que hacer uso de los 

recursos que tienen dentro¡ ésto causa que no se de un incremento 

considerable de peso seco. Aunado a ésto, la glicina betafna 

estimula una mayor síntesis de AON y proteínas cuando esta Junta 

con PEG 257.. 

Esto quiere decir que efectivamente la glicina beta!na tiene un 

efecto específico sobre la síntesis de AON y proteínas y no actúa 

como molécula osmoprotectora en condiciones de estrés hídrico. Por 

la tanto, preliminarmente se podría especular con respecto a que 

exista una respuesta similar de la glicina betaína tanto en 

enterobacterias <E.coti) como en algunas plantas superiores cuando 

se les somete a condiciones de estrés osmótico. 
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~.6.> Efecto de glicina betaína sobre los cambios de volúmen en 

estrés h!drico. 

Respecto a los cambias de Z de volumen inicial a través del 

tiempo en condiciones de estrés hídrico, los datas muestran que al 

parecer, no existen diferencias muy marcadas entre los 

tratamientos con 25'l. de PEG y con PEG en presencia de glicina 

beta!na. Esto podría implicar o apoyar la hipótesis de que la 

glicina beta!na en éstas condiciones actúa de una manera 

especifica sobre algunas molécula o fenomeno en particular, y que 

no tiene un efecto osmótico por lo que no actúa o interfiere sobre 

la toma de agua o sobre el incremento en la concentración iónica 

interna, o bién para proteger u las proteínas y membranas del 

efecto deshidratante. 

La disminución del Z de volumen en los trat,mientos con 25% de 

PEG, se pueden deber al choque osmótico que sufren las células 

cuando se les agrega el PEG. La recuperación que se observa del 

seKto al octavo día es quizá una seNal de una posible adaptación a 

tales condiciones por parte de las células. 
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VI• CONCLUSIONES, 

A. ) EsTRts SALtNo: 

1.) El crecimiento de células en suspensión de Bouuardia 

ternifolia se inhibe con NaCl 150mM. 

2.) La inhibición es liberada con más eficiencia conforme 

aumenta la concentración de glicina betaína. 

3.> El efecto de la glicina betaina sobre células en 

salinidad (150mM) parece ser osmótico. 

8. ) ESTRE::S Ht DRICO: 

4. > El PEG a 10 y 15'l.. no produco un efecto drástica de 

estrés, y posiblemente induzca un incremento en la tasa metabolica 

de las células. 

5 .. ) El cree imiento de células en suspensión de Bouuardia 

ternifolia se inhibe con 251. de PEG. 

6.> La inhibición es parcialmente liberada con tmH de 

glicina betaina. 

7.> La liberación no se presenta con 10 y 50mM de glicina 

betaína. Por lo tanto su efecto es específico a lmM. 

8.) El PEG a 25/. produce una disminución de los cambios de 

volumen periplás m ice C medido como la diferencia de torna de 
9H

2
0/14C-sorbital ) durante cuatro días comparada con el control. 

9.) La glicina betaína no parece alterar el efecto de 

PEG 257. sobre la pérdida de volúmen celular. 

10.) El PEG parece estimular tanta la sintesis de ADN como 

la de proteínas e incremento en la tasa metabólica). 

11.) Cuando la glicina betaina esta presente junto con el PEG 

257., el estímulo tanto de ADN como de proteínas parece ser aún 

mayor. 

12 .. ) L.:i glicina betafnu no parece influir sobr·e cambios de 

volúmen celular• < ajuste osmótico >, pero sí parece tener un 

efecto sobre la síntesis de macromalécula.s, pot• encima del efecto 

del propio PEG. 
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