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I. INtrODUCCION Y ANTECEDENTES

1.12 Currivo peE TEJIDOS VEGETALES.

El cultiveo de tejidos vegetales as una serie de técnicas que
consisten en obtener el crecimiento y la multiplicacidn ilimitada
de células o tejidos de origen vegetal, cultivados "in vitro" en
condiciones asépticas y perfectamente controladas. Las células se
colocan en un medio nutritivo sélido © en suspensidén  (medio
l{quido ) ( Villalobos, 1985 ).

La historia del cultivo de tejidos vegetales se remonta a los
afos 1840-1841, en los que Sacko (1860) y Knops (18461) descubren
que los compuestos orgénicos son las substancias m&s importantes
que absorben las plantas para su crecimienta y desarroallo. Estas
observaciones traen como consecuencia, la elaboracidédn de una
substancia nutritiva denominada solucidn Knops, empleada hasta 1la
actualidad y que histdricamente se usd como componente bisico de
los medios de cultivo ( Villalobos, 1983 ).

A principio de siglo, la importancia de estas técnicas, al
menos a nivel fundamental, es expuesta por el botinico aleman
G.Haberland. Sin embargo, fue preciso esperar mis de JO afos para
que los resultados abtenidos por A.Carell, en 1912, con células
animales fueran también observados en células vegetales. Los
primerns &xitos conseguidos por R.G Gautheret en Francia y paor
J.P.White en EUA demostraban la posibilidad de cultivar tejidos
vegetales fuera del contexto de la planta, de manera indefinida vy

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



El perfeccionamiento de las técnicas permitiéd a W.H.Muire,
A.C.Hildebrandt y A.J.Riker, en Alemania, establecer en 1954 los
primeros cultivos de células vegetales en suspensidn, ccmparahlﬂ;
a los practicadoes con los microorganismos ( por ejemplo bacterias
y hongos microscdpicas ) ( Villalobos, 1985 ).

Al principio, los cultivos vegetales hallarop aplicaciones muy
importantes en agronomf{a y en horticultura en cuanto al incrementa
de la productividad y el mejoramientn de los vegetales. E£n 1952,
G.Morell y Cl.Martin, en Francia, demostraron que algunos tejidos
vegetales, meristemiticaos, son capaces de desarroliarse "in vitro®
a plantas completas. El resultado fue origen de una verdadera
revolucidn en el campo de la produccidn vegetal; permitio ademds
el surgimiento d=2 técnicas de micropropagacién, que actualmente se
desarrollan a escala comercial para la reproduccidn ripida de un
gran numerc de especies vegetales ( Villalobos, 1983 ).

Ademis estas técnicas son empleadas actualmente para realizar
estudios de fisiologfa, bioquimica, genética, Uiologfa molecular,
etc; asi como para contribuciones pricticas en la multiplicacidn
y mejoramientd de plantas atiles para el hombre ( Fernindez,
197% ).

Existen diferentes modalidades de cultivos, y los nis comunes
son el cultivo de drganos, de embriones, de callps y cultivo en
suspensidn. Este Gltimo consiste de células aisladas y pejuefios
agregados gque permanecen dispersos mientras se cultivan en wmedio
liquido con agitacisdn constante ( Fernandez, 1979 ).

Para @l establecimiento de un cultivo an suspensidn,

frecuentemente se parte de un callo friable (¢ las c#lulas se



disgregan facilmente ) para que al colocarlo en un medio liguido
en agitacidén constante se disperse ripidamente. Después de 2 & 3
semanas se produce una suspensién de células en crecimiento
activo ( Dixon, 1983 ).

La suspensidn de células puede propagarse transfiriendo una
alfcuota del cultivo a medio frescojy después de 2 (=] 3
transferencias, el cultive se estabiliza de tal forma que el
ndmero de células en un tiempo dado después de la inoculacién es
comparable a la densidad celular al mismo tiempo de la siguiente
transferencia. Para la mayor{a de los cultivos de células en
suspensidén la densidad celular inicial minima debe ser de 0.5 a
2.5 x loscélulas par mililitro ( Fernindez, 1979 ).

El crecimiento de células en suspensidn se puede determinar por
varios parametros como son: numeroc de células, peso fresco, peso
seco, volumen celular, cantidad de proteina, cantidad de abDN &
fndice mitética ( Dixon, 1983 ).

Para determinar la rcurva de crecimiento de un cultivo se
recomienda utilizar varios pardmetros de los antes mencionados ya
que la forma de la curva cambia dependiende de que pardnetro se
utilice y el periodo de tiempa durante el cuval se hagan las
determinaciones { Fernindez, 1979 ).

Para la mayorfa de los cultivas en suspensidn, la grafica de
crecimiento con respecto al tiempo de incubacidn muestra cuatro
fases caracteri{sticas. Después de la primera noculacién se
presenta una fase lag en donde lazu células se preparan a dividir,
posteriormente las células desarrollan una fase exponencial de

crecimiento en donde su velocidad de divisidn es maxima seguida de



una fase de crecimiento 1lineal. La divisidén celular disminuye
durante la fase de desaceleracién progresiva. Durante la fase

.
estacionaria el nlmero de células se mantiene mis o menos
constante por un per{odo de tiempo hasta que el numero de células
empieza a disminuir por lisis celular en dicha fase. No taodos los
cultivos en suspensidn wmuestran el patrdn tipico de crecimiento

( Fernindez, 1979 ).

1.2) Caracrerizticas De Bowvardia ternifolia.

Bouvardia ternifelia, también conocida popularmente con el
nombre de "trompetilla“, es una planta herbicea perteneciente a la
familia de las Rubiaceae y del orden de las Rubiales. Mide de im a
1.5n de altura; posee hajas con pecidios 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 e= utilizada contra

varios tipos de afecciones como por ejemplo en hemorragia nasal.

Se ha mostrado que contiene dos anticarcindgenicos “ciclo
hexapeptidos” ( Johnson,R.K. y M.P. Chitnis, 1978y Jolad,D.S.et
al.,1977 ).

En cultivo de tejidos, Bouvardia (lernifolia cuenta con las
sjguientes caracteristicas : un ripido crecimiento tanto en medio
sdlido como liquidojes posible abtener adem&s callo a partir de
cualquier parte de la planta y de aqu{ cultivo en suspensidén con
ciclo de crecimiento corto, y capacidad para regenerar plantas a
partir de callo { Sanchez de Jiménez y Fernandez, 1983 ).

Conociendo las ventajas que presenta el cultivo de tejidos, es



claro que debe considerarsele en todo momento como posible sistema
experimental, como una herramienta mis para realizar estudieos
sobre los posibles procesos hioquimicas que pudieran estarse dando
en las células vegetales; ya sean procesos metabolicos normales,
o por cambios en su medio ambiente propiciados por diversos
factores como por ejemplo la sequfa y salinidad.

La osmorrequlacién ( mecanismo por el cual las células tienden
a mantener en equilibrio su potencial osm&tico internc con el del
medio externo ) es uno de éstos procesos bioquimicos de gran
importancia, por lo que existe wmucho interes por conocer mis
acerca de la habilidad de las células de organismos superiores
para regular su potencial osmStico interno. Aungque es considerable
el conocimiento de éste proceso en ciertas algas, en lo qua=
respecta a plantas superiores, la comprensién .de la
asmerregulacidén es mucho mis limitada ( Handa,A.K. et al., 1982 ).

Existen substancias denominadas solutos citoplasmiticos
compatibles, los cuales se cree estan involucrados en la respuesta
asmorrequlatoria de las plantas, actuando como solvatadores de
proteinas y membranas que de otro modo sufririan por la pérdida de
agua o por la presencia excesiva de idnes ( Higgins,C.F. et al.,

1987 ).

1.3) Estefs HIprizco vy SavLino.

El término estrés ha sido generalmente empleado para indicar un

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

Biologicaménte hablando, Jacobo Levitte (1972) sugiere que el



estrés es un cambio én las condiciones, las cuales puadeﬁ réducir
S cambiar adversamente el crecimiento de un ser vive o las
funciones normales de su desarrpllo.

No aobstante, el término estrés ha sido dificil de definir
considerando hasta que punto es vAlido establecer que un ser vivo
se encuentra bajo estrés, si aun en condiciones extremas, como por
ejemplo, suelos altamente salinos 0 que tienen un escaso
suministro de agua, son capaces de realizar sus funciones
vegetativas y reproductivas.

El estrés osmético puede ser causado ya sea por la pérdida de
agua ( estrés hidrico) & por salinidad, la cual posee cdos
componentes: la pérdida de agua y el dafio por presencia de iénes
¢ Valenzuela,E. 1989 ).

Experimentalmente el estrés de agua puede ser causade por
solutos impermeables como el polietilen glicol ¢ PEG ), mientras
que el estrés salino es rcausado por varios iénes, principalmente
sodio y clorn, los que s{ pusden ser Yransportados dentro y  fuera
de la célula ( Ben Hayyim, 1987).

Por 1o tanto, el estrés hidrico y salinoc no son completamente
el mismo fendmeno aunque ambos someten a los organismos a  una
disminucidn del potencial osmb&tico, 1o que influye de manera
importante en su desarrollo y metabolismo.

Para comprender mejor el cémo se provoca estrés osmético en una
célula, es importante comprender el potencial hidrico & estado
termodinimoco del agua en una célula. Dicho potencial  tiene dos
componentes: uno de signo negativo que es el potencial osmético vy

otro de signo positiva que es el potencial de turgencia. El



primero representa a la concentracidn de moléculas (es negativa
porque a mayor concentracidn de moléculas, es menor la cantidad
relativa de aqua y con ello un menor efecto de ésta sobhre el
sistema); el segundo es la presidén hidriulica que se gjerce sobre
un sistema fisicamente contenido como lo es la célula ( Murilo,6.,
1989 ).

Si el patencial osmético internc es mis negativo que el
axterior ( esto es, hay mis moléculas ) el agua entra a la célula
hasta que el volumen de la célula es limitante, en este momentoc se
crea una presidn de turgencia de signo positivo que harid igualar
el potencial de agua dentro y fuera de la célula, lograndose de
esta manera el equilibria ( Murillo,G., 1989 ).

Fuera de una célula udélo puede haber cambios de potencial
osmético, mientras gque dentra puede haber tanto cambios de
potencial osmdtico como de turgencia. Una célula metabolicamente
activa siempre es turgente ( Murillo, G., 1989 ).

En estrés hidrico, cuando una célula pierde agua, pierde
primero su potencial de turgencia ( se hace flicida) y si continua
la pérdida de agua, sus metabolitos se concentran y con ello su
patencial ocamdtico se hace cada vez m&s negativo, produciendose
daffos y la posterior muerte celular ( Murillo,G., 1989 ).

En el caso de estrés salino, el daflo puede ser mis severo,
debido a que al existir un potencial osmdtico mids negativo en el
exterior por la presencia deo idnes (sodio,cloro), la célula Liende
primero a sacar agua, disminuyendo asf su potencial de turgencia
y haciendo mis negativo su potencial osmdtico. Este causa daflos

celulares, y a su vez el efecto dafiino se intensifica debido a que



también los idnes tienden a entrar y salir para tratar‘ de .
equilibrar los potenciales; sin embargo, llega un punto en ei que
la concentracidn de iSnes es tan alta que resulta $énica para la

célula ( Poljiakoff-Mayber, 1982 ).

1.4) OSHORREOULAGION,

La adaptacidn de los arganismos & fluctuacicnes en la
asmolaridad de sus alrededares es fundamental para sobrevivir. La
habilidad para sobrevivir a etrés osmdtico na es sdlo de
importancia biolégica, sino que es también de cansiderable
relevancia econdmica, por ejemplo para el desarrallo de plangas
cultivables para incrementar las dreas agricolas de tierras
semidridas ( Higgins, et ai., 1987 ).

Unas pocas especies halotolerantes, por ejenpla ia
Halcbacteria, estan permanentemente adaptadas a alta osmolaridad y
mantienen una alta concentracidn idnica citoplasmitica.En estas
especies, las enzimas intracelulares son altamente resistentes a
los efectos desnaturalizantes de la alta concentracidn idnica (el
rango de osmolaridad en el que vive una célula en candiclones
normales es de 0.1 a {1 megapascales ).

La mayor{a de las especies, sin embargo, normaimente viven vy
crecen en medios ambientes de baja & mediana osmolaridad. Estas
especies mantienen una concentracidén idnica relativamente baja
dentro del citoplasma y fuera de €15 las enzimas intracelulares
son frecuentemente sensibles al incremento en la concentracidn de
iones en el citoplasma ( Higgins, et al., 1987 ).

ta regulacidn osmdtica ( asmorregulacidn )consiste basicamente



en la acumulacidn de moléculas'déﬁtrn de‘la’ célula, evitando de
ésta manera ia salida de agua-y pasiﬁilitando la reentrada de la
misma del medio celular externo. El ajuste osmdtico depende del
ndmere de moléculas que se acumulen, mis no del tamafio y
naturaleza de éstas; asi que tedricamente, un idn de potasio es
equivalente a una molécula de sucarcsa. Por otra parte, una enorme
molécula de almidén no ayuda en mucho al ajuste asmético, mientras
que sus glucosas liberadas pueden producir un  importante ajuste
(Murille, G., 1989 ; Poljakoff-Mayber, 1982 ).

Un ajuste osmético rdpido y eficiente determinarid el é&xito
adaptativo de una planta no haldfita en condiciones limitantes de
agua, permitiendole continuar creciendos sin perder ais  agua
(Schulze, 1986).

Desde esta perspectiva, la célula tiene dos alternativas: usar
idnes inorganicos, o bién moléculas orgénicas sintetizadas "de
nova"a partir de la actividad fotosintética ( Wyn Jones y Storey,
19815 Wyn Jones y Pollard, 1982 ).

Es energéticamente menos costoso 21 uso de iones comunes par
ser los mis abundantes del medio : sodis, clern, potasio, nitrato,
etc., sin embargo, los iones tienen la desventaja de interaccionar
desfavorablemente con  las membranag, las protefnas vy demss
elementos celulares ( Murillo, 6., 1989 ).

El sodio puede ser muy abundante y es utilizado con mucha
frecuencia como asmalito, pero sus efectos pueden ser letales. bLas
plantas mesdfitas prefieren usar el potasio como osmolito, pero
aun este puede tener efectos nocivos en los sistemas celulares. El

resto de los idnes del suelo son inadecuados como osmolitos por



razones particulares entre las gue estin tambidén  su. .toxicidad a
altas concentraciones ( Pol jakoff-Mayber, 1982 ).

Sin embargo, las plantas en general llevan a ecabo un ajusté
osmético rdpido y eficiente con i1dnes inorginicos, y aunque estos
son transportados a la vacuola para minimizar sus efectos
deletérens, las concentraciones citoplasmiticas pueden ser altas.
Paor otra parte, algunas plantas acumulan ademis moléculas
orgidnicas tales como la glicina betaina y pralina. Este fendmeno
llevé a la formulacién de una hipétesis de ajuste osmético
propuesta por Wyn Jones a mediados de los setentas (Bardy et al.,
1984). Esta hipdtesis propone gque la acumulacidn de idnes se bhace
principalmente en la vacualaj; pero como los sistemas
citoplasmiticos también estin bajo el influjo de estos idnes, es
necesario que estén protejidos por moléculas tales como la glicina
betaina y la prolina. . En otras plantas esto no ocurre porque
acumulan moléculas tales como aztcares los cuales no  tienen el
efecto deletéreo de los idnes inorginicos aungue son
energéticamente mis costosas ( Perry et al., 1987 ) .

Par lo tanto, la adaptacidn osmética a wun decremento de
potencial externo de agua es alcancada por acumulacidn de
osmolitos y la disminucidn del potencial oe agua interno. Esto
aparentemente facilita la toma de agua por parte de las células
para mantener su turqencia ( Poljakoff-Maybher, 1982 ).

1.5) Sorutos Comrarinres,

Un soluto caompatible es operacignalm=nte definido comao una

sustancia no inhibitoria y con funcidén metabdlica que se acumula

cuando la planta esta sometida 2 bajos potenciales de agua

10



{Borowitzka y Brown, 1974).

Como el potasio intracelular se incrementa en respuesta a un
incremento en la osmolaridad, wun punto eventualmente serf{a tender
a que el incremento de la ceoncentracidn 1dnica intracelular inhiba
la actividad enzimitica normal, de este modo, en un medio con alta
osmolaridad, podria ser una ventaja si la célula fuera capaz de
acumular un soluta alternativo que provocara un menor  efecto

deletéreo sobre las funciones enzimiticas ( Higgins, et al.,

1987 ).
La mayoria de los organismos, inciuyendo plantas superiores,
invertebrados marinos, ciancobacterius y las enterobacterias, han

adoptado estrategias similares para sobreponerse a este problemaj
ellos acumulan solutos compatibles para reemplazar al potasio
{ Higgins, et al., 1987 ).

Una variedad de solutos compatibles, incluyendo azitcares, san
acumulados principal o exclusivamente,en el citoplasma por
diferentes especies. Probablemente 1la mayorfa de los solutos
compatibles universalmente adop tados SOn los aminoicidos
N-sustituibles, particularmente glicina hetaina v prolina
{Higqins et al.,1%987).Por ejenplo, la osmotolerancia de ciertas
variedades de cebada y otras cosechas esti frecuentemente
asociadas con la habilidad para acumular altas concentraciones de
glicina betaina. Existen muchas otras evidencias que correlacionan
el incremento en la acumulacidn de glicina betaima ¢ prolina en
plantas superiores evolutivamente diversas con el incremento en la
cancentracidén de NaCl ( Le Rudulier et al.,1%984 ).

Se han producido suficientes evidencias para demostrar que la
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acumulacidn de estos osmoprotectores es de valor adaptativo. més
que un reflejo de dafMo metabélico, esto porque su  acumulacién es
inmediata al efecto de estrés, previniendo de ésta manera que $é
presente un daffo irreversible en las células; mas no se empieza
a acumular cuando el dafta ya se ha presentado. Por otro lado, no
se ha encontrado una relacidén entre la resistencia a sequfa vy
potencial de acumulacidn de prolina, aunque s{ se ha encontrado
esta relaciédn en el caso de glicina betaina (¢ Brumet y Hanson,
1986 ).

Como propiedades especiales, ambos, glicina betaina y prolina
son extremadamente solubles en agua ( respectivamente: 157gr/100ml
de agua a 19 °c y 162 gr/100ml a 25 °c y son dipolares sin carga
neta a pH fisioldgico ( Wyn Jones y Pollard, 1982 ).

Estos solutos no sdlo actuan como solutos osmesticos en el
volumen de aqua del citoplasma, sino que Lambién pueden contribuir
a una estabilidad macromolecular, lo cual lleva al mantenimiento
de la integridad metabdlica, llegando a ser importante en adicién
a algun requerimiento especi fico para la regulacidén del volumen

y/& la presidn celular ( Wyn Jones y Pollard, 1982 ).
1.82 GurciNa seTAfnNA.

t.a glicina betalna es un derivado trimetilado del amincicido
glicina, con 1los tres grupos metile adheridos al  nitrdgeno
(NyN,N-trimetilglicina)., Es un compuesto que se acumula en las
células de un amplio rango de especies vegetales en respuesta a

estrés hidrico o salino. Por ejemplo, en trigo, cebada, arroz
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(Hanson y Scott, 1980; Wyn Jones y Storey, 19813 Coughlan y Wyn
Jones, 1982 ) vy wotras especies, la glicina betafna se ha
encontrado en concentraciones relativas de 1-2 pymol g_1 de peso
fresco. Esta concentracidn se incrementa 2-3 veces cuando se
somete a la planta a estrés hidrico & salino. Este componente
se encuentra también en varias especies halé&fitas, especialmente
miembros de las quenopodiaceae, a concentraciones de 10-100umol
g_1 de pesa fresco dentro de condiciones salinas (Wyn .Jones and
Storey, 1781).

Se ha propuesta que la acumulacién de éste compuesto en las
especies vegetales es de gran importancia en la respussta al
estrés porque tiene un significado adaptativa ., Se propone
también que actia como un osmdtice na térico localizado
preferencialmente &n eI citoplasma y en el cloroplasta, donde
puede actuar como wun protector de enzimas {(Wyn Jones y
Storey, 19815 Robinson, 19843 Grumet y Hanson, 19846 ), en la
caompartamentalizacién de idnes ( Ahmad et al., 1987 ), en la
estabilizacidén de membranas ( Jolivet, 1982 ) y en la replicacidn
del ADN a nivel bacteriano ( Meury, 1988 ).

La via de sintesis de glicina betafina ha sido estudiada en dos
tipos de plantas C-3 ( Hitz et al.,1981; Ceoughlan y UWyn Jones,
1982 ) una quenopodiacea y la otra graminea.

La P-colina que es oxidada a betafinaldehido y posteriormente a
glicina betaina, proviene de serina fotorrespiratoria en las
quanopodiaceas ( Coughlan y Wyn Jones, 1982 ). En las gramineas
proviene de la degradacidén de fosfolipidos ( Hanson y Rhodes,

1983; Mcbonnell y Wyn Jones, 1788 ). La oxidacién de la P-colina
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~P

se lleva a cabo en el cloroplasto ¢ Hanson y Scott, 1980 ) y es
influenciada por la luz ; de ah{ es exportada al citoplasma donde
'
se acumula. Se ha encontrado una isoenzima de la reaccién de
betafnaldehido a glicina betafina en el citoplasma ( Weigel vy
Hanson, 1988 ) pero la mayor parte de la s{ntesis se di en el
cloroplasto.
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1.7) Daflo Causabo POR SarINIDaD.

El daRo causado a las plantas por salinidad puede ser osmético,
téxico o nutricienal.

El efecto osmético 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 la fotosintesis
{ Poljakaff- Mayber, 1982 ).

Estas alteraciones pueden resultar ya sea por dificultad en la
toma de agua y transporte dentro de la planta o por efectos
téxicos cavsados por exceso de iones minerales ( Poljakoff-Mayber,
1982 ).

lLa salinidad afecta en algunas plantas enzimas respiratarias.
Estimula el consumo de ox{gena. Otros reportes indican que el
aumento de componentes fosforilados decrece debido a salinidad, y
que se da una depresion de la fosforilacidn oxidativa
{ Poljakoff-Mayber, 1982 ).

La propia fosforilacidn puede ser afectada 6 la actividad de
ATPasa, & algunos otros mecanismos relacionados con ATP pueden ser
estimulados o inhibidos por salinidad. Los cambios en la actividad

de ATPasa estan conectados aparentemente con la toma de idnes y
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ésto con la adaptacién osmética ( Poljakoff-Mayer, 1982 ).

Contrarrestando estos efectos osmdticos por adaptacidn osmética
de la planta, se involucrarf{a una excesiva acumulacidn de iones, &
sintesis de otros osmolitas ( sustancia con actividad quimica que
contribuye a la osmolaridad interna de las células ), y de este
modo es dificil diferenciar los efectos téxicos de la acumulacidn
de iones.

En general, el daffo causado a plantas superiores por salinidad
se manifiesta en muchas vias y afecta el balance y metabolismo
del agua y hormonas, as{ como también cambios estructurales
( Poljakoff-Mayber, 1982 ).

Una comparacién de los diferentes efectos de salinidad sobre
glicofitas y haléfitas da la impresién de que hay alguna similitud
en la respuesta de ambos grupos de plantas, pero en haldfitas, 1la
mayorf{a de los efectes t{picos aparecen a mucho mis altas
concentraciones de salinidad que en glicéfitas ( Poljakoff-Mayber,
1982 ).

La acumulacién de solutos en células vegetales es un aspecto
nutricional éeneral. Sin embargo, la acumulacién de solutos
inorganicos puede inducir un desequilibrio interno entre les
varios .iones nutricionales necesarios como una manifestacidén de
signos de deficiencia. Metabolicamente éstos efectos pueden ser
considerados téxicos en la naturaleza ( Polijakoff-Mayber, 1982 ).

La interaccién entre sodio v calcio ba sidao extensamente
investigada. Uno de los puntos estudiados ha sido el papel del
calcio en el transporte selectivo de cationes, espec{ficamente

potasio en células vegetales (Kent y Lauchli, 1985; Ben-Hayyim,
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1987 ).

Cramer y sus colaboradores ( 1985, 1984 ) han demostrado gue uno
de los problemas que se presentan en las células sometidas a
estrés salino, es que el sodio desplaza al calcio asociado a la
membrana celular, alterando la estabilidad e integridad de la
misma. Por otro lado, se sabe que la relacién 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 gque 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 inhibicidn del crecimiento en condiciones salinas puede
explicarse entonces debido a :

1) ‘Utilizacién de fotosintatos no para crecer, sino para
osmorregulacidn.

2) Desviacién de la energfia derivada de la respiracién para
s{ntesis de osmolitos orgidnicaos 6 para el mantenimiento de los
mecanismos de toma de iones, & para la necesidad de reparar daRfos
causados por los eventos celulares inusuales.

3) Dafle a las protefnas enzimiticas expuestas a los bajos
patenciales de agua y a la relativaalta concentracidn de iones, y;
cierre parcial de estdmas e interferencia con la toma de COz

( Poljakoff-Mayber, 1982 ).
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1.8) ADAPTACION OSMOTICA Y COMPARTAMENTALIZACION EN e

CONDICIONES SALINAS,

El efecto adverso de bajo potencial de agua externo puede ser
remediado por toma de electrolitos ya sea en la vacuola & en el
citoplasma, pero esta toma crea daflc por exceso de iones
( valenzuela,E., 1989 ).

Por tanto, las posibles adaptaciones var{an entre la exclusidén
de sodio y cloro o bién la rapida toma de esos iones para usarlos
como solutos idnicos principales en las células (Greenway y Munns,
1980 ).

Dentro de condiciones naturales, cuando el potencial de agua
del medio de 12 raiz decrece y la planta usualmente responde con
un decremento en su potencial de agua; esto es usualmente
considerado como una adaptacién osmética que le permite mantener
el gradiente de potencial de agua y una adecuada turgencia. El
mantenimiento de la turgencia es una condicidén abligatoria para el
crecimiento de la planta. Hay aparentemente un nivel critico de
presién de turgencia por abajo del cual 1la extensién del
crecimiento es imposible. Por lo tanto, alguna disminucidn en la
turgencia debido a salinidad, es responsable de inducir inhibicidn
del crecimiento ( Valenzuela,E., 1989 ).

La adaptacién osmérica mantiene 1la turgencia, as{ que un

decremento en el potancial de agua del tejido noc @s necesariamente

sacaompaffado por un decremento en el contenido relativo de agua

( Poljakoff-Mayber, 1982 ).
Son usualmente las haléfitas las que mantienen el gradiente de

toma de agua por acumulacidén de jones. La inhabilidad de las
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glicdfitas para adaptarse. .osméticamente. dentro.. de.  condiciones
salinas, es a veces atribuida a su incapacidad pa}a acumular
suficientes iones para contrarrestar los del ambiente externo. E)
sodio y el potasio son los dos principales cationes responsables
para la adaptacién osmética en éstas haldfitas ( Pol jakoff-Mayber,
1982 ).

Una alta concentracidn de éstos iones inhibirfa fuertemente la

mayoria de las reacciones enzimiticas. 8Sin embargo, como las
reacciones enzimdtica contindgan en el citoplasma, fue hipotetizado
que la compartamentalizacién de los iones denti'o de la célula
prevendria la exposicidén de las enzimas a éstos efectos téxicos
¢ Pol jakoff-Mayber, 1982 ). -
La mayorfa del sodio esti aparentemente localizado en la vacuola,
la que caonstituye aproximadamente el B80%Z del volumen celular,
mientras quevel potasio es mis abundante en el citoplasma. Sin
embargo, la osmorregulacién en el citoplasma cuando la
concentracién de electrolitos es menor que en la vacuola, se cree
es alcanzada principalmente por incremento en la concentracidén de
solutos orginicos, espec{ficamente glicina betaina (Storey y Wyn
Jones, 1975; Grieve y maas, 1984), prolina ( Lone et al., 1987) vy
sacarasa (Perry et al., 1987).

En varios sistemas vegetales se ha demostrado que el efecto
diferencial de altas concentraciones de Nafll oesti parcialmente
relacionado con 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, 19865 Ben~Hayyim et al. 1987 ).
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1.9) AparraciOn Osmbrica EN EstrEs Hiprico.

A lo largo del desarrollo evolutivo, las plantas han
desarrollado una gran cantidad de estrategias adaptativas para
sobrevivir en escasez de aguaj ésto ha trafdo coma consecuencia
que muchas especies vegetales requlen su metabolismo y fisiologi{a
de diversas maneras en funcién de la cantidad de agua disponible.

Se ha propuesto que las plantas, al perder agua, sufren un
cambio en su potencial hidrico ( éste se hace mis negativo ), y
como consecuencia a dicho cambio, se dispara una serie de
mecanismos que le permiten evitar que siga perdiendo mas agua.
Algunos de esos mecanismos que se han propuesto son : la toma de
iones tales como sodio y potasio y la sintesis y acumulacién de
solutos orginicos tales como glicina betaina, prolina, azdcares,
malato, citrato y oxalato. Con estas estrategias la célula vegetal
aumenta su potencial osmdtico ( lo hace mds negativo ) con lo que
impide mayor pérdida de agua. De esta manera le es posible a 1la
célula mantener la turgencia y sobrevivir ( GBGreenway y Munss,

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

Hiplress
Las hipétesis planteadas en el siguiente trabajo consisten en
determinar si el polietilen glicol ( PEG ) y el NaCl inhiben el
crecimiento de células en suspensidn de Bouvardia ternifolia, y de
ser as{, establecer si en presencia de glicina betaina se libera a

las células de ésta inhibicidn 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 construccién de sistemas
o modelos experimentales con mayores posibilidades de control.
Tales sistemas son de gran ayuda para realizar estudios, por

ejemplo, de fisiologf{a, genética, bioquifmica y biologfa molecular.

Algunas de las caracter{sticas 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 as{ las variaciones del clima
y del suelo, ademis de que se cultivan asépticamente, eliminindose
los problemas asociados por contaminacidn con microorganismos.
Ademis proporcionan material abundante y mis homogéneo durante

todo el afio sin depender de ciclos ecoldgicos, etc.

Caracteri{sticas como las antes mencionadas se presentan en el
cultivo de tejidos de Bouwvardia ternifolia (establecido por
Fernidndez,S.B.L. 1979 ), por lo que se tomé como sistema
experimental para el estudio del efecto de la glicina
betaina sobre el crecimiento de tejidos vegetales en condiciones
de estrés hidrico y salino.

Se ba determinado que este compuesto puede ser capaz de
solvatar a protefnas y membranas que de otro modo sufrirf{an por la
pérdida de agua o por la presencia excesiva de idnes
( Higgins,C.F. et al., 1987 ).

Par otro lado, se ha determinado que algunas enterobacterias

utilizan la glicina betaina de un modo mis especifico. En estos

21



casos parece que tiene un efecto sobre la div(sibn éeluléhl‘
probablemente liberands la inhibicién por estr#s de ,la-.actividép

de ADN palimerasa ( Meury, 1988 ).
IX. Qpierrivos

A partir de las anteriores evidencias, se plantean los

siguientes objetivos :

1) Determinar la curva control de crecimiento de Bouvardia

terntifolia en medio MS ( Murashige y Skoog, 1962 ).

23 Establecer las caoncentraciagnes adecuadas de PEG (estrés
hidrico) y NaCl ( estréds salino ) para lograr una inhibicién del
crecimiento que pudiera servir de base para el resto de 1los

experimentas.

3) Determinar si la glicina betaina libera del estrds a las
céHlulas en Suspensidn y a qué concentracién 1o hace mis

eficientemente.

4) Determinar cual es el nivel al que actda la glicina

betaina.
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3.1

3.2

3.3)

3.4)

Los reactivos utilizados para la preparacién de los

III. MATERIALES Y METODOS

A ) HaTERIALES.

€l material bioldgico utilizado fueron semillas de
ternt folia.

Material de vidrio

Equipo :

Estufa con agitador magnético.

Campana de flujo laminar.

Potencidmetro.

Balanza analf{tica.

Micropipetas ( 0-20u1 y 950-250ul1 J.
Autoclave.

Centri fuga.

Contador de centelleo.

Camara de crecimiento a 28°C.

Plataforma de agitacién constante a 100 rpm.
Refrigerador a -70%.

Sistema Millipare.

Reactivos.

Bowvardia

Acido tricloroacético (TCA), etanocl, hipoclorito de sodiog,

320, %c-sorbitol, *H-timidina, > S-metionina , glicina

polietilen glicol peso molecular &000 (PEG).

cultivo se muestran en el siguiente cuadro ¢
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cuadro # 1

MEDIO BASAL ( MURASHIOE AND SKOOG {po2 )

COMPUESTO CONCE;;Y;?CXQN
Cloruroc de Calcio ¢ Ca Clz.2Hz0 ) 440. 000
Nitrato de Amonio ( NH¢ MO3 > 1650. 000
Nitrato de Potasio ¢ KNO3 ) 1800. 000
Yoduro de Potasio ¢ KI ) 0. 830
Cloruro de Cobalto ¢ CoClz GHzO ) 0. 025
Fosfato de Potasio ¢ KH2PO« ) 170. 000
Acido Bérico € HaBOs > 6. 200
Molibdato de Sodio C NazMoOs.2Hz0 ) 0. 250
Sulfato de Hagnesio C MgSO4.7Hz0 ) 370. 000
Sulfato de Manganeso ( MnSOe.Hz20 ) 16. 800
Sulfato de Cobre ( CuSQO«.SHz0 ) 0. 025
Sulfato de Zinc € Z2nSO4.7HzO D 8. 600
Sulfateo de Fierro ( FeSO4.7HzO D 27.800
E.D. T. A. (2Nad 37.300
Mio-Inositol 100, 000
Acido Nicotinico 0.500
Tiamina HCl 0.100
Piridoxina HCl 0. 500
Glicina 2. 000
Sacarosa 30000. 000
Agar C.8%

pH = 5.8




Los Fitorreguladores Utilizados Fueron :

CH,~CODH

AcIDo 2, 4~ DICLOROFENOXIACETICO

CINETINA ( B-“FURFURILAMINOPURINA 2
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Para evitar la precipitacidn de sales, es recomendable = aMadir
las soluciones en el orden indicade a un voldmen de agua
determinado ( a un valdmen al que sumada el de todas las

soluciones casi se llegue al voldmen final requerido ).
B ) Meronos.
3.9) Preparacidn de los medios de cultivo.

A un voldmen de¢ aqua determinado, se le agregaron las
solucionas nutritivas en el ordén antes indicado ( wmanteniendose
en agitacidn constante al ir agregandolas para tener una wmezcla
homogénea ). Después se affadid la sacarosa y los fitorreguladores
al control; para el caso de los tratamientos se agregd ademis PEG
y glivina betafina, ajustandose posteriormente el pH 2 5.9 con
solucidn de NaOH O0.1N ( en ocasiones as necesario ajustar can  HC)

O0.1N ). Después se aford al volumen requerido.

3.5.1) Para’ la germinacién de las semillas e induccidn de callo
as necesario utilizar medio sdlide M-S sin  fitorrequladores, por
lo que se le aRadidé agar al 0.84 y se calentd agitando
constantemente hasta que se disolvié y el medio se tarnd
transparente. El medio se colocd en frascos de vidric pequefios de

boca ancha con 25ml de medio cada uno.

3.5.2 } Para el establecimisnto del cultivo en suspensidn, el

medio sin agar se distribuyd en matraces Erlenmeyer de 125m1  con
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25ml de medio por matriz.
Tanto los frascos de vidrio como los matraces se tapardn con
papel alumunio y se reforzardn con ligas de hdle. Ambos se

esterilizarén en autoclave a 120 °C durante 1S minutos.

3.6 ) Esterilizacidn y siembra de las semillas de Bouvardia

ternifolia ( Fernindez,L., 1979 ).

a) Las semillas san lavadas en agua corriente Cduarante 30
minutos.

b) Se colecan en etanol al 70% durante 1 minuto.

c) Se elimina el etanol y se lava 2 veces con agua destilada
estéril.

d) Se esterilizan las semillas en una solucién de hipoclorito de
sodio al 10%Z durante 10 minutos.

e) El hipocloritc es eliminado con cuatro lavadas en agua
estéril.

f) Se sembraron en medio MS ( sin fitorreguladores ) en
condiciones estériles para su germinacidn.

3.7.) Induccién de Callo de Bouvardia ternifolia.

El medio utilizado fue el MS basal (cuadro #1 ) aRadiendo 1mg/1}
de 2,4-D y 0.005mg/l1 de cinetina como fitarreguladores (
Fernindez, F.,1979 ).

La induccién se realizéd a partir de fracciones de hoja
obtenidas de plantulas originadas de la germinacién de las
semillas de Bouvardia ternifolta en condiciones estériles.

ta hoja se secciond transversalmente y se colocd en el pedio de
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induccidén de tal forma que la parte donde se realizé el corte este
en contacto con el medio de cultivo. Se incuban en el cuarto de
crecimiento a 26 °C y luz contfnua durante un perfodo de 3 a A
semanas.

3.8.) Establecimiento del cultivo de células en suspensidén.

Los callos mas friables fueron los seleccionados para iniciar
el cultivo en suspensidn, ya que tienden a disgregarse mas
facilmente. El medio de induccidén de callo y el medio de
mantenimiento en cultive en suspensién llevan las mismas
concentraciones de sales, vitaminas y fitorrequladores.

El medio que se utilizé fue el M5 liquido con img/l de 2,4-D vy
0.005mqg/1 de cinetina.

Para la iniciacidén del cultive se partid de 0.7-igr de callo
friable, disgregandelo lo mis posible dentre de un matraz
Erlenmeyer de 125ml con 25ml de medio liquido, incubindolo después
en una plataforma de agitacién rotacional a 100rpm, 26 °c y en la
obscuridad.

Después de 14 a 16 dias de incubacidn se alcanzd la fase
estacionaria de crecimiento, y se resembré en medio nueve cada 10
dias para propédsitos de mantenimiento, pues la viabilidad empieza
a disminuir al acercarse a dicha fase.

Al indcular inicialmente las células en  suspensién  para
determinar las curvas de crecimiento, se midid el paquete de
voldamen celular ( PVC ) por cada 10 ml para tener este dato como
referencia para que al realizar los experimentos, siempre se
empieze con un paquete igual de células en todos los casos.

Para el inicio de 1las curvas de crecimiento {( control vy
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tratamientos ), se prepararén 30 matraces de 125m1 con 2S5ml de
medio los cuales se inocularén con 0.6ml de células empaquetadas
por cada 10ml de medio l{quido. Se muestred los dfas
2,84,6,7,8,9,10,12,14 y 16 con 3 repeticiones para cada muestra,
determinando @1 peso seco y PVC.

Después de haber determinado la curva normal de crecimienta, se
procedid a establecer el cultivo en condiciones de estrés hi{drico
y salino en donde la inhibicién del crecimiento en dichas
condiciones fuera clara pero no severa. Para tales propésitos, se
utilizaron 3 concentraciones de palietilen glicol como estresante
hidrico ( 10, 15 y 25 %Z ), y 2 concentraciones de NaCl ( 150 y
300 mM ).

Esto nos llevarfa a seleccionar una concentracidn de PEG y otra
de NaCl que estuviera inhibiendo el crecimiento claramente en
camparacidén con la curva normal.

En el siguiente paso se determind el efecto de la glicina
betaf{na sobre éstas condiciones de estrés, probindoce para tales
fines 3 concentraciones de esta molécula ( 1, 10 y SOmM ), de las
cuales se seleccionarf{a la que liberira mis eficientemente del
estrés impuesto ( se interpretarf{a como una liberacidn del estrés

la reanudacidén del crecimiento ).

3.9.) Pardmetros de crecimiento para el cultivo en suspensién
de Bouvardia terntfolia.

Los pardmetros utilizados tanto para el control como para los
tratamientos fueron los siguientes :

a) Peso Seco.

29



b) - Porcentaje de paquete de volimen celular ( éVC ).
e} Volumen célulav ( por diferencia en 1la toma de aHzD /,
- **c-sorbitol ) ( Dracup,M., et al., 1986 ; Gibss,J.,et al.,
1989 ).
d) Sf{ntesis de ADN con “H-timidina.
e) Sintesis de protefnas con Pg-metionina.

f) Determinacidn de protefina total por el método de Lowry.

3.9.1 ) La determinacidn del peso seco es una medida adecuada
del crecimiento y una manera de evaluarlo es la siguiente : se
téma una alicuota de 10ml de células en suspensidén; se filtran a
vacio scbre un papel filtro bién seco previamente pesado (peso
inicial )jse lavan ripidamente con agua destilada y se ponen a
secar en una estifa a &0°C durante 24 horas hasta obtener un peso
constante (peso final). E1 peso final menos el peso inicial,

corresponde al peso seco total del tejido.

3.9.2) E1 %ZPVC se obtiene colocando una alf{cuota de (Oml de
células en suspensién dentro de un tubo de centr{fuga graduado de
1Sml, y centrifugando a 2000 rpm durante 10 minutos. El paquete de
células se reporta en porcentaje. Este paquete puede ser utilizado

también para la determinacidn de peso seco.

3.9.3 ) La determinacién del voldmen celular se llevd a cabo por
la diferencia en la toma de “Hz0/'‘C-sorbitol.
a) Se tomaron 10ml de células en suspensidn.

b) Se centrifugd a 2000 trpm durante 10 minutos.



c)

d)

e)
1)
9)

h)

i)

i}

3.

Se descartsd el sobrenadante.

Al paquete obtenido se le affadié 20 y Me-sorbitol dilufde
en 4ml de medio MS &6 MS + PEG y MS + PEG + GB.,

Se resuspendid y se agitd constantemente durante 10 minutos.
Se centrifugd a 2000 rpm durante 10 minutos.

Se elimind el sobrenadante lo mis posible.

El paquete celular se coangelda —70°C durante 15 minutos
y se descongeld después a mis o menos 3ODC { repetir por lo
menos 3 veces para romper bién las células ).

Se centrifugd a 2000 rpm durante 10 minutos.

Se tamaron 50ul 6 100yl de sobrenadante y se colocaron en  un
vial con 2.5m1 de li{quido de centelleno y después de 30
minutos se determinaron las CPM en un contador de centellec

durante 2 minutos.

9.4 ) y 3.9.5 ) La determinacién de sf{ntesis de ADN y

Protefnas, se realizd en condiciones estériles affadiendo 0.5uCi/ml

de *H-timidina y 1uCi/ml de

as s N
S-metionina en un matridz con células

en suspensién.

a)

b)

c)

d)
e)

f)

Se incubd a 26 °C durante 4 dias después de agregar la
reactividad.

Se tomad un mililitro de muestra cada 12 horas.

Se congeld a —-70 °C durante 15 minutos y se descongeld a 30
°C por lo menos 3 veces ( agitando en vortex cada vez ),

Se agregaron Sml de TCA frio al 20%.

Se agitd y se dejé reposar en hiele 1 hora.

Se filtrd en un sistema Millipore con membranas de fibra de
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Q)

h)

i)

i

k)

3.9.

vidrio.

Se lavé con abundante TCA al 20%.

Enseqguida se lavé con etanol.

Se dejaron secar las membranas de fibra de vidrio frente a
una lampara

Después de que se secaron, se caolacaron en un vial y se
les agregé 2.Sml de liquido de centelleo.

Se leyd en el contador de centelleo durante 2 minutos.

6.) La determinacién de protefna total se realizé por el

método de Lowry ( Lowry et al., 1951 ) wutilizando albdmina

cérica bovina como patrén.

a)

b

c)

d)

&)

1)

h)

Se tomaron S5 ml de células en suspensidn.

Se lavaron las muestras que contenian PEG con media MS para
evitar su interferaencia en la lectura.

Las células se rompieron con el politrén.

Se tomé una alfcuota de 100 uly se llevé a 1ml con agua
destilada.

Al mililitro de muestra se le agreqo iml de aqua, 1ml de
reactivo A ( mezcla 1:1 de CTC, SDS, NaOH y agua destilada).
Se incubd 10 minutos a temperatura ambiente.

Se le agregc 0.5 ml de reactivo B ( mezcla 1:6 de
folin-ciocalteus con agua destilada ).

Se incubo durante 30 minutos a temperatura ambiente para leer

después en el espectrofotdmetro a 750nm.
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MATERIAL Y METODO

CEruLas en susPENSION ( MS )

Arfcuora C 10 nL )

xXpPvC

PESOQ SECO

Curvas con NaCo Curva contrOL ¢ MS ) Curvas conN PEG
150uM 300uM 10x 15% 25%
\+ )
Gricina BETAINA GriciNa BETAENA
1uM 10uM S0uM 1mM 10uM SOMM

E]
SInTESIS DE DNA con "H-TiMipINA
23,
SINTESIS DE PROTEINAS CON  S-METIONINA
a 14
VOLUMEN CELULAR CON H20 / C-SORBITOL

PROTEINAS TOTALES POR LOWRY
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_CELuLAS EN. SUSPENSION

Mepro NorRmAL C MS )°
CRECIMIENTO

CuarTto pfa

C CenrtriFucaciOn )

NN

ContrOL + G.B. PEGC25X

PEGC25%X) + G.B.
\ Y /

C Sk pETERMING cApa 24 HORAS EN un perfopbo oE 4 4 8 pfas D

2 14
VoLuseEN CeLULAR Por DIFERENCIA "H20 / C-Sonrsiron

C Se orTErRMING capa 24 HORAS EN uN rerfopo bE « A o plasd)

3
SInTESIs pE DNA coN H-TiMIDINA

¢ SE pETERMING capa 12 HORAS EN uN pERIODO DE 4 A 8 nfas )

SINTESIS DE PROTEINAS

as
CON  S—METIONINA
C St pETERMING cADA 12 HORAS EN

un peRfopo pE ¢ A 8 pias D

Sintesis pe rroTEInAs TOTALEZD

POR EL METODO pE Lowny
¢ SE pETERMING CaDA 24 MORAS EN

un rERIOPO DE 4 A @ pias)
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IY.Y) RESULTADOS.

Todos los resultados ( promedios y error estandar ) de las
figuras que a continuacién se presentan, se encuentran al
final de la seccién de resultados.
4.1)Curva control de crecimiento en cultivo en suspensién.

A partir de las secciones de hoja, se generd un callo bastante
friable, el cual fue transferido a medio liquido para el
establecimiento de un cultivo en suspensién. Se determiné su
curva de crecimiento con un indculo inicial de 0.6 PVYC/10ml de
células en suspensién alcanzindose la fase estacionaria a los 16
dfas después del indéculo, tomando como parimetros de crecimiento

el 7PVC y peso seco. Figuras 1<{a) y 1(b).

4.2) Curvas de crecimiento en condiciones de estrés hidrico.
Establecida la curva de crecimiento en condiciones normales,
se procedidé a determinar el crecimiento en condiciones de estrés
hidrico. Como se desconocia la concentracién de PEE d4ptima para
trabajar, es decir, la concentracidn en la cual se inhibirfa el
crecimiento, pero que no fuera tan dristico como para daffar
irreversiblemente a las células, se probé el efecto de 3
concentraciones distintas de PEG 4000, 10, 15 y 25 %.
A partir de ésto se obtuvieron algunos datos inesperados, el 10
y 15% de PEG en vezr de producir una inhibicidén estimuléd el
crecimiento adn par encima del control. Sin embargo, cuando se
affadié PEG 25 %, el crecimiento se abatié hasta permanecer
constante; por lo tanto, esta concentracidn fue la elegida para la

realizaciédn de posteriores experimentos. Figuras 2(a) y 2(b).
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CURVA DE CRECIMIENTO DE B.ternifolia
EN CELULAS EN SUSPENSION

X € PACLETE CE VOUMEN CELLLAR

Figura 1(a)

CURVA DE CRECIMIENTO DE B.ternifolia
EN CELULAS EN SUSPENSION.
w0r

al

FESD SETO {mg/rl)

TEWPO (DIUS)

Figura 1{(b)

Fig. Ty y ub. cinéticag realizadas con célulan on
suspensidn do hoja de Bouvardia ternifolia on medio us con
z,4-p_ uppm y cinatina (0. 0OSppm) como fitorreguladores. s@ incubd

a 26 ¢ on la obacuridad con agitacidn rotacional constante.
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EFECTO DE PEG SOBRE EL PESO SECO
DE Bouvardia terunifolia

4

PESD SECO (mg/rl)

] 2 4 L] 8 10 12 4 16

TEFO (XAS)

Figura 2(a).

EFECTO DE PEG SOBRE EL % PVC
DE Bouvardia ternifolia.

0, pomare—
NORMAL
3 o o
PEG 10X
40| R
FEG 15
X —pa——
8 PeG 25%
E !
W 10
"
o 2 4 6 8 10 12 14 18
TEWPO (DAS)
Figura 2(h)

Fly. 2y oy 2L clnélicas  realizodas con células en
suspensién de Bouvardia ternifolia en medic de cultivo Yo en
presancia de polietilen glicol <« 10, 15 Y Zz3% Q) come eutreaanie
hidrico. EL mantenimiento fue on obscuridad a 20 C y on agitacidn

rotacional constante. Cada punto es ol promedio de 2 repaticiones.



4.3) curvas de crecimiento en condiciones de estrés salino.

Nuevamente, tomando como pardmetros de crecimiento al Z%ZPVC y
pesn seco, se probaron 2 concentraciones de NaCl, 150 y 300mM, con
el fin de seleccionar aquella que disminuyera el crecimiento pero
sin daffar severamente al cultivo; ver figuras 3I(a) y 3I(b). Se
observd que a 300mM de NaC1l el peso seco disminuyé
considerablemente, tendiendo a hacerlo cada vez mis conforme al
transcurso del tiempo; algo parecido pero no  tan marcado  se
presentd también con respecto al porcentaje de paquete de voltmen
celular. Por lo tanto el comportamiento de las curvas de
crecimiento sirvieron para interpretar que las células con  300mM
de NaCl no estaban creciendo e inclusive padrian estar tendiendo a
morir y disminuir considerablemente su poblacidén, lo que influirfa
definitivamente sobre el efecto real que pudiera tener la glicina

heta{na saobre dicho cultivo.

Al final dgl experimento, la concentracidén elegida para probar
sobre ella el efecto de glicina betaina fue de 150mM, esto porque
basandose en las curvas de crecimiento, se vefa que su crecimiento
disminuia con respecto a la curva control, pero sin embargo habfa

una tendencia a seguir creciendoa.
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4.4.) Efecto de glicina betaina sobre cultivos sometidos a estrés

hidrico y salino.

Después de haber establecido las concentraciones de PEG y NaCl
con las cuales inducir un efecto de estrés, el paso siguiente y
mAs importante fue el determinar el efecto que pudiera tener la

glicina betafina sabre estas condiciaones.

Inicialmente, fue necesario manejar tres tratamientos con
diferentes concentraciones de glicina betafna ( t, 10 y SOmM )
para establecer cual de ellas liberaba mis eficientemente del
estrés impuesto a las células, tomando como criterio la
reanudacidén del crecimiento en base a los pardmetros de- “ZPVC y

peso seco.

Estos experimentos os mostraron que en condiciones de estrés
hf{drico, la glicina betafina tiene mayor efecto conform:2 la
concentracién es mis baja. Figuras 4 (a) y 4 (b,

Respecto al estrés salino, hay una wmayor liberacién del
crecimiento a medida que la concentracién de glicina betafna se

aumenta. Figuras S5 (a) y S (bh).
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EFECTO DE NaCl SOBRE EL PESO SECO
DE B.ternifolia

PESD SELO (gl

TEOFO PUS)
Figura 3(a)

EFECTO DE NaCl SOBRE EL % PVC
DE B.ternifolia

presm——
HORMAL
e
HoCRS0Ted
R und
NaCIX0rrdd
-4
g
-]
13
Figura 3 (b)
cindlicas  de crecimiento de cdlulos &n suspensidn do
Bouwvardia ternifolta obleridas a pariir da hojo. sometidas a
condiciones salinas con  NaCt  t50mM. Las condiciones da crecimionto
fueron on obecuridad con agitactdn rotacionat conatante a 26 €.

Cada punto corresponde al promedioc de lres repeticiones.



EFECTO DE GLICINA BETAINA SOBRE EL PESO
SECO EN ESTRES HIDRICO ( PEG 25% )

wor

PESD S0 ( mg/mi )

TE£0 (DAS)

Figura 4(a}

EFECTO DE GLICINA BETAINA SOBRE EL 7ZPVC
EN ESTRES HIDRICO ( PEG 25% )

D

% [E PACUETE DE VOLIMEN GLULAR
-
S
)

TEHO (AS)
Figura 4 (h)

Fig. sta) y  atb. paterminacidn dot ofocto de glcina bataina

sobre la cindlica de crecimionto do células en sugpenaidn do
Bouvardtia ternifolia en condicionow de outréu hidrico causado
porzss de PEC, Se incubaron a 26 C an obacuridad con agitacién

rolacional condtante, Cada punto es el promaedic de B repsticionss.

41



EFECTO DE GLICINA BETAINA SOBRE EL ‘PESO
SECO EN SALINIDAD (NaCl 150mM)

PESD S0 ( mg/mt )
S
T

Fiqura 5 (a)

EFECTO DE GLICINA BETAINA SOBRE EL
% PVC EN CONDICIONES SALINAS

2r —————
HoQ) 130kd
[
[~ BT
et
C8 10t
——
E G o
a
-]
"
o
0 2 0 s 8 10 12 M 18
TEMPO (DUS)
Figura 3 (b)

Fig. 3w y S, Influencia deo la glicina betaf na sobre el
crecimiento de células en suspensidn de Bouvardia ternt folia on
condiciones salinaa (Nacl 1SomM) durante 16 dias. £l cultive v
mantuve @ 2o C an obscuridad con agitacidn rotacional conctante.

cada puntc es el promedic de 3 repeticiones.
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Comparando ambos tratamientos, uno se puede dar cuenta
claramente en éste caso, que se trata de dos fendmenos auy
distintos, y que asi mismo los mecanismos de accidn de la glicina
betaina son también diferentes.

En el primer caso, la glicina betalna probablemente esté
actuando de una manera mis especifica, y su efecto no sea
puramente osmético. Esto lo podemas deducir de la relativamente
pequefia concentracidn de glicina betaina ( imM )a la que libera
mis eficientemente del estrés a las células, por lo que no podria
conteribuir grandemente como un osmalito para regular el potencial
asmético interno y proteger a la célula, ésto debido a que para
tal regulacién, lo importante para la célula es g1 ndmero de
moldculas argdnicas o no orgénicas pero que estén cantribuyendo a
un ajuste osmdtico en el interior celular.

Sobre salinidad, la glicina batai{na ests actuanda
preferentemente como un osmorregulador, debido a que contrarcesta
mas eficientemente el estrés canforme se incramenta su
concentracidn, cosa que no ocurre en el caso de estrés hidrica.

Recordando los abjetivos planteados, hasta aqul podemos deducir
que la glicina bhetaina tiene un efecto osmdtico saobre estrés
salino, por lo que nuestra pregunta gueda resuelta con respecto a
éste fendmeno. Sin embarga, su efecto sobre estrés hidrica todavia
na queda bién claro, paor lo que se realizaron una serie de

experimentas en donde se obtuvieron los siguientes resultados:
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4.5 ) SinTEsis dE ADN (SH—tIMIDlNA) Y PROTEINAS (355—m5710N:~A }.

Basandose en los datos de la curva control de crecimiento, sé
determind que a partir del cuarto dfa, la fase exponencial de
crecimiento se iniciaba y que en éste momento debfa de iniciarse
la determinacidn de s{ntesis de ADN, utilizando come marcador 1la
incorporacién de *H-Timidina. Esto debido a que en dicha fase la
divisidén celular y por lo tanto la s{ntesis de ADN es mis activa.

Después de iniciar el cultivo tanto wi el control como en los
tratamientos, se dejé crecer a las células. Al cuarto dia se
afadié la al‘*l--‘rimidiné, y se determind la marca cada 12 horas hasta
el octavo dfa ( 4,5,6,7 y 8B dia ). Esto produjo resultados
inesperados. La s{ntesis de DNA fu® mayor en los tratamientos
estresados con PEG 25% y PEG+GB que en el control. Al parecer, la
glicina betafna estimula la s{ntesis de DNA y atin @l PEG por si
s6lo estimula una mayor sintesis sobre el cantrol.

Debido a que tales resultados eran totalmente contrarios a 1lo
que tedricamente se podria esperar ( por lo menos el control debf{a
de sintetizar mis que los tratamientos, ya que no estaba sometido
a ninguna condicidén adversa ), sedudd de tales resultados. Esto
provocd que se especulira  sobre una posible contaminacidén
bacteriana en los mediaos con mayor s{intesis, y respecto a si tal
incremento de sintesis en los tratamientos se estaba dando
realmente en las condiciones de estrés que nos interesaban 6  si
bién, las células se adaptaban ripidamente en los primeros dias, y

entonces dichos resultados eran producto de células ya adaptadas
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hasta el cuarto dfa ( en que se¢ inicia la determinacién @ y que
tendf{an a normalizar su metabolismoj; y no de células realmente
estresadas. Por lo tanto, se procedid a repetir g1 experimento
iniciadndose el cultivo en medio control MS; centrifugando las
células al cuarto df{a de crecimiente ( inicio de la fase
exponencial ) y affadiendo aquf{ el medioc estresante con PEG y
PEG+GB en los tratamientos. Antes de proceder con el experimento,
para estar seguros de) efecto de estrés, se determiné previamente
el efecto en base al “PVC , observandose realmente el efecto de
dicho estrés ( figura & ) . De alguna manera se estaba tratando de
determinar la sintesis de ADN en condiciones reales de estrés en
el momento en que la divisién celular fuera mis act{va.

Se 1llevé ademis un control de contaminacidn durante las
determinaciones de ADN y protef{nas inoculando muestras de medio en
cajas de petri con medio de agar nutritivo, ésto con el fin da
salir de dudas con respecto a si los datos estaban influenciados
par algdn tipo de contaminacién.

Los resultados volvieron a ser los mismos, la tendencia era la
misma que en el primer experimento, y ahora sélo quedaba el tratar
de encantrar una interpretacidn adecuada al fendmeno que se estaba
presentando. Los datos se graficaron contra varios parimetros de
crecimienta para reafirmar que el fendmeno realmnente se

presentaba. ¢ Figuras 7(a), 7(h) y 7(c) ).
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La determinacidn de sintesis de protefnas se realizé con ¢l
isétopo asS—Metionina; y 1la metodologfa es idéntica a la
determinacién de ADN, por lo que ambos experimentos se realizaron
a la par, observandose la misma tendencia en los resultadas ( la
sintesis fué mayer en los tratamientos con PEGHGB seguida del
tratamiento con PEG 25% y la minima para el control

respectivamente ). Ver Figuras B8(a}), B(h) y 8(c) .

EFECTO DE GLICINA BETAINA EN CELULAS EN
SUSPENSION EN ESTRES HIDRICO (40 DIA).

»=
e HORAAL
RN
12} MR-
w0
. PEG 23X
.} e
s 8,
g -
o
-] He
o
‘o 2 “ [ 8
TEWO (DuS)
Figura &
rig. o. Efscto de glicina betaina sobre células on suspensidn
de Bouvardia ternifelia somelidas a estrés hidrico con poliatilen
glicol a partir del cuarto dla de crecimiente. Del dia 1 al e ne
crecieron on medic “MS* con 2,4-D y cinelinae, peroc sin PEQ. se
mantuvieron en obscuridad a 2a ¢ con agitacidn rotacional

constante durante un perf{odo deo & diaa.
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EFECTO DE GLICINA BETAINA SOBRE LA
SINTESIS DE ADN POR FPESO SECO

0
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Figura 7 (a)

EFECTO DE GLICINA BETAINA EN SINTESIS
DE ADN POR mg DE PROTEINA
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Figura 7 (b)

Fig. e by wen  Elscteo de lo  glicing belelna  sobre ta
sintesis de aDN  en cblulas en  suspensidn  de Bowvardia ternifolia
:ametidu a oatrés hidrico, determinando incorporacidn de
H~Timidina a dicha ={ ntosis durante un porfodo dol cuarto at

octave dia de crecimiento.
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EFECTO DE GLICINA BETAINA EN SINTESIS
DE ADN POR ZPVC

= D
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E - PEG 25X
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Figura 7 ()

EFECTO DE GLICINA BETAINA EN SINTESIS
DE PROTEINAS POR ZPVC
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Figura 8 (a)

Fig. 8@, 8 y 8. Efecto de la glicina  betafns  sobre la
sintesis de protef nas on células n suspensidn de Souvardia
ternifolia sometidas « eatrés hidrico. Lae n!géa:i,s de protei{naa so
determind estimando la incorporacidn do s-Matlonina on al

cultive celular del cuarto al octave dia de crecimiento.
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" EFECTO DE GLICINA BETAINA SOBRE 1A
SINTESIS DE PROTEINAS POR PESO SECO
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Figura 8 (h)

EFECTO DE GLICINA BETAINA EN SINTESIS
DE PROTEINAS POR mg DE FROTEINA

o= A rns——t
NORMAL

2o ——
| 2 37

20 ——
PECHGE

255 CAM x 1000 /g DE FROTENA.
8

OO (49

Figura 8(c}
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4.8 ) Sinrtesis pe proreinas torarxs ( Lowmy ).

Como un parimetro mis de crecimiento, y para correlacionar de
algin modo los resultados con 1los de si{ntesis de protefnas
(**s-Metionina )y se realizd la determinacidén de protefnas totales
por el metodo de Lowry; encontrandose resultados muy parecidos

aungue no tan claramente. Ver Figura (7).

4.7 ) CAMBIOS DE VOLUMEN PERIFLASMICO POR DIFERINCIA

XN LA . ToMA pE H0 / **C-sarbitol.

Expe r imentos realizados del cuarto al octavo dia en
condiciones de estrés hidrico.

Las resultadns graficados respecto al cambio en @l porciento
de volGmen inicial, muestran una ligera disminucidén del voldamen
inmediatamente después de cambiar las células de medio. Esto tal
véz debido a un ligéro chogue osmético por los solutos del wmedic
de cultivo nuévn. El control tiends a aumentar el voldmen conforme
transcurre el tiempo. Sin  embargo, los tratamientos siguen
disminuyendo el volumen debido al estrés impuesto, y después
prasentan una recuperacién del 7 al 8 dia probablemente como
resultado de una posible adaptacién osmdtica. Los tratamientos (
PEG 25% y PEG+GB ) practicamente no presentan diferencias entre s{
respecta a cambios de volumen en condiciones de estrés. ( Figura

10 ) .
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PROTEINAS TOTALES DE UN CULTIVO EN
SUSPENSION DE B. ternifolia ( LOWRY ).
T

251 it

PROTENA TOTAL ( mgfmi )
I
T

ot
Gl 4 E] L] 7 ]
Figura (9}
Fig. ©. Doterminacidén de protelnas tlotales por ol método do
Lowry sobre células en suspensi®n de B. ternifolia en condiciones
normales b2 tratadas con rEa v reEG mis glicina betalna. La

eslimacién se realizd del cuarto al septimo dla de crecimiento.

VOLUMEN PERIPLASMICO POR DIFERENCIA EN
EN LA TOMA DE 3-H20/ 14~C-SORBITOL

2001 ‘

% DE YOLUAEN MO,
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T
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o 4 s 3 7 [] °
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Figura (1O
Fig.10. Kfecto de glicina botalna scbre tos cambios de vol@men
colutar eon un cullive en suspensidn de B, ternifolia en condicionas
de estrés hidrico. La determinacidn se hfzo por diferencia on la

toma de ~H2O/ C-Borbitol del cuarto al oclave dia de <recimiento.
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V. DiscusiOn

9.1.)Curvas de crecimiento en caondiciones de estrés hidrico.

Los datos nos muestran que 10 y 154 de FPEG sobre el cultivo
estimulan el crecimiento ( %“PVC y peso seco ) adn por encima del
control. Estos resultados aparentemente son ilégicas debido a que
el PEG es una sustancia deshidratante, la que ademis no penetra a
la célula, por lo que no padria estar siendo incorporada al
metabolismo celular para incrementar su crecimiento. Sin  embargo,
una posible explicacidn podria ser que el PEG al producir un
efecto de estrés hidrica, induzca wun incremento en la ftasa
metabdlica ( sintesis macromalecular ).

Con respecto a los datas de peso seco, se muestra este posible
incremento en la tasa metahdélica en los tratamientos con 10 y 1S%
de PEG, sin embargo, ésto no parece suceder on el tratamiento con
PEG 25%, ya que practicamente no se observa un  incremento en el
peso seco y sigue mis o menos la misma tendencia gque el normal. E1
cambio de porciento de paquete de volumen celular en PEG 10 y 15%4
también se encuentran sobre el normal, tal vez debido a que no es
un efecto de estrés dristico, el que sin embargo acelera el
metabalisma, permitiendoles seguir incorporando agua y crecer adn
por socbre el tratamiento noermal. De aqu{ podr{amos deducir gque al
producirse un efecto dristico de estrds hidrico a la concentracidén
de 25% de PEB, se disminuye considerablemente el wvolumen (%ZPVC),
las rcélulas pierden 1la capacidad de tomar agua por los

potenciales de agua tan negativos, lo gue propicia que la célula
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no tenga tampoco las posibilidades de incorporar eficientenmnte
solutos del medio de cultivo y utilizarlos para aumentar su peso
seco, lo que podria estar sucediendo a 10 y 15% de PEG. Dehido a
ésto no se observa un incremento considerable de peso seco en 257
de PEG.

iLo importante de este punto fue que se logrd imponer un efecto
de estrés hidrico con PEG 25%, abatiendose el “PVC inmediatamente
y permaneciendo constante a lo largo de los 14 dfas en los que el
control alcanzd la fase estacionaria.

£n base a ésto, consideramos que el cultivo era capaz de
mantener viva a una poblacidn celular mas o menos constante ya
que el %“PvC no disminufa, aungue tampoca incrementaba
considerablemente. Apoyandose sobre los datos respecto al  peso
seco, se observd que éste s{ se incrementaba a lo largo del
tiempe, lo que nos permitid interpretar que «1 cultivo, aun en
éstas condiciones, segufa sintetizando macromoléculas para su
metabolismo, aungque ésto no se reflejara claramente con respecto
al “PVC. Por lo tanto, la condicién de estrés hidrico se habfa
impuesto sin ser tan draAstico como para matar al cultivo de
células en suspensidn, por lo que la concentracién de 2% de PEG
fue seleccionada para probarr sobre ella el efecto de la glicina

betafina.

85.2.) Efecto de NaCl sohre células en suspensién de Bouvardia

terni folia.

En los resultados se observé que el NaCl 300mM es demasiado
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da®ino para el cultivo, e incluso tiende a disminuir’ el cultivo
gradualmente por debajo del indculp inicial, evitando gque la§
células sigan creciendo ( en ambos paridmetros de crecimiento,
peso seco y 4APVC, se ve el efecto ).

Debido a que el NaCl penetra a la célula, la tdnicidad ademis
de la deshidratacidén a 300mM es tan dristica, que las células son
incapaces de responder eficientemente a tal chogque, no les es
pasible compartamentalizar tales cantidades de NaCl, y por lo
tanto se dafla irreversiblemente la integridad de sus proteinas vy
membranas, lo que trae consigo la total desestabilidad celular.

Cuando se aplica 150mM de NaCl se nota que es menos téxica, el
YPVC se abate respecto al normal, perc permanece mis o meos
constante respecto al %PVC inicial ¢ incluso bay un ligero
incremento del & al 16 df{a ). El peso seco nos indica lo mismo.

A ésta concentracién, las células s=son capaces de soportar
todavia los efectos de deshidratacidn y téxicidad por exceso de
idnes, el cultivo noa muere aungque su  crecimiento respecto  al
tratamiento normal es bastante inferior.

Debido a lo antes expuesto, la concentracidén de NaCl elegida
para probar el efecto de glicina betafna fus 150mM.

S.3.) Efecto de glicina betaina sobre NaCl 13%50mM.

En conditiones de estrés salino, la glicina betaina libera del
estrés impuesto a las células con mayor eficiencia a medida que se
incrementa sua concentracién., Se puede interpretar que de 1mM a
10mM, la glicina betaina es incorporada y utilizada gradualmente
como un  soluto compatible que le servird a la célula comp

osmoprotector, es decir, le ayudarid a proteger sus membranas,
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prote{nas y macromoléculas en general, ‘del efecto téxico vy
deshidratante del NaCl, permitiendoles a las e¢flulas reanudar su
crecimiento en comparacidn de cuando la glicina betafna est4
ausente.

A partir de 10mM en adelante (50mM), la glicina betaina est4
por arriba de la gue podria ser utilizada para la liberacidn del
estrés, por eso las diferencias en el crecimiento entre 10 y 50 mN
son minimas.

De ésta manera, la funcidn de la glicina betaina en condiciones
de estrés salino es la de una molécula osmoprotectora, ya que a
mayor cantidad de moléculas, mayor la eficiencia en la liberacién
del estrés salino.

Esto nos permite responder la pregunta con respecto al efecto
de la glicina betafina sobre salinidad en un cultivo de células en
suspensidén de Bouvardia terntifolia. La glicina beta{na tiene un
efecto osmoprotector, contribuye como soluto compatible a
contrarrestar el sstrés osmético causado por salinidad, coma  un
mecanismo para permitirle a la «¢élula seguir tomando aqua vy

crecera.

S.4.) Efecto e Glicina betaina sobre estrés hidrico ( PEG 25% ).

Respecto al estrés hidrico, la glicina betafina tiene un mayor
efacto, es decir, libera del efecto de estrés de una manera més
eficiente a la concentracidén de 1mM con respecto a 10 y SOmM, esto
nos indica que la glicina betafina no esti4 siendo utilizada como
osmopratector, ya que si fuera asf{, la liberacidn del estrés serf{a

mayor a mas altas concentraciones, porque para la osmorregulacidn

&7



eficiente, es importante un nimero mayor de moléculas compatibles.
Por lo tanto, la glicina betafna esti siendo utilizada o su efecte
es mis espec{fico que el de ser una molécula simplemente
osmoprotectora en éste caso. Rhora bién, uno se podria preguntar
el porqué si a 1mM libera mas eficientemente del estrés, porque no
hace lo mismo a 10 y 50 mM si euxiste aqul{ 1la suficiente glicina
betaina como para tomar ese lmM y discriminar el exceso, liberando
de ésta manera de igual forma que el 1mM original. La respuesta
podria ser gue se trate de un fendmeno en e1 cual la glicina
betaina tiene un efecto especifico sobre el estrés y su respectivo
abatimiento, es decir, que existe una concentracidn &Sptima de
glicina betafina a la cual se libera del estrés hidrico, y que a
mayares concentraciones el efecto espec{fico no se presenta e
inclusive se revierte, o sea que no €s una respuesta favorable que
se presente de uwuna manera lineal con respecto a la glicina
betaina.

Este resultado apoya la hipétesis de que su efecto en plantas
superiores como en el case de la bacteria £ ¢oli, padria ser mis
especificamen;e sobhre la ADN polimerasa  (para profundizar mas
sobre édste efecto se eligid entonces la cancentracidén de 1mM  de
glicina betaina }.

5.39.) Efecto de glicina betaina saobre la sintesis de ADN y

proteinas.

En general, los resultados muestran un  incremento en  la
sintesis de macromoléculas ( ADN y protefinas ) por efecte de 1la
glicina betalna en condiciones de estrés hidrico. La sintesis en

dichas condiciones ( incluso solamente con FEG 257 ) se encuentra
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aun par sobre el control y es en éste punto en el que se presentan
dificultades para su interpretacién.

Una explicacién probable podria ser la induccidn del
incremento en la tasa metabolica celular a causa del estrsés
impuesto, y un incremento adn mayor en presencia de glicina
betafna. Corroborando ésto con los datas de peso  seco, la misma
explicacién con respecta a PEG 25% por si sdlo no corresponden, ya
que no se muestra incremento de peso seco pero si un aumento en la
sintesis de macromoléculas. La explicacidn serfa que al
presentarse un estrés hidrico bastante fuerte como el causade por
PEG 25%, las células pierden volumen pero ademds 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 aminoicidos ). En  éstas
condiciones de estrés, las células ya no pueden incorporar solutos
del medio extracelular, por lo tanto tienen que hacer uso de lops
recursos que tienen dentro; ésto causa que no se de un incremento
considerable de peso seco. Aunado a €sto, la glicina betaina
estimula una mayor sintesis de ADN y protef{nas cuando esta Junto
con PEG 25%.

Esto guiere decir que efectivamente la glicina betaina tiene un
efecto especi{fico sobre la s{ntesis de ADN y protefnas y no actsa
como molécula osmoprotectora en condiciones de estrés hidrico. Por
lo tanto, preliminarmente se podr{a especular con reéspecto a que
exista una respuesta similar de la glicina betafina tanto en
entercbacterias (£ coli) como en algunas plantas superiores cuando

se les somete a condiciones de estrés asmético.
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9.6.) Efecto de glicina betaina sobre los cambios de voluamen en
estrés hidrico.

Respecto a los cambios de Z de volumen inicial a través del
tiempo en condiciones de estrés hidrico, laos datos muestran que al
parecer, no existen diferencias muy marcadas entre las
tratamientos con 25% de PEG y con PEG en presencia de glicina
betaina. Esto podria implicar o apoyar la hipdtesis de que la
glicina betafna en éstas condiciones actda de una manera
espec{ fica sobre algunas molécula o fenomeno en particular, y que
no tiene un efecto osmdtico por lo que no actia o interfiere sobre
la toma de agqua o sohbre el incremento en la concentracidn idnica
interna, o bién para proteger a las proteinas y membranas del
efecto deshidratante.

La disminucién del % de volumen en los tratamientos con 254 de
PEG, se pueden deber al chogque aosmético qgue sufren las células
cuando se les agrega el PEG. La recuperacién que se observa del
sexto al octavo dfa es quizi una seffal de una posible adaptacidn a

tales condiciones por parte de las células.
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V1. CoNcLUSIONES.

A.) EstrRES SALINO

1.) El crecimiento de células en suspensidn de Bouvuvardia
terni folta se inhibe con NaCl 150mM.

2.) La inhibicidén es liberada con m&s eficiencia conforme
aumenta la cancentracidn de glicina betafna.

3.) El efecto de la glicina betaina sobre células en
salinidad (150mM) parece ser osmégtico.

B.) EsTrREs HlpRICO

A.) El PEG a 10 y 15%Z no produce un efecto driastico de
estrés, y pasiblemente induzca un incremento en la tasa metabolica
de las células.

5.) El crecimiento de células en suspensién de Bouvardia
ternifolia se inhihe con 2%% de PEG.

&.) La inhibicidn es parcialmente liberada con tmM de
glicina betafna.

7.) La liberacidn no se presenta con 10 y 50mM de glicina
betafna. Por lo tanto su efecto es espec{fico a 1mM.

8.) El PEG a 257 produce una disminucidén de los cambios de
volumen periplismico ( medido como 1la diferencia de toma de
aHZD/“C—sor‘bitul } durante cuatruo dfas comparado con el controt.

9.) La qglicina betafina no parece alterar el efecto de
PEG 25% sohre la pérdida de voldmen celular.

10.) El PEG parece estimular tanto la sintesis de ADN como
la de prateinas ( incremento en la tasa metabdlica ).

11.) Cuando la glicina beta{na esta presente junto con el PES
25%, el estimuio tanto de ADN como de protefnas parece ser adn
mayor.

12.) La glicina betalna no parece influir sobre cambios de
volimen celular ( ajuste osmético ), pero s{ parece tener un
efecto spbre la sintesis de macromoléculas, por encima del efecto
del propio PEG.

71



YI1. REFERENCIAS @

1.) Ahmad, N. R.G Wyn Jones y W. Jetshke ( 1987 ). Effect of
exogenous glycinebetaine on Na transport in barley roots. J Eux
Botany. 191: 913-921.

2,2 Bardy,C.J.Gibson, T.S5.,Barlow, E.W.R. Speirs, y J.,Wyn
Jones, R.G. { 1984 }. Salt tolerance in plants.I. lons, compatible
organic solutes and the stability of plant ribosomes. Plant Cell
Environ. 7: 571

3.2 Ben-Hayyin, G, ( 1987 ). Relationship between salt tolerance
and resistance to polyethilene glicol-induced water stress in
cultured citrus cells. Plant Physiol. 85: 430-433,

4.) Ben-Hayyin, B,,P.Spiegel-Roy, H, Newmann ( 1985 }., Relation
between ilon accumulation of salt-sensitive and isolated stable
salt tolerant cell lines of Citrus aqurantrum. Plant Physiol. 78:
144-~-148 .

5.) Borowitzka, L.J. y A.D. Brown. ( 1974 ), The salt relations
of marine and halophylic species of the unicellular green alga
Dunaliella. the role of glycerol as a compatible solute. Arch
Microbiol. 96: 137-142.

6.3 Coughlan, S.J. y R.G. Wyn Jones. ( 1982 ).Glycine betaine
biosynthesis and its control in detached leaves of spinach.
Flanta. 154: 6-17.

7.2 Cramer, G.R., A.Lauchli y V.S5.Politr.( 1985 ). Displacement
at Ca”” by Na'" from the plasmalemma of root. A primary response
to salt stree. Plant Physiol. 78: 207-211.

8.) Croughan,J.P.;8.J, Stovarek, vy D.W. Rains.{( 1979 1.
Selection of a NaCl-tolerant line of cultured alfalfa cells. Crop
Sci, 18: 959-963.

9,2 DracupsM., J.Bibss, C.E.E. Stuiver, H. OGreenway y J.J.
Flowers. ( 1986 ). Determination of free space, growth, solute
concentration and parameters of water relations of suspension
cultured tobaceo cells. FPlant Cell and Environment. 9: 693-701.

10.2> Ferpandez, S.M.B.L. ( 1972 ). Metabolismo nitrogenado en
cultivo de tejidos de Bouwvardio ternifeolia . Tesis para obtener el
grado de Maestro en Ciencias Quimicas ( Bioguimica ). Facultad de
Quimica, UNAM.

11.2 Gibss, J., M. Dracup, H.Greenway y J.A. Mc Comb. ( 1989 1.
Effects of high MNall on growth, Turgor and internal solutes of
tobacco callus. Flant Physiol. 134: 61-69.

12.2 Gorman, 0. ( 1267 ). Flores y FPlantas de Méxicoe. U.N,A.M.



13.) Greenway, H. y Rana Munns. ( 1980 ). Mechanisms af salt
tolerance in non halophytes. Ann Rev Plant Physiol. 31:149-190.

14,2 Grieve, C.M. y E.U. Maas. ( 1984 ).Betaine accumulation in
sdalt stressed sorghum. Physicl Plant., 61: 167-171.

15.) Grumet, R. y A.D. Hanson. ( 1984 ). Genetic evidence for an
asmoriregulatory functicn of glycine betaine accumulation in
barley. Aust J Physiol. 13: 353-3564.

16.) Handa, A.K., Bressan,R.f., Handa, S. y Hasegawa, M.P.
(1982). Characteristics of cultured tomato cells after prolonged
exposure to medium containing polyethylene glycel. Plant Physiol.
69: 514-521.

17.) Hanson, A.D., y N.A. Scott.( 1980 ). Betaine synthesi fraom
radigactive precursors in attached water—stressed barley leaves.
Plant Physinl. 66: 342-348.

18.) Hansaon,A.D. y W.D. Hitz.( 1982 ).Metabolic responses of
mesophytes to plant water deficits. Ann Rev Plant Physiol.
33;163-203.

19.) Hanson,A.D. ¥y D.Rhodes.( 1983 ). e Tracer evidence for
synthesis of coline and betaine via phosphatydil base
intermediates in salinized sugarbeet leaves. Plant Physiol 71:
692-700.

20.) Higgins,C.F.; John Cairney; Douglas, A. Stirling; Lesley
Sutherland y Ian, R. Booth. ( 1987 ). Osmotic requlation of qene
expression: ionic strength as an intracellular signals?. TIBS,
Sep tembear: 3I39-344.

21.) Hitz, W.D.,D.Rhodes y A&.D. Hanson.t 1985 ).Radiotracer
evidence implicating phosphoril and phosphatydil bases as
intermediates in betaine synthesis by water-stressed harley
leaves. Plant Physiel. 68: 814-822.

22.) Johnson, R.K. y M.P.Chitnis. ( 1978 ). Antineoplastic and
biochemical effects in murine tumars of bouvardin. A Cyclic
hexapeptide from Bouvardia ternifolia. Prac Am Assoc Cancer Res.
19: 218.

23,) Joland,D.S.,J.J.Hofmann.,J.S.Torrance. ,M.R.Wiedhope.,R.J.Cole
y K.S.fArobha. ( 1977 ). Bouvardin and deoxibouvardin, antitumor
cyclic hexapeptides from Bouwvardic ternifolic ( Rubiaceae ). J.Am.
Chem. Soc. 99: 8040-8044.

24.2 Kent, L.M., ¥ A.tauchli.{( 1985 ).Germination and seedling
graowth of cotton salinity—-calcium interactions. Plant Cell Environ
8: 155-159.

25, Kurt,E.,B.R. Cramer, A.Lauchli, v E.Epstein. {(1984).

73



Effects of NaCl and CaClz on cell enlargement and cell” production
in cotton roots. Plant Physiol. 82: 1102-1106.

25.}ALE Rudulier. D; Strom ,A.R; Dandekar LA.M; Smith ,L. T3
Valentine, R.C. ( 1984 ). Molecular Biology of osmorregulation.
Science 224: 1064-1068.

27.2 Levitte,J. ( 1972 ). Responses of plants to enviromental
stress. Academic Pres.U.5. pp. 1-6.

28.) LoneyM.1.,J.6.H. Kueh, R.B. Wyn Jones Yy S.HW.J.
Bgight. (1987). Influence of proline and glycinebetaine on salt
tolerance of cultured barley embryos. J Exp Botany 188: 479-490.

29.) Lowry, 0 H; Rosebrough N.J; Farr A.L. Randal R.J. ( 19351 ).
Protein measurement whit the Folin phenal reagent. J Biol Chem.
193: 265-275,

30.) Murilla, G.E. ( 1989 ). El ajuste osmédtico de Amaranthus
hypochondriacus: una aproximacidén hipotética. En ¢ Cuaderno de
posgrado #27 Bioquimica Vegetal. E£ditado por DEPg. Divisidn de
Bioquimica Vegetal. Facultad de Quimica. UNAM. pp. 239-271.

31.) Meury, J. ( 1988 ). Glycinebetaine reverses the effects of
osmotic stress on DNA replication and cellular division in
Escherichia coli. Arch Microbiol. 149:; 232-239.

32.) McDonnell, E. y R.C. Wyn Jones.( 1988 ).Glycine betaine
biosynthesis and accumulation in unsiresed and salt-stressed
wheat. 0 Exp Botany. 201: 421-430,

33.) Murashige, T. y Skoog, F.( 1962 ). A revised medium for
rapid growth and bicassays whit tobacco tissue cultures. Physiol
Plant. 15: 473-497.

34.) Perry, C.A.,Leigh, R.A., Tomos, A.D., MWyse, R.E., Hall,
J.L. ( 1987 ). The regulation of turgor pressure during sucrose
mobilization and salt accumulation by excised storage-root tissue
of redbeet. Planta. 170: 353-361.

35,) Poljakoff-Mayber,A.( 1982 ).Biochemical and physiclogical
responses of higher plants to salinity stress. In: PBiosaline
Research ( Edited by Anthony San Pietro ). Indiana University.
Bloomington, Indiana. pp. 245-269.

36.) Robinson, S§.P.( 1985 ).0smotic adjustment by intact
isplated chloroplasts in response to osmotic stress and its
effects on photeosynthesis and chloreplast volume. Plant Physial.
79:996-1002,

37.) Sanchez de Jiménez,E. y Fernindez,L. ( 1983 ). Biochemical

paraseters to assess cell diferentiation of Bouvardia ternifolia
Schlecht calius. Planta. 15831 377-383.

74



38,2 Schulze Ed. ( 1986 1. Whble-plant response to drough. Aust.
J. Plant Physiol. 13z 127-i4l.

39,2 Storey, R. vy R.G. Wyn Jones.!( 1975 ).Betaine and choline
levels in plants and their relationship to NaCl stress. Plant Sci
Letters. 4: 1461-168.

40.) Valenzuela, E.( 1989 ).Influncia del contenido relativo de
agua sobre los niveles de los solutos compatibles glicina betalna
y prolina gurante la pérdida de agua en Amaranthus hypochondrigcus
.. Tesis para obtener el grada de Maestro en CLiencias RQuimicas
(Biogufmical.Facultad de Quimica, UNAM.

41.) Villalebos, A.V.M, ( 1985 ). Fundamentos tedricos-priacticos
de cultive de tejidos vegetales. Laboratorio de biotecnologfa,
centro de genética, colegio de poastgraduadas, chapingo. México.
pp. 1-11.

42.) wWatad,A.A.,L. Reinhold y A.L. Lerner.( 1983 ).Caomparison
hetween a stable NaCl-selected Nicotiana cell line and the wild
type. Plant Physiol. 73: 624-462%.

43.) Weigel,P.,C.Lerma y A.D. Hanson.( 1988 ).Choline oxidation
by intact spinach chloroplastsa. Plant Physiol.88: 54-60.

44.3 MWyn Jones,R.5. y R.Starey.{ 1781 ) «Bataines. In:
Physiolongy and biochemistry of drought resistance in plants.
L.L.Paleg and D.Aspinall (Eds). Academic Press Sydney. pp.
171-208.

45.2 Wyn Jones, R.G. y Pollard,A. { 1982 ). Towards a phisical

chemical charatcterisation of compatible solutes. In "Byophysics of
water? ( Eds. F. Franks and §.F. Mathias ). New York. pp. 335-339.

75



	Portada
	Índice
	I. Introducción y Antecedentes
	II. Objetivos 
	III. Materiales y Métodos
	IV. Resultados
	V. Discusión 
	VI. Conclusiones
	VII. Referencias



