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ABREVIATURAS




ADP - Difosfato de Adenosina.

ATP - Trifosfato de Adenosina.

ATPasa - ATPhidrolasa. ATPsistetasa. Adenosin trifosfatasa.
BSA - Albumina de suero bobino.

C.R. - Contrtl Respiratorio.

CaClp - Cloruro de Calcio.

Cal - Caloria.

Cys - Cisteina.

DCCD - Diciclo-hexilcarbodimida.
EDTA - Etilendiaminotetraacetato.
Kcal - Kileocaloria.
KDha - Kilodaltones.
EOH - Hidroxido de potasio.
PVP - Polivinilpirrolidona.
+ A
K - Potasio.
+
Ha - Sodio.

HaCl - Cloruro de Sodio.

OSCP - Proteina gque confiere sensibilidad a la oligomicina.
Pi -Fbsforo inorganico.

TCA - Acido tricloro acetico.

Tris - Tris(hidrbtximetil)aminometano.

Otras abreviaturas aparecen en el texto con su respectiva

explicacidon.



RESUMEN



Entre las especies vegetales dominantes del manglar se
encuentran Rhizophora mangle, Avicennia germinans y Laguncularia
racemosa. Las tres son plantas halofitas distribuidas en un
gradiente salino natural del litoral a tierra firme y otro a lo
large del estero (Fig. 6). Poseen una gran capacidad de
adaptacién a cambios continuos de salinidad y en conjunto con
otras especies del manglar constituyen uno de los ecosistemas
mas productivos del planeta.

La actividad de ATPasa de plasmalema de plantas glicofitas
b'g haldofitas es dependiente del tipo ¥ concentracién de sales
del medio en gque eéstas se desarrollan.

Son escasos los reportes y practicamente se desconocen los
mecanismos bioguimicos implicados en la adaptacién de los
mangles a su medioc ambiente salino natural de crecimiento. Este
trabajo trata de explicar la actividad de ATPasa de fraccidn
microsomal y mitocondrial de tres de las especies halofitas
mds abundantes y distribuidas en el manglar en un gradiente
de salinidad del litoral a tierra firme y a lo largo del estero
de Tecolutla, Veracruz.

Los resultados de Horovitz y Waisel (31) indican gue existen
diferencias cualitativas en la actividad de ATPasa en fracciones
microsomales de raices de dos glicéfitas y dos haldfitas.
La adicién de HNaCl en el medio de crecimiento y en la mezcla de
reaccién enzimdtica estimuld la actividad de ATPasa en las
especies glicofitas en contraste con la ATPasa de las

especies haldfitas gque fue inhibida.



Se midierdn las actividades de ATPasa mitocondrial vy
microsomal de Avicennia germinans, KRhizophora mangle y
Laguncularia racemosa en funcion de la concentracion de sodio
(Nacl) en el medio de incubacién y se comparardn las
actividades de 1la enzima de una misma especie creciendo
naturalmente en medios de salinidad diferentes en el estero de
Tecolutla Veracruz.

Se muestran los cambios de actividad de ATPasa de dos
especies de mangle en un ciclo anual.

Los resultados nos muestran gue existen diferencias de
actividad de ATPasa en fraccion microsomal y mitocondrial entre
las tres especies de mangle; también se observan diferencias de
actividad de la misma enzima en una sdéla especie en funcién
de su localizacion dentro del estero.

Jennings (35, 36) sugirié que la actividad de ATPasa tiene
una funcidn importante en la adaptacién de las plantas a
medios salinos Yy gque posiblemente pueda participar en un
mecanismo bicquimico basico de resistencia contra la

salinidad en especies glicofitas y haldfitas.



INTRODUCCION




Los manglares son comunidades vegetales extendidas por todo
el c¢inturdon tropical, formando inmensos bosques y dilatados
matorrales anfibios, que adornan con sus tonos siempre verdes
los margenes del oceano Yy del complicado sistema de canales que
forman en los estuarios (1, 13).

Es un sistema dinamico en su estructura floristica vy
faunistica, en 1los procesos de transformacidén continua de
suelos, en su capacidad de fijacion de energia y sintesis
de materia organica (i1).

Dentro de las costas mexicanas y en particular en el estero
de Tecolutla - Veracruz, se pueden encontrar cuatro especies de
mangle:Rhizophora mangle, Avicennia germinans, Laguncularia
racemosa y Conocarpus erectus. Se ha observado que los mangles
presentan una distribucidn tipica a lo largo de los
litorales, encontrandose a Rhizophora mas proéxima al mar
en tanto gue Avicennia, Laguncularia bd Conocarpus
crecen mas al interior de la playa, por lo general en la
secuencia indicada (53, 58, 68).

Estos arboles propios de los litorales tropicales
desarrollan su ciclo de vida normalmente en un medio ambiente
hidro-salino fluctuante (hidrohaldfitas) gracias a una serie de
mecanismos bioquimicos gque les permiten adaptarse a este
sistema ecologico cambiante, mejorando asi sus oportunidades de

competencia, reproduccion y sobrevivencia (8, 18, 20, 42, 54),

En varias revisiones se ha observado gque bajo condiciones de

salinidad, en un rango de 200 a 500 mM de NacCl, algunas



halofitas terrestres - Suaeda maritima y Atriplex
numularia - asi como el géenero de mangle Avicennia
tienden a crecer oOptimamente, aun mas, el crecimiento es
mayor a medida que la salinidad (NaCl) se incrementa dentro de
este rango (24, 26).

También se conoce gque las sales de sodlo potasio, calcio ¥y
magnesio tienen influencia sobre la actividad de ciertas

enzimas gque estidn involucradas en la adaptacion de los

vegetales (a su medio ambiente), en la captaclén,
almacenamiento y utilizacion de energia (3 - 7, 9, 15, 16,
20, @21, 22, 25 2T, @28, 31, 34 - 40, 42 - 45, 48, 49, bz, 54, 655

56, 62, 64, 66, 6T, 70), aungue en mangles la informacion es
escasa.

De esta informacion se sabe que la actividad de ATPasa
de plasmalema en plantas glicofitas <y halofitas es
dependiente del tipo y concentracién de sales del medio en que
éstas especies se desarrollan (3 - 7, 9, 15, 16, 20, 21, =22,
25, 27, 28, 3i, 34 - 40, 43 - 45, 48, 49, 52, 54, 55 56, 62, 64,
66, 67, TO).

Los resultados de Horovitz y Waisel (3f) nos indican gque
existen diferencias cualitativas en la actividad de ATPasa en
fracciones microsomales de raices de dos glicofitas
(Phasecolus vulgaris y Zea mays ) y dos halodofitas (Suaeda
monoica y Atriplex h1ilimus) ya que en el primer caso la actividad
de la enzima se estimuld y en el segundo se inhibié por
efecto de la concentracion de cloruro de sodio (NaCl) en el

: A ’ s
medioc de crecimiento ¥y en la mezcla de reaccilon enzimatica.



De manera diferente, los resultados obtenidos por
Vakhmistrov, TiKhaya y HNatalia Mishustina (66), gue habiendo
comparado las actividades de ATPasa en fracciones microsomales de
raices de una planta haldofita (Halocnemun strobilaceum L.) bd
una glicéfita (Hordeum vulgare L.) nos indican que en ambos
casos la actividad de la enzima se estimulé por efecto de
incrementar la concentracidn de NaCl y/o KCl en la mezcla de
reaccidn enzimatica.

Porath y Poljakoff (54), reportan que la fosforilacidén
oxidativa en raices de chicharo (una glicéfita) se inhibe con
dos tipos de sales( In vitro ), siendo mas sensible al cloruro
de sodlio; en tanto que Livne ¥y Levin (50) observaréon estimulada
la fosforilacidon oxidativa en hojas de chicharo por efecto de
incrementar la concentracion de cloruro de sodio en el medio de
crecimiento.

Los resultados de Porath y Poljakoff-Mayber (54), acerca del
efecto de la salinidad (NaCl) sobre 1la fosforilacidn oxidativa,
los niveles de ADP, ATP y la actividad de ATPasa en fraccion
soluble (fraccidon microsomal) y mitocondrial en raices de
chicharo muestran dismimucién en 1los niveles de ATP,
estimulacion en la actividad ATPasa en ambas fracciones, asi
como inhibicion de la fosforilacidén oxidativa, aungue el
proceso podria tambien estar influenciado por los niveles de

NAD.



Al parecer la actividad de ATPasa depende de muchos factores
incluyendo el medio ambiente idnico; de acuerdo a Wailsel (67),
Laszlé y Kuiper (44, 45), Briskin y Poole (4, 5, 6),
Vakmistrov, et-al (66) y Dominy et-al (i16), las ATPasa (de
algunas plantas glicéfitas} exhiben un alto grade de actividad
cuando al menos uno de sus sitios esta ocupado por el ion
sodio y muestran una menor actividad cuando ambos sitios estan
ocupados por iones potasio (20, 66, 67, 70), sin embargo en este
punto la informacién no es precisa, mensionandose gque se
requieren de mayores estudios.

Jenning (35, 36), sugiridé que la actividad ATPasa tiene
una funcion importante en la adaptacidon de las plantas
supericores a medios ambientes salinos ¥y gque las diferencias
encontradas en la actividad de ATPasa entre glicéfitas ¥y
halofitas son unicamente cuantitativas (35,36).

VaKhimistrov, TinKhaya y HNatalia Mishutina (66), SKou, J.
C. (62).,, Fisher Yy Hodges (21, 22)., Kylin Yy Gee (39).,
Laszlé, E. y Kuiper, P. (45)., Kylin y Hanson (27).,
Lindbereg. S (49), Wingstrand, G. y Lindberg, S. (70) postulan
que el transporte de sodio y potasio por una ATPasa activada por-
Nat ., x‘'-es un mecanismo basico de resistencia contra la
salinidad en plantas superiores.

Algunos datos anteriormente senalados apoyan la sugerencia
de par‘ticipaclén de procesos mitocondriales y asociados a
membrana en la resistencia de estos mangles a la salinidad (NacCl)

natural gque impera y fluctua en el estero.



De las especies gque se estudian en el presente trabajo se
sabe gue tienen gque sobrevivir a cambios bruscos de salinidad
(NaCl} dentro del manglar. De estas tres especies Rhizoplhora
y Laguncularia son menos tolerantes a la salinidad que
Avicennia (8, 10). Avicennia el genero mas tolerante
entre estos mangles a condiciones climaticas ¥y adaficas
rigurosas, es la especie dominante o exclusiva de ambientes
marginales en los limites latitudinales y en areas donde los
suelos contienen altas concentraciones de sal (NacCl),
aproximadamente entre 4 y 9% ( o sea entre 1.2 y 25 veces la
salinidad "normal" del agua de mar) (8, 10, {1

Ademas los estudios de Scholander en base a la secrecidén
de sales y a la diferencias morfofisiolégicas gque existen entre
los mangles, eéstas halofitas han sido clasificadas en dos
grupos: Un. grupo secretor de sales en el cual se pueden citar al
género Avicennia y un grupo no secretor de sales en el cual
se incluye a Rhizophora y a otros géneros mas (59, 60,
61).

Segin los datos de Scholander dentro del grupo secretor de
sales se reportan altas presiones negativas en el xilema de
aproximadamente 30 a 60 ATHM. La concentracion salina dentro del
grupo no secretor de sales es de aproximadamente 10 veces menos
en comparacién con el grupo secretor.

Asi 1a tolerancia de Avicennia le permite sobrevivir
en habitats hipersalinos, que serian potencialmente daninos

para Rhizophora y Laguncularia (8, 59, 60, 61).



Por otra parte se presupone generalmente gue el primer paso
de absorcidén de sal o sales a traves de las raices es 1la
acumulacién de iones en las células radicales y un segundo
paso es el movimiento radical de idnes hacia dentro a través
de las ceélulas vivas y hacia el xilema (12, 41, 57).

Hay tres caminos posibles para el movimiento de iones
desde la superficie de la raiz hacia dentro del xilema vy
posteriormente hacia las hojas.

i.- Movimiento de vacuola en vacuola.

2.- Movimiento a través del simplasto rodeando las
vacuolas.

3.- Movimiento a +través del apoplasto (movimiento
entre el espacio libre de las paredes), o alguna

combinacion de estos tres caminos (41, 57).

Una vez gque los iones entran al pelo radical o célula
epidérmica segun los tres caminos anteriormente senalados,
deben llegar al xilema para ser transportados hacia 1las hojas,
que son los organos vegetales donde se efect@la la asimilacion
de los idnes al incorporarlos en moléculas en el metabolismo
foliar (nutrientes, enzimas, glucoproteinas etc.) (57).

Un primer paso para evadir la sal es la acumulacidén de
idnes en las vacuolas (a nivel raiz), probablemente
funcionando como vertederos de desviacion para la sal (sales)
por lo menos en plantas de bajo contenido =alino (como los
mangles dentro del grupo no secretores de sal) y no como camino
para el movimiento (19, 60). Sin embargo algunas plantas como

los mangles secretores de sal pueden absorber del 10 al 20 % de

8



NaCl presente en el medio natural de crecimiento por dos
mecanismos: uno pasivo (no metabélico) Y uno activo
(metabolico) y excretarlo por "glandulas salinas" de 1las hojas

(41, 60).

La hipersalinidad en el suelo es un tensor crdnico que
puede estar asociado a mayores gastos respiratorios, mayor
sintesis de ATP, una menor actividad de ATPasa (8, 10, 31, 50,
51, 54, 57, 66, 67), como resultado esta energia puede ser
utilizada para evitar un aun-lento progresivo de solutos en el
xilema, que a su ves pueden incrementar el potencial osmotico
negativo a nivel foliar; también tal energia puede ser
utilizada para sintesis de altas concentraciones de prolilna. la
cual se puede acumular en las vacuolas y quiza en el citoplasma
celular; este resultado da un incremento del potencial osmodtico
negativo, sin los efectos tdxicos de los iones sodio y mantener
asi wuna tonicidad adecuada a nivel celular (8, 10, 11, 12, 24,
26, 35, 36, 41, 51, 54, 57, B67).

Tal sintesis de ATP puede ser ademas utilizada para el
crecimiento adicional vegetal; esto explica como el crecimiento
es estimulado por el cloruro de sodio en algunas halbéfitas (8,
24, 26, 41, 5T).

En Dbase a lo anterior se espera gue la. actividad ATPasa
(mitocondrial Y/o microsomal) sea menor en Avicennia
(género secretor de sales y mas halotolerante) y mas alta
en Laguncularia y Rhizophora (género no secretor de
sales) respectivamente; ya gque se considera a Avicennia el

género mas hidrohalofito, en +tanto que a Laguncularia



Yy Rhizophora se le consideran "menos" halofitas (8, 10, 24,
26, 59, 60, 61).

También se espera gque la actividad ATPasa (mitocondrial
y/0 microsomal) de una séla especie de mangle en relacién al
gradiente salino natural que es caracteristico en el litoral
del estero de Tecolutla-Veracruz (Fig. 6), sea mas alta en
aquella especie que por su ubicacion edafologica se registre
una menor salinidad (menor concentracion de Na* )i es decir,
que se espera una mayor actividad de ATPasa cuando las
.condiclones de =salinidad sean bajas e inversamente gque la
actividad de la enzima sea menor cuando en los parametros
fisico-quimicos se registre una mayor salinidad (mayor
(Na ).

Por ultimo se espera gque la actividad ATPasa mitocondrial y
microsomal (frac. soluble) de hojas de mangle disminuya en
funcion de un incremento de NaCl en el medio de ensayo (mezcla

de reaccidn enzimatica).
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EL ATP

La energia puede tomar muchas formas. Existe energia luminosa,
energia calorifica, energla electrica, energia guimica, energla
osmbtica, energia atomica, etc., peroc para gque una magquina
funcione se requiere que se le proporcione un determinado tipo de
energia. Por ejemplo los automtviles de nuestra eéepoca estan
disetiados para utilizar la energia almacenada en los enlaces
gquimicos de 1las moléculas gque forman 1la gasolina; el motor de
ese automdvil no puede utilizar otro tipo de energia (por ejemplo
la solar), a menos gque se modifiquen drasticamente sus sistemas
de conversitn de la energia guimica en mecanica. En este sentido
los seres vivos somos semejantes a una maquina, ya gque sblo
podemos utilizar un tipo particular de energia. Stlo hasta hace
unas cuantas décadas se encontrd cual era la forma gque la energia
deberia tomar para que fuera aceptada y utilizada por los
sistemas moleculares de los seres vivos. Ahora sabemos gue para
realizar todos sus procesos, que reqguieren energia
(endergbnicos), los seres vivos utilizan la energia almacenada en
dos uniones guimicas gue se encuentran en una molécula
universalmente conocida como ATP (trifosfato de adenosina
o adenosin trifosfato).

El primer indicio de 1la existencia de esta molécula lo
obtuvieron FisKe y Subbarow (23) al encontrar gque ciertos
compuestos nitrogenados en homogeneizados de musculo precipitaban
al ahadir calcio Caa+. Al analizar estos compuestos con mucho mas
detalle, Fiske y Subbarow encontrardn que uno de ellos estaba

formado por wuna adenina, un carbohidrato y tres moléculas de
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fozfato; mas adelante se establecit la estructura del ATP gque se
muestra en la figura % En los ahos siguientes a estos
descubrimientos se encontrd gque las uniones entre el fosfato «
Y B, Y B Y Y del ATP presentan ciertas
peculiaridades, y gque cuando estas uniones se rompen por medio de
una reaccidn hidrolitica, se desprende una cantidad de energla
mayor gque cuando se rompe una unitn comun del fosfato con un
compuesto organico.

De los cambios energéticos gue ocurren durante la hidrblisis
de determinados compuestos surgit el concepto -elegantemente
descrito por Fritz Lipmann (23) - de uniones de alta y baja
energia. Desputs de numerosas observaciones en muchos
laboratorios del mundeo, se hizo evidente, gque en agquellas
reacciones o procesos intracelulares gque requieren un aporte
energeético, la energia para llevarleos a cabo proviene de las
uniones de pirofosfato entre los fosfatos a y B o B ¥y
y del ATP. En una forma u otra, al romperse estas uniones, su
energia se utiliza para impulzar cualquier proceso intracelular

que requiere energia (14, 23).
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Fig. 1. Estructura del ATP. Cuando la unidén entre los
fosfatos a y 3 del ATP se rompe mediante una accidén hidrolitica,
se liberan unas 7 000 calorias. En la terminoclogia bioguimica,

éstas se llaman “uniones de alta energia®.
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En la mitocondria, los atomos de hidrégeno eliminados de
los diversos sustratos por la accién de deshidrogenasas, donan
sus electrones a la cadena transportadora de electrones, la cual
los transfiere al oxigeno molecular, reduciendolos a agua. La
energia liberada en el transporte de electrones es utilizada
para la fosforilacién oxidativa de ADP a ATP, proceso gue se
verifica en la membrana interna de la mitocondria.

Los equivalentes reductores provenientes de la
desnidr‘ogenacién del NADH, son transferidos a la NADH
deshidrogenasa, gque contiene FMHN c;omo grupo prostético,
Posteriormente son transferidos a la ubiquinona gque, a su Vez,
los dona al citocromo b. Los electrones son transportados
sucesivamente por cit:)cr‘omo ¢y ¥y ¢ para llegar al citocromo aag
(citocromo oxidasa) que contiene cobre. La citocromo oxidasa
requiere 4 electrones y cuatro Pi’ , Ppara reducir el G
completamente a dos H, 0. El transporte de electronels puede ser
inhibido por rotenona, antimicina A y clianuro. La gran
disminucion de energia libre del transporte de electrones es
retenida por tres sitios, que conservan la energia en 1la cadena
respiratoria; cada wuno de ellos es capéz de generar ATP a
partir de ADP y Pi. La fosforilacidon oxidativa puede ser
desacoplada del transporte de electrones por agentes
especificos o por ionoforos como la valinomicina. La teoria
quimio-osmotica de la fosforilacién oxidativa propone la
creacidon de un gradiente de H+, que es generado a traves de
la membrana interna por el transporte de electrones, lo cual
conduce a la formacion de ATP mediante 1la partic1pac16n de 1la

ATPasa Fo-§ en la matriz mitocondrial.
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Fig. 2. La fosforilacidén oxidativa acopla la liberacién de
energia procedente de moléculas derivadas de hidratos de carbono y
de lipidos con la sintesis de ATP. En las células nucleadas, la
fosforilacidn oxidativa tiene lugar sélo en las mitocondrias. Los
electrones y los protones procedentes de diversos sustratos
son conducidos através de la cadena respiratoria por una serie
de reacciones enzimaticas hasta alcanzar al oxigeno, que de

cierta forma es reducido a agua.
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Fig. 2. Durante el transporte de electrones en la cadena
respiratoria se inician mecanismos que inducen la tranferencia de
H+ del lado internc de las mi-t.ncondras hacia el exterior Cespacio
intermembranall . De esta forma la energia de los procesos
oxidatives se transforman en la energia de un gradiente
electroquimico. A esta dltima la capta la llamada ATPsintetasa o
ATPasa de H+ y la utiliza para promover la unidén entre el fosfato

inorganico CPid y ADP, y formar ATP.
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Fo - R - ATPasa

Este complejo enzimatico esta formado por wuna parte
hidrbéfoba membranal, denominada Fo, por ser el sitio de
interacciéon del inhibidor oligomicina, y por una parte
hidrofilica, facilmente desprendible de 1la membrana 1interna
mitocondrial, denominada Fy . El complejo F -Fo cataliza la
siguiente reaccion:

ADP + Pi + ApH # = 3 ATP + HO0

Fy -Fo

La F -ATPasa, esto es, la parte hidrofilica, ha sido
purificada a partir de mitocondrias de diferentes tejidos de
mamiferos asi como también de cloroplastos, bacterias como
E. coli y de hongos como levadura y Neurospora. El1 peso
molecular de ésta enzima que casi no varia entre las especies
examinadas, es de 3-4 x 18 Kdaltones y esta formada por 5
subunidades diferentes, denominadas «, B, vy, &, €. La
estequiometria de 1las subunidades es todavia motivo de
controversia, pero las principales alternativas son: a2 B3 vy
a2 B2 yi-261 -2¢2. En mitocondrias de mamiferos existe una
sexta subunidad, la cual se disocia facilmente del complejo Fj ;
ésta subunidad es conocida como el inhibidor de la F -ATPasa y
tiene un peso molecular de aproximadamente 10 000 daltones.

El sector membranal hidrofilico del complejo ATPasa, el
complejo F 41, esta formado por tres subunidades, gque tienen
pesos moleculares de 19 KDa, 13,5 KDA y una subunidad pequeﬁa,
un proteolipido de 7.3 KDA. La estequeometria de estas

subunidades es :2. 4:3.4.
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Entre el sector membranal hidrofobo Fo y el sector
hidrofilico F (Fig. 3, 4), se encuentra un puente proteico de
union, formado por dos subunidades distintas. Una proteina,
formada por 190 aminoacidos, que pesa 21 KDa y que le confiere
al sistema de ATPasa, sensibilidad al inhibidor oligimicina. Este
péptido es conocido por sus siglas en 1nglés como OSCP
(oligomycin sensitivity conferring protein), y el factor de
acoplamiento 6, que pesa 8KDa y se requiere para la unién de 1la

Fy al sector Fo.

Propiedades funcionales de las subunidades del

complejo Fo-Fy-ATPasa

El conocimiento gque se tiene del papel fisioldogico de 1las
distintas subunidades del complejo FoF} -ATPasa, ha sido obtenido
gracias a la utilizacidn de analogos estructurales del ADP vy
ATP, los cuales no pueden ser transformados enzimaticamente, y
al uso de reactivos marcados, gue se fijan firmemente a las
distintas regiones del complejo e inhiben su actividad.

Utilizando un derivado dialdehidico del ATP, el Dial-ATP,
que se une a la subunidad B de 1la porciéniF‘ del complejo,
se demostrd que es en esta subunidad en donde se encuentra
localizado el sitio activo de 1la enzima.

Con reactivos modificadores de grupos gquimicos funcionales
se ha logrado establecer un esquema del sitio catalitico de
la subunidad B y los residuos de aminoacidos que 1lo
conforman, que son esenciales para la sintesis e hidrdlisis

de ATP.
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De esta manera se sabe gue el grupo guanidino del
aminoacido arginina, la region aromatica de la tirosina, el
grupo -NH3+de la lisina y dos grupos carboxilo, probablemente
del glutamico o aspartico, intervienen en 1la fijacidéon del
substrato a la enzima.

La wutilizaciéon de las moléculas semejantes en estructura
a ADP y ATP, permitié también conocer gque en la subunidad «
existen sitios de fijacién ©para estos nucleotidos, gque
sirven para la regulacion de 1la sintesis del ATP.

Con base en estudios de reconstruccidon del complejo Fy -Fo
a partir de subunidades aisladas, se ha establecido gque la
subunidad & del componente F -ATPasa sirve como valvula
selladora para impedir que los H se fuguen (y en consecuencia se
pierda energia) cuando no se esta formando ATP. La subunidad
y es probablemente la responsable, a través de cambios
conformacionales, de producir el cierre y la apertur.a del canal.
La sintesis del ATP se lleva a cabo como un trabajo conjunto
entre las subunidades a y B

El sector membranal del complejo, el Fo, ademids de servir
de union de la F 12 la membrana, funciona como tunel para el
paso de H" a través de ella. La estructura del tunel esta
constituida por 4 a 6 subunidades del proteolipido de peso
molecular de T000; esta estequiometria ha sido obtenida
mediante el marcaje isotopico de las subunidades de la Fo con
diciclo-hexilcarbodimida radiactiva fq’ C-DCCD). Este reactivo,
modificador de grupos carboxilo, bloguea completamente el canal
de H y se fija a un residuo de -COO  del aminoacido

glutamico que se encuentra localizado hacia la mitad del canal.
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La oligomicina, 1inhibidor de la fosforilacidon oxidativa,
también tiene su sitio de accion en el proteolipido e
impide el paso de 'H por fijarse a una regién muy hidréfoba,
que se localiza aproximadamente a 6 residuos de aminodcidos del
sitio de £fijacion del CDDC.

Finalmente de todas estas observaciones lo que emerge es una
imagen muy compleja de wun sistema proteico gque tiene gue
funcionar entre las dos fases de una membrana, con el unico
pr‘opéclto de conservar vy transformar la energia de un

gradiente a energia quimica.
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Fig. 4. Esquema de la ATPasa mitocondrial. El dibujo ilustra
una de las ideas de cdmo estan colocadas las subunidades que
componen a la enzima responzable de formar ATP con la energia del
gradiente electroquimico. La funcidén de las distintas subunidades
se describe en el texto. I es la proteina inhibidora y que actua

como regulador de la funcién de la enzima.
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Todo lo anterior se traduce en términos generales, Yy
sabiendo gue a lo largo de un manglar y en particular dentro de
un estero se propicia un gradiente de salinidad natural (Fig. 5 y
Fig. 6), y considerando gque los mangles son arboles proplos de
los litorales tropicales, los cuales desarrollan su ciclo de vida
en medio hidrosalino fluctuante (halofitas), el poseer una
extraordinaria facultad de adaptacién al mismo medio, su
distribucidon caracteristica en un gradiente salino natural,
su elevada productividad fotosistét.ica: asi ante tal
perspectiva y en vista de el desconocimiento de los mecanismos
que propician esa elevada productividad, asi como 1a falta de
informacion de los mecanismos de adaptacién bioquimica de
los mangles a la salinidad; son 1las principales razones por las

cuales en eéste trabajo se plantean los siguientes objetivos:

{.- Evaluar y comparar las actividades ATPasa mitocondrial y
microsomal de tres especies de mangle durante un ciclo

anual.

2.- Comparar el comportamiento de ATPasa mitocondrial ¥y
microsomal de cada especie en relacion al gradiente

salino natural del estero de Tecolutla-Veracruz.

3.- Evaluar las actividades de ésta enzima en funcion
de la concentracion de NaCl en el medio de ensayo
(mezcla de reaccion enzimatica) Yy observar las
diferencias de comportamiento de ATPasa de cada
especie con respecto a su ubicacion dentro del

estero (Fig. B6)
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Se ubicaron cuatro estaciones de muestreo mediante el
analisis previo de similitudes en composiciéon floristica vy
disimilitudes edaficas (ubicacidén edafica de las especies
de mangle estudiadas) (Fig. 6) (71, T72).

En cada estacién se establecid un transecto partiendo
del borde del estero y corriendc en direcciéon perpendicular a
este, tierra adentro. En cada transecto se delimitaron
aproximadamente cuatro cuadrantes de 10 x 10 metros, separados
entre si por una distancia de 20 metros.

En cada estaciéon se tomaron dos muestras de agua
intersticial, cada una correspondiente a la Zzona de abundacia de
cada especie vegetal (de mangle), para su posterior
cuantificacién de cationes (Na ' ¥ Xk ).

De las mismas zonas se colectardén tres muestras de
aproximadamente 2 Kg de hojas por especie. Las hojas se tomaron
de los extremos apicales de las ramas de arboles diferentes.

Las hojas de las especies Rhizophora mangle, Avicennia

germinans Y Laguncularia racemosa se colectaron

mensualmente durente un ano como material de estudio Y se
colocardn en bolsas de plastico, las gque se pusierdn en
charolas con hielo, para ser transportadas al laboratorioco de la
escuela (E.N.E.P-IZTACALA), donde se guardaron en
refrigeracion entre 4 vy £ c para su procesamiento y

analisis,

Las hojas colectadas se lavaron con agua de la llave para
remover las particulas gruesas de suelo y posteriormente se

lavarén al menos dos veces con agua destilada fria (4 <)
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A 75 g de hojas se les removio la nervadura central y se
cortaron en fracmentos de aproximadamente dos centimetros. Las
operaciones posteriores se llevardén a cabo entre 0 ¥y 40 C.

Una vez cortadas las hojas se les anadid medio de
homogeneizacion (0.3M de Manitol, imM de EDTA, 0.05% de
cisteina, 0.3Z2 de PVP, 0.05Z de BSA; pH ajustado entre 7.2 a
T.4). Los fracmentos de hojas Jjuntos con el medio (volumen {:)
se colocardén en una licuadora (capacidad de 750 ml), 1la
homogeneizacién se realizd en' un range de 15 a 20 segundos,
posteriormente en ésta etapa el pH de la mezcla (tejido-medio),
se mantuvo entre 7.2 a 7.4 por goteo adicional de KOH 10 H. EIl
homogenizado resultante se #£iltrd através de ocho capas de
gasa. El filtrado se sometidé a centrifugacin diferencial
(Fig. 7 y Fig. 8).

La pastilla mitocondrial se colectd despueées de
centrifugar a 500 x g (10 minutos) y 12,000 x g (15 minutos)
(Fig. a). El sedimento de la primera centrifugacién se
descarto (celulas enteras, membranas celulares, nucleos), la
pastilla (mitocondrias) de la centrifugacion alta (12,000 x g)
se resuspendié y se le anadic mas o menos 30 ml de medio
de lavado (0.3 M de Manitol, 04 mM de EDTA, 0.0254 de PVP, 0.4
de BSA pH entre 7.2 a T7.4), después se realizd una nueva
centrifugacion a velocidad baja 500 x g (10 minutos) y otra a
velocidad alta 6,000-x g (15 minutos). La pastilla resultante se
resuspendid en un pequeﬁo volumen c¢on medio de lavado
(volumen 1:), en seguida se agregd mas medie de lavado
(aproximadamente 30 ml), Y se realizo una ultima

centrifugacién a 6,000 x g (15 munutos), la superficie de la
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Fig. 7. Esquema general que ilustra la metodologia utilizdda

en en presente trabajo.
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MEDIO NATURAL DE CRECIMIENTO DE LOS MANGLES

AGUA INTERSTICIAL

CUANTIFICACION DE CATIONES

ma’ x)

v
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A
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CUANTIFICACION AISLAMIENTO DE AISLAMIENTO DE CUANTIFICACION

— —
DE PROTEINA FRAC. MIT. FRAC. MICRO. DE PROTEINA

MEDICION DE LA
ACTIVIDAD DE ATPasa

(CUANTIFICACION DE Pi))



CONDICIONES NECESARIAS PARA EL AISLAMIENTO DE

MITOCONDRIAS VEGETALES

Cortar 75g de hojas sin nervadura cent?al ) °
Lavar al menos dos veces con agua destilada fria (4°C)

F LR 3

Cortar en fragmentos de 2 cm y agregar medio de homogenizacibn
(0.3M de Manitol, 1mM de EDTA, 0.05% de Cistina, 0.3% dePVP, 0.1%
de BSA -Volumen 1:1; pH 7.2-7.4)

Homogenizar en licuadora

(alrededor de 15 segundos)
Durante esta etapa mantener el pH
entre 7.2 - 7.4 con KOH 10N

Filtrar através de 8 capas de gasa

Lavar el residuo con 1/3 del medio de homogenizacién
combinar los filtrados: el primero y el de lavado

Someter a centrifugacién diferencial

Centrifugar a 500xg/10 min. a4%c.

.’//’

Sedimento descartar sobrenadante centrifugar
a 12000xg/15min.4°C.

La pastilla resuspender

eon® 30ml de medio de lavado :

(0.3M de Manitol, o.1mM de EDTA E;:::iizns;igiizamal
0,1X% de BSA, 0.025% de PVP pH:7.2-7.4) —-_).

Centrifugar a 500xg/10 min 4°c,

Sedimento descartar Sobrenadante centrifugar

. ___a 6000xg/15 min. “4°¢,

La pastilla mitocondrial

se resuspende en un peque

flo volumen con medio de gobren:danta
lavado, agragar unos 30 nl RELArLAL
més.de medieo de lavado

Centrifugar a 6000xg/15 min. 4°c.

Enjuagar al menos dos veces la \\“N\\‘
superficie de la pastilla con
medie de lavado. ' Sobrenadante

descartar.
Resuspender la pastilla
con el mismo medio

(Fraccidn mitocondrial),
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pastilla mitocondrial se lavé al menos dos veces con medio de
"lavadoe" para remover el material amarillo que sedimentd sobre
la parte superior de 1la pastilla. El paquete mitocondrial
finalmente se resuspendio en el mismo medio (medio de lavado)
(17, 32, 33).

La determinacioén de proteina se realizo por el

método escrito por Bradford (2).

El consumo de oxigeno por las mitocondrias de mangle
(Rhizophora mangle) se leélizé polarogréficamente con un
electrodo para 0 p Clark. Las mitocondrias de mangle se
agregarén a 0.9 ml de medio de reaccidén estandard (Sacarosa
0.25 M, KH PO 10 mM, HMgChk 5 mM pH:=7.2); posteriormente se
agr‘egé Succinato 50 mM y ADP 10 mM (para observar la relacion

entre el estado 3 y el estado 4 de la replraclén mitocondrial).

La actividad ATPasa para ambas fracciones (mitocondrial ¥y
microsomal - frac. soluble), se determiné cuantificando el
fésforo inorganico (Pi) de 1la hidrolisis del ATP, segin el
método de Taussky y Shorr (65).

Las condiciones para el ensayo de actividad de ATPasa se
determiné en un sistema de reaccion gque contienenia: Tris-
HCl 256mM pH 80 - 85 (pPH 65 «), CaClp2.0 mM, ATP 25 mM, NacCl
desde 0.0 a 400 mM y 04 ml de cada fraccidon (por separado)
obtenida .xx. El volumen de reaccion total fue de un mililitro,
el cual se completd con agua destilada. Posteriormente 1la
mezcla de reaccidén se incubd una temperatura de 30° C por

un periode de 30 minutos y después la reaccion enzimatica

se detuvo por adicién de 0.2 ml de TCA al 504 frio (31, 64).
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Después se realizé una centrifugacién a 2500 x g
durante 12 minutos y posteriormente se cuantificd por
espectrofotometria el foésforo inorganico por el método de

Taussky y Shorr (65).

Los resultados obtenidos son al menos de dos repeticiones y

se reportan en upmoles de Pi/ mg de Prot/ hr.

*En ensayos posteriores hemos observado gue la mayor
actividad de ATPasa para ambas fracciones (mitocondrial vy
microsomal) es a pH de 6.5,

xxLa suspencidén final (proteina mitocondrial) contenia
de 2 a 4 mg de proteina por mililitro (17, 32, 33).

La fraceién microsomal (frac. soluble) contenia
también entre 2 a 5 mg de proteina por mililitreo (17, 32,

33).
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Fara la interpretacién y. andlisis de resultados se aplicaron
dos pruebas estadisticas: Una anova 2 factores y una anova 3

factores (71, 72).

A NGl = e e e e e e e e e e e e i . A
Cb> Especies de mangle estudiadas-------——===—======== B
Cc) Estaciones edafoldgicas———————————=—————————————— C

Esto se refiere a las variables en las que estamos

interesados como factores (71, 72).

Para el analisis de Varianza 2 factores y analisis de
Varianza 3 factores con repeticidén se utilizardén la

siguiente secuencia de férmulas:

¥ £ E x° ijk = (Factores manejados).
L -k

J

s = " 2 _
sc total z z L X ijk (Z"_‘_‘_) >
L oJg Rk N

= 2 2 _

sc A El (EJ Eh xth) - (Iﬁ—;) =
ni

¢y =B, (5 5 xu.k)‘a—cza-_;)a -
nj
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_ 2 =~
c A - Ei (E_} Ek xi}-k) (Iv_;_'_,)

N
Jk
2 2 _
S C g = }:J. (L, L, J(U_h) —(1_‘;____) =
ik
= 2_ 2 _
= & g Ek czl Ej xij.l? I...)” =

N

iy
INTERACCICN ENTRE FACTORES

iz 2_ = - 2
$C 4p =L Iy (B X, 50 L (B & Xi 0 AL, X%

kikik

+ (T

- 2 2 2
SC 40 =L B By Xy 2 L CEy B Xy — LEE; X500

Jikiy

+ (T.

i 2 2 2
=E gy ™ Zb L, (L, xijk) -E& (E; L xijk) - zhczizj xijh)

iikij

32



TRIPLE INTERACCION

2 2 2
=L age ™ EiEJ.Ek X“ijr T Eg By (B X0 ~ By B (Ey Xy -
kj

2 2 2
E; B (T X 50 R CEy B X T LRI, X w
¢ JR ik

DAL, Xy a_q;:“)a =

iJ
Cerrorzscr.otal_SCA_SCB‘SCABz
FCorror™ 2 € popay " FE 4SS Cg =S C S Cup =S Y
SCpge ~SCyp =

Los detalles de calculc para la anova 2 factores y anova 3
factores con repeticién en su forma mas practica de cémputo se

muestra en los Apendices C y D (en lenguage basic).
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RESULTADOS




Fig. 9. Actividad de ATPasa de hojas de mangle (expresada en
pmoles de Pi.~” mg de Prot.~/ hr.2 de Auicennia germinans CFrac.
Mitocondriall en funcidn del tiempo (Meses2; a dos concentraciones

diferentes de NaCl C[0.0] mM y [400] mM de NaCl).
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ACTIVIDAD DE ATPasa

Avicennia germinans.
Frac. Mitocondrial.

umoles de Pi/ mg de Prot/ hr.
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Fig. 10. Actividad de ATPasa de hojas de mangle (expresada en
pmoles de Pi.~ mg de Prot.~/ hr.) de Avicennia germinans CFrac.
Microsomal) en funcién del tiempo (Meses); a dos concentraciones

diferentes de NaCl C[0.0] mM y [(400] mM de NaCl).
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ACTIVIDAD DE ATPasa

Avicennia germinans.
Frac. Microsomal (Frac. Soluble).

Bumoles de PI/ mg de Prot/ hr.
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Fig. 11. Actividad de ATPasa de hojas de mangle (expresada en
pmoles de Pi.” mg de Prot.~/ hr.> de Rhizeophora mangle C(Frac.
Mitocondrial) en funcidn del tiempo (Meses); a dos concentraciones

diferentes de NaCl C[0.0] mM y [400] mM de NaCl>.
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ACTIVIDAD DE ATPasa
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Fig. 12. Actividad de ATPasa de hojas de mangle (expresada en
pmecles de Pi./ mg de Prot./ hr.2 de Rhizophora mangle CFrac.
Microsomal) en funcién del tiempo (Meses); a dos concentraciones

diferentes de NaCl C[0.0] mM y [400] mM de NaCl>.
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ACTIVIDAD DE ATPasa

Rhizophora mangle.
Frac. Microsomal (Frac. soluble).

umoles de Pi/ mg de Prot/ hr.
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Fig. 13. Efecto observado por el incremento de 1la
concentracién de Na® Cdesde [0.0] a [400] mM de NaCld sobre
la actividad de ATPasa (expresada en umoles de Pi.. mg de Prot. ~

hr.2 de hojas de Advicennia germinans (Frac. Mitocondriald.
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ACTIVIDAD DE ATPasa

Avicennia germinans.
Frac. Mitocondrial.

umoles de Pi/ mg de Prot/ hr.

2.0
]
1.6 100%/0
7700

1.0

100 %%

W\ 7Z4°/o
0.6
0.0 | 1 1 1

0 100 200 300 400 500

[ ] mM de NaCl.

— Avil 1+ Avid



Fig. 14. Efecto observade por el incremento de la
concentracién de Na' Cdesde [0.0] a [400] mM de NaCld> sobre
la actividad de ATPasa (expresada en umoles de Pi..~ mg de Prot. ~
hr.2> de hojas de Avicennia germinans(Frac. Microsomal (Frac.

soluble)) .
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Fig. 15, Efectc observade por el incremento de la
concentracién de Na+ Cdesde [0.0] a [400)] mM de NaCl) sobre
la actividad de ATPasa (expresada en umoles de Pi.~ mg de Prot. ~

hr.2> de hojas de Rhizophora mangle (Frac. Mitocondrial).
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ACTIVIDAD DE ATPasa

Rhizophora mangle
Frac. Mitocondrial.

5 umoles de Pi/ mg de Prot/ hr.
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Fig. 16. Efecto observado por el incremento de 1la
concentracién de Na' C(desde [0.0] a [400] mM de NaCl) sobre
la actividad de ATPasa (expresada en umocles de Pi.~ mg de Prot. ~
hr.2 de hojas de Rhizophora mangle CFrac. Microsomal

{(Frac. soluble) .
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Fig. 17. Efecto observado por el incremento de la
concentracién de Na' Cdesde [0.0] a [400) mM de NaCld> sobre
la actividad de ATPasa (expresada en umoles de Pi.~ mg de Prot. ~

hr.2> de hojas de Laguncularia racemosa (Frac. Mitocondrial).
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ACTIVIDAD DE ATPasa

Laguncularia racemosa.
Frac. Mitocondrial.

& jpmoles de Pi/ mg de Prot/ hr.
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Fig. i8. Efecto observado por el incremento de 1ia
concentracién de Na' Cdesde [0.0] a [400] mM de NaCld sobre
la actividad de ATPasa (expresada en umoles de Pi.~ mg de Prot. ~

hr.> de hojas de Laguncularia racemosa (Frac. Microsomal

(Frac. solubley) .
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Fig. 19. Actividad de ATPasa de hojas de mangle (expresada en
umoles de Pi.- mg de Prot.r hr.2) de Avicennia germinans,
Rhizophora mangle y Laguncularia racemosa, (Frac. Mitocondrial) en
funcién de incrementar la concentracidn de cloruro de sodio (desde
[0.0] a [400] mM de NaCl> en la mezcla de reaccidén enzimatica.

CVer. Material y Métcdosd.
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ACTIVIDAD DE ATPasa
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Fig. 20. Actividad de ATPasa de hojas de mangle (expresada en
umoles de Pi.- mg de Prot./ hr.> de Advicennia germinans,
Rhizophora mangle Yy Laguncularia racemosa, C(Frac. Microsomal
Frac. soluble) en funcién de incrementar la concentracicn de
cloruro de sodio Cdesde [0.0] a [400] mM de NaCl) en la mezcla de

reaccién enzimatica. (Ver. Material y Métodosd.
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Fig. 21. CURVA PATRON PARA CUANTIFICAR PROTEINA.
Concentraciones crecientes de AlbGmina se suero de
bobino se tomarén y se ajustarén a un velumen de 100 ul con
sclucién 0.15 M de NaCl, posteriormente se le agregd S ml de
reactivo de Bradford y la solucidén se mezclé.
Después se midid cada uno de los tubos a 595 1m, utilizando
come blanceo 100 ul de NaCl 0.15 M + 5 ml de reactivo Bradford y se

calculé la recta de regresién correspondiente. (Ver. Material y

métodosd.
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Fig. 22. CURVA PATRON PARA CUANTIFICAR FOSFOFQO INORGANICO.
Concentraciones crecientes de iésfore inorganice (se
utilizé KH8P04 1.0 mM como solucién estandard) se tomardén y se
ajustarén a un volumen de 2 ml con solucién de TCA 0.5 N,
posteriormente se le adicionarén 1.0 ml de reacctivo de Color y la
solucién se mezclé.
Después se midié cada uno de los tubos a 660 nm,
utilizando como blanco 2 ml de TCA O.5 N + 1.0 ml de resactivo de

Color y se calculdé la recta de regresién correspondiente.CVer

material y métodosD.
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Fig. 23. Actividad de ATPésa de hojas de mangle Cexpresada en
pmoles de Pi.~ mg de Prot. /hr.) de Avicennia germinans C(Frac.
Mitocondrial2, en funcién de incrementar la [ ] mM de Sacarosa y

NacCl.
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Fig. 24. Actividad de ATPasa de hojas de mangle (expresada en
pumoles de Pi.~ mg de Prot. ~shr.) de Rhizophora mangle C(Frac.
Mitocondrial), en funcidn de incrementar la [ ] mM de Sacarosa y

NaCl.
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Fig. 25. Actividad de ATPasa de hojas de mangle (expresada en
pmoles de Pi./ mg de Prot./ hr.2 de Avicennia germinans
CFrac. Mitocondriall, en funcién de incrementar las unidades de

pH.
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Fig. 26. Actividad de ATPasa de hojas de mangle (expresada en
pymoles de Pi.- mg de Prot./ hr.> de Avicennia germinans
C(Frac. Microsomal (Frac. solubley), en funcidén de incrementar las

unidades de pH.
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Fig. 27. Constmo de oxigenc por mitocondrias de hojas de
mangle: Rhizophora mangle.
Los trazos realizaddos se obtuvierdn en un polarigrafo
marca Gilson IC.Oxy., con un electrédo para 08 Clark.

Los numeros en circule se refieren al con.rél

respiratorio CR.C.D.
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Fig. 28. Esquema comparativo donde se observa la actividad de
ATPasa de hojas de mangle (expresada en umoles de Pi.~” mg de
Prot.~ hr:d) de Avicennia germinans, Rhizophora mangle vy
Laguncularia racemosa, (Frac. Mitocondrial y Frac. microsomal 2
en funcidén de incrementar la concentracidén de cloruro de sodio
Cdesde [0.0] a [400] mM de NaCl) en la mezcla de reaccidn

enzimatica C(Ver. Material y MétodosD. $
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FaV. G.L. S.C. C.M. FO

TRAT S3 886.1925 16.72061 19567.9
F.A S ?.152466 1.B30493 2142.2

F.B 2 785.6017 392.8009 459689.2
F.C 2 53.56409 26,78204 31342, 64
F.AB 10 10.063%97 1.006397 1177.772
F.AC 10 .6103516 6. 103516E-02 71.42858
F.BC 4 24.453 6.613251 7739.393
F.ABC 20 . 7469483 3.734741E-02 43.70715
ERROR 54 4,514258E-02 8.544922E-04

TOTAL 107 BB6. 2386 B8.282605

ANOVA 3 FACTORES CON REFETICION. (SRL).
FACTOR A: € ] DE NaCl. FACTOR B: ESPECIES. FACTOR C: ESTACIONES.
AVICENNIA GERMINANS. RHIZOPHORA MANGLE. LAGUNCULARIA RACEMOSA.

FRACCION MITOCONDRIAL..



Fig. 20. Cuantificacién de la [Na') y la [K'] mg/L de agua
intersticial de la zona de abundancia del mangle Avicennia
germinans Cavi. 1, Avi. 4J.

Las mediciones se obtuvierdn por espect.rofotom‘et.ria de
absorcién atémica. Para tal propésito se utilizd un

espectrofotémetro PERKIN ELMER No. 5000. (3.
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CUANTIFICACION DE [K+]
AGUA INTERSTICIAL
Avicennia germinans.
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Fig. 30, Cuantificacién de la [Na') y la [K'] mg/L de agua
intersticial de la zona de abundancia del mangle
Rhizophora mangle. C(rhi. 2, Rhi. 3, Rhi. 4.

Las mediciones se obtuvierén por espectrofotometria de
absorcién atdmica. Para tal propésito se utilizd un

espectrofotémetro PERKIN ELMER No. 5000.(C»,
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Fig. 21. Cuantificacidén Ide la [Na+J % de hojas de mangle de
Avicennia germians CAvi. 1, Avi.4.D.

Las mediciones se obtuvierdén por espectrofotometria

de absorcidédn atdmica. Para tal propésito se utilizdé un

espectrofotémetro PERKIN ELMER No. 5000 (.
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Fig. 32. Cuantificacién de la [Na+l % de hojas de mangle de
Rhizophora mangle. (Rhi.z, Rhi.3, Rhi. 4].

Las mediciones se obtuvierén por espectrofotometria

de absorciédn atémica. Para tal propésite se utilizé un

espectrofotémetro PERKIN ELMER No. 5000 (.
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ANALISIS DE RESULTADOS




Tabla No. 1, donde se observa la Actividad de ATPasa de hojas
de mangle (expresada en umoles de Pi.~- mg de Prot.~ hr.> de
Avicennia germinans (Frac. Mitocondriall a dos concentraciones
diferentes de NaCl (C[0.0] ﬁM y [400] mM de NaCl) y en funcién de
su ubicacién dentro del estero de Tecolutla - Veracruz C(Ver.
Material y Métodos y Fig. B8). Se aplicé el analisis de Varianza
para 2 Factores con repeticién para cada uno de los meses del afio.

Los resultados observados son de al menos dos repeticiones.
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ACTIVIDAD DE ATPasa Jamoles de Pif mg de prot/ hr

NaCl ( J mM Avicennia germinans
i medio de reaccifn Fraccién mitocondrial
Est. 1
2.35
0.0 2,30
ENERO
2
0.0 s
FEBRERO
400
0.0
MARZO
4oo
0.0
ABRIL
koo
0.0
MAYO
400
0.0
JUNIO ’
0‘0 ;::z
JULIO
4oo SEs
1450
0.0 1,46
AGOSTO 1.18
400 1,18
1.81
0.0 1.76
SEPTIEMBRE 1.47
400 1.58
4471
0.0 4,68
OCTUBRE ar
4oo .10
1,03
0.0 0.97 1,05
NOVIEMBRE 0.84 0.90
400 0.82 0.87
1,45 1.20
0:0 1.42 1.21
DICIEMBRE 400 ik £.5%
1.23 1,03




ANOVA FPARA 2 FACTORES CON REPETICION. Avicennia germinans. Frac. Mit,

F.v G.L §.C. C.M. Fa

TRAT 3 . 4433351 . 1479461 321.3175
FaC.A 1 .3486176 . 3486176 299.5101
FAC..E 1 9.115219E-03 9.115219E-03 7.831217
FAC.AB 1 8.610534E-02 2.610534E-02 73.97625 #*S%
ERROR 4 4.65523%E-03 1.16396E-03

TOTAL 7 . 442494

FACTOR A: (Na+] ma/L. agua. FACTOR B: No. de Estacicn. ENERD.
ANOVA FARA 2 FACTORES CON REPETICION. Avicennia germinans. Fra. Mit.
F.V G.L s.C. c.m. Fo

TRAT 3 . 2040422 6.801605E-02  1623,238

FAC.A 1 7.2198687E-02  7.219887E-02 577.9084
FAC..B 1 . 1300463 . 1300463 10140, 947

FAC.AR 1 1.802445E-03 1.802445E-03 14.42748 *5*
ERROR 4 4.997254E-04 1.249313E-04

TOTAL 7 . 2045479

FACTOR A: [Na+]l ma/L. aaua. FACTOR B: No. de Estacion. MARZO.
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ANOVA PARA 2 FACTORES CON REFPETICION.

Avicentila Jerminans. Frac. Mit.

E.V G.L s.C. C.M. Fo
TRAT a 1.986054 .6620178 930. 9364

FAC.A 1 1.901255 1.901255 939, 0532

FAC..R 1 6.430402E-02 6.480402E-02  32.00754

FAC.AB 1 1.999474E-02 1.999474E-02 9.875648 *S#
ERROR 4 9.098603E-03 2.0246S51E-03

TOTAL 7 1.994152

FACTOR A: [Na+] ma/L. agua. FACTOR B: No. de Estacidnm. ABRIL.
ANOVA PARA 2 FACTORES CON REPETICION. Avicernia germinans, Frac. Mit,
F.v G.L S5.C. C.M. Fo

TRAT 3 2.997421 . 9991404 111,905

FAC.A 1 . 4277954 . 4277954 444,1347

FAC..B 1 2.519997 2.519937 2616.246

FAC. AB 1 4.962921E-02 4.962921E-02 51.52476 *G*
ERROR 4 3.852844E-02 9.632111E-04

TOTAL 7 3.001274

FACTOR A: [Na+t] ma/L. agua. FACTOR B: No. de Estacidn.  MAYO.
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ANOVA PARA Z FACTORES CON REPETICION. Avicernia germinans. Frac. Mit.

F.v G.L s.C. C.M. Fo

TRAT a . 8470382 . 2823461 1831.307

FAC.A 1 .1275129 .1275129 275.6346

FAC..R 1 .7140131 .7140131 1543, 705

FAC. AR 1 5.512238E-03 S.S12238E-03 11.91753 *5*
_ERROR 4 1.850128E-03 4.625321E-04

TOTAL 7 . 8482384

FACTOR A: [Na+] masL. agua. FACTOR B: No. de Estaciicn. AGOSTO.
ANOVA FPARA 2 FACTORES CON REFETICION.  Avicennia derminans. Frac. Mit.
F.V G.L F .M. Fo

TRAT 3 1.82693% . 6089795 781.5928

FAC.A 1 1770172 1770172 75.73072

FAC..B 1 1.647113 1.647112 704, 6626

FAC. AB 1 2.803803E-03  2.B03203IE-03 1.199511 *NG*
ERROR 4 9.549823E-03  Z.337456E-03

TOTAL 7 1.83628%

FACTOR A: [Na+] ma/L. agua. FACTOR B: No. de Eztaciom. SEFTIEMBRE.
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ANOVA PARA 2 FACTORES CON REPETICION. Avicennia germinans. Frac. Mit.

F.V G.L s.C. C.M. Fa
TRAT a 5. 442536 1.814179 9264, 463

FAC.A 1 . 446518 . 446518 760.073

FAC..B 1 4.977013 4.977013 8472.03%

FAC. AB 1 1.900482E-02 1.900482E-02 32.35065 *5+%
ERROR 4 2.349854E-03 S.874634E-04

TOTAL 92 5.444886

FACTOR A: [Na+] mg/L agua. FACTOR B: No. de Estacicn. OCTUERE.
F.V G.L 8.C. C.M. Fo

TRAT | 5.225039E-02 .01741683 232. 4009

FAC.A 1 4.499913E-02  4.499913E-02 200. 1485

FAC..B 1 7.199765E-03  7.19976SE-03 32.02333

FAC. AR 1 5.149342E-05  S.149842E-05 0.2290562 *NS*
ERROR 4 8.993149E-04  2.243287E-04

TOTAL 7 . 0531497

FACTOR A: I[Na+] ma/L agua. FACTOR B: No. de Estacicn. NOVIEMERE.
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ANOVA PARA 2 FACTORES CON REPETICION. Avicennia germinans. Frac. Mit.

F.v Bl EU6. C.M. Fo.
;;;;‘-__‘--_---;-- -T1575345 5.2511;;;-02 - 838.5127

FAC.A 1 6.661129E-02 6.661129E-02 354.5533

FAC..E 1 9.030914E-02 9.030914E-02 420.6904

FAC. AE 1 6.141663E-04 6.141663E-04 3.269036 *NS*
ERROR 4 7.514954E-04 1.572732E-04

TOTAL 7 . 1582861

FACTOR A: [Na+l ma/L. agua. FACTOR EB: Na. de Estacign. DICIEMBRE.
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Tabla No. £, donde se observa la Actividad de ATFasa de hojas
de mangle (expresada en umoles de Pi.~ mg de Prot./ hr.J de
Avicennia germinans (Frac. Microsomal) a dos concentraciones
diferentes de NaCl C[O.0) mM y [400] mM de NaCld y en funcidén de
su ubicacién dentro del estero de Tecolutla - Veracruz CVer.
Material y Métodos y Fig. B). Se aplicé el analisis de Varianza
para 2 Factores con repeticién para cada uno de los meses del afio.

Los resultados observados son de al menos dos repeticiones.
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ACTIVIDAD DE ATPasa moles de Pif mg de prot/hr

Nacl (] mM

medio de reaccibn Avideunia germidsis

MES Frac.soluble (microsomal)
Este 1 &
3.53 4,5k
o 3.58 b ks
S i 3.33 3.88
3.26 3.90
0 IO ====
FEBRERO ===
400
0.0
MARZO
400
0.0
ABRIL
4oo
0.0
MAYO
400
0.0
JUNIO
koo
0.0
JULT0
koo Rz
5.36
0.0 5431
AGOSTO 3.31
400 3.24
2.90
0.0
SEPTIEMBRE 2.81
2.28
%90 2.22
5.82
0.0 5.88
OCTUBRE e
400 e
0.0 3e08
NOVIEMBRE 2'?3
4ao 2.72
3.10
0.0 3,05
DICIEMBRE &00 2 58
2,23 2.54




ANOVA PARA 2 FACTORES CON REFETICION. Avicennla Jerminans. Frac. Micrao.
Frac. Scluble,

F.V G.L s.C. C.M. Fo

TRAT 3 1.611763 .5372543 812.527

FAC.A 1 . 3741303 . 3741303 188,6077

FAC..B 1 1.173139 1.178139 593.927

FAC.AB 1 5.949402E-02 5.949402E-02 29.99231 *5*

ERROR 4 7.934571E-03 1.983643E-03

TOTAL 7 1.619698

FACTOR Ai (Na+l ma/L. agua. FACTOR B: No. de Estacidn. "TENERD.

ANOVA PARA 2 FACTORES CON REFETICION. Avicennia Jerminans. Frac. Micro.
Frac. Soluble.

F.v G.L 5.C. C.M. Fo

TRAT 3 . 3556423 .1185474 190, 8974

FAC.A 1 .308115 L30811S 165, 3362

FAC..B 1 1.0166176-03 1.016617E-03 0.5456372

FAC. AB 1 L 0465107 .0465107 24, 96545 %5+

ERROR 4 7.452011E-03 1.863003E-03

TOTAL 7 . 3630943

FACTOR A: (Na+l mg/L. agua. FACTOR B: No. de Eztacicn. MARZO.
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ANOVA PARA 2 FACTORES CON REPETICION. Avicennia germinans. Frac. Micro.
Frac. Scluble,

E.V &.L 8.6 C.M. Fa

TRAT 3 2.99050%9 2.996237 10521.46

FAC. A 1 4.176026 4.176026 4327.143

FAC..BE 1 4.470032 4.470032 5231.215

FAC. AR 1 .3444519 . 3444519 403, 1072 *S+

ERROR 4 3.417969E-03 2.544922E-04

TOTAL 7 8.993927

FACTOR A: I[Na+] ma/sL. agua.  FACTOR B: No. de Eztacicn. ABRIL.

ANOVA PARA Z FACTORES CON REFETICION. Avicennia germinans. Frac. Micro.
Frac. Soluble.

F.V G.L s.C. C.M. Fo

TRAT 3 .3777313 . 1259105 592.9341

FAC.A 1 . 2556076 . 2556076 401, 2335

FAC..B 1 9.901423E-02 9.901428E-02 155. 4252

FAC.AB 1 2.310944E-02 2.310944E-02 36.27545 *5%

ERROR 4 2.548218E-03 6.370545E-04

TOTAL 7 . 32802796

FACTOR A: [Na+] masL. agua. FACTOR B: No. de Estacicn. | MAYD.
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ANOVA PARA 2 FACTORES CON REFETICION. Avicernia germinans. Frac. Micro.
Frac. Scluble.

F.v G.L S.C. C.M. Fo

TRAT 3 6.122315 2.040772 253.7436

FAC.A 1 5.882462 5.382462 243.8027

FAC..B 1 1.815796E-03 1.815796E-03 7.525691E-02

FAC.AB 1 2380371 . 2380371 9.865613 *S5%

ERROR 4 9.651184E-02 2.412796E-02

TOTAL 7 6£.212227

FACTOR A: [Na+] ma/L. agua. FACTOR E: No. de Estacion. AGOSTO,.

ANOVA FARA 2 FACTORES CON REFPETICION. Avicennia germinans. Frac. Micro.
Frac. Soluble.

F.v G.L 8. Ca C.M. Fo

TRAT a 1.601493 . 5338326 F56. 3166

FAC.A i | 1.462051 1.462051 273.0479

FAC..R 1 1.44538%E-02 1.44538%E-02 2. 6305977

FAC.AB 1 . 1249924 . 1249924 74.63781 *5%

ERROR 4 6.692609E-03 1.674652E-03

TOTAL 7 1.608196

FACTOR A: [Na+] ma/L. agua. FACTOR B: No. de Estacian. SEPTIEMBRE.
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ANGVA PARA 2 FACTORES CON REPETICION. Avicernla Jerminans. Frac. Micro.
Frac. Soluble.

F.V 6L s.C. C.M. Fo

TRAT 3 6.022217 2.007406 3417.074

FAC.A 1 1.628992 1.628995 924.3117

FAC..B 1 4.307099 4.307099 2443, 296

FAC.AB 1 8.612061E-02 2.612061E-02 43.86581 *5%

ERROR 4 7.0495€1E-03 1.74239E-03

TOTAL 7 £.029267

FACTOR A: [Na+t] ma/L agua. FACTOR B: No. de Estacicm. OCTUERE.

ANOVA PARA 2 FACTORES CON REPETICION.  Avicerrla 9ermirans. Frac. Micro.
Frac. Scluble.

F.V G.L s.C. c.M. Fao

TRAT a .451313 . 1504377 1637.495

FAC.A 1 . 2592163 .2S92163 940.5121

FAC..B 1 . 15360657 L1BE06ST £75.1003

FAC.AB 1 6.031037E-03 &.031037E-03 21.28235 5

ERROR 4 1.102442E-03 2.756119E-04

TOTAL 7 . 4524155

FACTOR A: [Na+]l mg/L. agua. FACTOR B: No. de Estacion. NOVIEMEBRE.
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ANOVA PARA 2 FACTORES

CON REFETICION.

Avicernia germinans. Frac. Micro.

Frac. Soluble.

F.V R gic. C.M. Fa

TRAT . 7315064 . 2438355 1272.04

FAC.A . 3042069 . 3042069 s28, 995

FAC..H . 3960533 . 3960533 £88, 7092

FAC. AB 3.124619E-02 3.124619E-02 S4.33499 *S*
ERROR 2.300263E-03  S.7S06S6E-04

TOTAL 7 . 7333066

FACTOR A: [Na+t] ma/L. agua. FACTOR B: No. de Estacion. "DICIEMERE.
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Tabla No. 3, donde se observa la Actividad de ATPasa de hojas
de mangle (expresada en umoles de Pi.~ mg de Prot./ hr.) de
Rhizophora mangle C(Frac. Mitocondrial) a dos concentraciones
diferentes de NaCl C[O.0] mM y [400] mM de NaCl) y en funcidén de
su ubicacién dentro del estero de Tecolutla - Veracruz (Ver.
Material y Métodos y Fig. B). Se aplicd el analisis de Varianza
para 2 Factores con repeticién para cada uno de los meses del afio.

Los resultados cbservados son de al menos dos repeticiones.
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ACTIVIDAD DE ATPasa mmoles de Pi/f mg de prot/ hr

NaCl [ J mm Rhizophora mangle
MES medio de reaccibn Fraccifn mitocondrial.
Est. 2 3 3
2.77 3.73
—— 9.0 2,83 3,60
2,38 3.35
200 3.2k
0.0 ====
FEBRERO ====
400 i
1.70 1.65
fe0 1.66 1.66
MARZO
Koo 0.90 1.15
1405 1543 1.17
0.0 1.80 2,25 2.54
ABRIL 2 1.95 2.313 2.64
1.45 1.94 1.40
400 1.45 1.97 1.34
0.0 5402 4,82 3.62
. 5406 4,80 3.70
HATO 400 .56 h,3h 3,13
4457 4,30 3.16
0.0 ffff oo S
JUNIO
400 il
0.0 RS
i 3 4 -3
1.66
Rad 1.62
AGOS!
TQ 400 1.56
1.53
1457
0.0 1.58
SEPTIEMBRE
400 1.30
1430
4,10
0.0 4,63 4,46 4,13
OCTUBRE
4,10 4,00 3.71
400 4.1k 3.96 3.64
0.0 2.60 2.20 1.95
NOVIEMBRE 2.58 2.17 1.94
2,24 1.88 1.75
00 2.25 1.85 1.80
2.h2 2.16 2,12
0.0 2,45 2,22 2.10
DICIEMBRE 4 2,20 1.84 2,00
20 2,18 1,84 1.95




ANOVA PARA 2

FACTORES CON REFETICION.

Rhizophora mangle.

Frac.

Mit.

F.V G.L 5.C. C.M. Fo

TRAT 5 6.3990097 1.392019 1445, 38

FAC. A i . 4720307 . 4720307 97.63209

FAC..B 8 6.516205 4.258103 €73.9285

FAC. AR 2 1.261572E-03  9.307861E-04 0. 1925303 *NS*
ERROR 6 2.900596E-02 4,334493E-03

TOTAL 11 7.019104

FACTOR A: [Na+] ma/L. agua. FACTOR B: No. de Estacidn. ENERD.
ANOVA PARA Z FACTORES CON REPETICION. Rhizophora manale. Frac. Mit.
F.V G.L s.C. C.M. Fo

TRAT s 1.011105 . 2022209 267.2824

FAC.A i L 9S20359 . 9520359 251.6677

FAC..B 2 2.795601E-02  1.397201E-02 3. 695042

FAC. AR 2 I.111267E-02  1.555634E-02 4,112269 * G*
ERROF 6 2.269745E-02  3.732908E-03

TOTAL 11 1.033802

FACTOR A: [Na+] masL. agua. FACTOR B: No. de Ectacion. MARZO.
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ANOVA PARA 2 FACTORES CON REPETICION. Rhizophora mandle. Frac. Mit.
F.V G.L 5.C. C.M. Fo

TRAT 5 2.234345 . 4468629 616.4392

FaC.A 1 1.313412 1.313412 62,3606

FAC..H 2 4482182 . 2244091 61.91282

FAC. AB 2 .4721146 . 2360573 £5. 12646 *S5%
ERROR 6 2.174759E-02° 3, 624598E-03

TOTAL 11 2. 256092

FACTOR A: [Na+] ma/L. FACTOR B: No. de Estacion. ABRIL.
ANOVA PARA 2 FACTORES CON REPETICION.  Rhizophora manale. Frac. Mit.
F.V G.L s.C. C.M. Fa

TRAT 5 5.221375 1.044275 S627.335

FAC.A 1 . 7301636 . 7301636 795. 3241

FAC..B 2 4.490432 2.245216 2445, 582

FAC.AB 2 7.781983E-04 3.890991E-04 0.4238227 *NS*
ERROR & 5.508423E-02  9.120705E-04

TOTAL 11 5. 226883

FACTOR A: [Na+] ma/L. agua. FACTOR B: No. de Estacicnm. mavyo.
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ANOVA PARA = FACTORES CON REFETICION. Fhizophora mangle. Frac. Mit.

Fov G.L 5.C: C.M. Fo

TRAT = 8.172661 1.634532 5262, 232

FAC. A 1 . 2126966 . 2186966 140.5754

FAC. . H 2 7.887017 2.943505 2542, 05

FAC. AR z 6.694794E-02 3, 347337E-02 21.57787 *S*
ERROR 6 9.307861E-03  1.55131E-02

TOTAL 11 8. 121969

FACTOR A: INa+l masL. agua.  FACTOR B: No. de Eztacism. AGOSTO.
ANOVA FARA Z FACTORES CON REPETICION. Rhizophora manale. Frac. Mit.
F.V Rl &.C. c.m. Fo

TRAT s .903677 . 1507354 4722.13

Fac. A 1 . 2730065 . 2730065 1426.585

FAC. . E 2 .S964485 . 2982245 1552, 261

FAC. AR 2 3.422165E-02 1.711083E-02 £9.41196 *S*
ERROR & 1.143224E-03 1.913707E-04

TOTAL 11 . 9048252

FACTOR A: [Na+l masL. =zaua. FACTOR B: No. de Eztacicn. " TSEPTIEMERE.
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ANOVA PARA 2 FACTORES CON REFETICION. Rhizophora mangle. Frac. Mit.

F.V G.L S.C. C.M. Fo
TRAT s 1.161115 . 2322235 1207.857

FAC.A 1 .6864014 L6264014 714.0318

FAC..B 2 . 4725037 . 2362518 245.761%

FAC.AB 2 2.212525E-03 1.106262E-03 1.150794 *NS*
ERROR 3 5.767823E-03 9.613037E-04

TOTAL 11 1.166855

FACTOR A: TNa+1 ma/L. agua. FACTOR™BY NoT de Eztacign. OCTOERES
ANOVA FPARA 2 FACTORES CON REPETICION. Rhizophora mangle. Frac. Mit.
F.V G.L S.C. C.M. Fa

TRAT s . 9064446 .1812829 2217.235

FAC.A 1 .2324104 . 2324104 S68.507

FAC..B 2 .6561241 . 3230621 202, 4337

FAC.AB 2 .01791 8. 955002E-03 21.905173 *5#*
ERROR 6 2.45285E-03 4. (03S0S4E-04

TOTAL 11 . 9088974

FACTOR A: [Na+] ma/L. agua. FACTOR E: No. de Estacicn. NOVIEMERE.

74



ANOVA PARA 2 FACTORES CON REFETICION. Rhizophora manale. Frac. Mit.

F.V G.L 5.0: c.M. Fo

TRAT 5 . 4226761 £,453S22E-02  6£41.0%16

FAC. A 1 . 1800728 . 1800728 273, 1244

FAC. .B 2 .2184029 .1092014 165.6307

FAC. AB 2 2.420044E-02 1.210022E-02 18.35294 *G*
ERROR & 3.955841E-02 £.592062E-04

TOTAL 11 . 426632

FACTOR A: [Na+]l ma/L. agua. FACTOR Bt No. de Eztacich. DICIEMERE.
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Tabla No. 4, donde se observa la Actividad de ATFPasa de hojas
de mangle C(expresada en umoles de Pi.~ mg de Prot.~ hr.> de
Rhizophora mangle C(Frac. Microsomal) a dos concentraciones
diferentes de NaCl C[0.0] mM y [(400] mM de NaCl) y en funcién de
su ubicacién dentro del esterc de Tecolutla - Veracraz (Ver.
Material y Métodos y Fig. B). Se aplicd el anilisis de Varianza
para 2 Factores con repeticién para cada uno de los meses del afio.

Los resultados observados son de al menos dos repeticiones.
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ACTIVIDAD DE ATPasa

Nacl ( J) mM

Rhizophora mangle

Jamoles de Pif mg de prot/ hr

MES medio de reaccifin Frac. soluble (microsomal)
3 i
0.0 7496 11.60
ENERO . 8.01 11.30
6.85 10.15
200 6.85 10.30
0'0 ==== =E=SEEsS
0.0 3.30 3,05 2,13
MARZO —_— 3.34 3.00 2.22
1.61
1.55
0.0 9.04
8.80
ABRIL i
Lo .
O ?. zg
4,60
0.0 -
461
MAYO 400 3.90
3.80
0.0 =
JUNIO
400 e
0.0 vl
JULIO 400 N
5.48
0.0 5.40
AGOSTO - 4.60
4451
3.18
0.0 3,31
SEPTIEMBRE
400 2434
2,32
6.17
00 6.06
OCTUBRE
5.40
400 5.36
k.20
o 0.0 4,26
NOVIEMBRE
4,07
400 %ol
2,85
DICIEMBRE 0.0 2.85

koo




ANOVA PARA 2 FACTORES CON REPETICION. Rhizophora mangle. Frac. Micro.
Frac. Soluble.

F.V G.L g.C. C.M. Fa

TRAT 5 73.56372 14.71274 7532.925

FAC.A 1 2.210205 2.210205 226.325

FAC..B 2 70.71342 35. 35971 3620, 835

FAC.AR 2 . 6340943 . 3170471 A2, 46563 *5H

ERROR I3 5.85937SE-02 7.765625E-03

TOTAL 11 73.62231

FACTOR A: [Na+]l ma/L. agua. FACTOR B: No. de Estacion. ENERD.

ANOVA FPARA 2 FACTORES CON REFETICION. Rhizophora mangle. Frac. Micro.
Frac. Soluble.

F.v G.L s.C. C.M. Fo

TRAT 5 4.468498 . 8936996 2696,934

FAC.A 1 2.793694 2.793694 1636.147

FAC..B 2 1.42446%9 . 7122345 429,3726

FAC. AR 2 . 2503357 1251679 75.54566 *S*

ERROR & 9.941101E-03 1.65S685E-03

TOTAL 11 4.47844

FACTOR A: (Na+] ma/L. agua. FACTOR E: No. de Estacicm. "MARZO.

77



AaNOvVA PARA 2 FACTORES CON REPETICION. Rhizophora mangle. Frac. Micro.
Frac. Scluble.

F.V G.L 5.C. c.M. Fa

TRAT s 10. 09393 2.013787 1178.473

FAC.A 1 4.283936 4.283936 S500.1521

FAC..B 2 5.556031 2.778015 324.334%

FAC.AB 2 . 2539673 . . 1269336 14.82542 *S#*

ERROR 3 . 0513916 8.565267E-03

TOTAL 11 10.14533

FACTOR A: [MNa+] mg/L. agua. FACTOR B: No. de Estacidn. ABRIL.

ANOVA FARA 2 FACTORES CON REPETICION. Rhizophora mangle. Frac. Micro.
Frac. Scoluble.

F.V G.L s.C. C.M. Fo

TRAT s 7.464234 1.492847 5732.532

FAC.A 1 1.613312  1.613312 1239.024

FAC..E 2 5.787201 2.893601 2222,285

FAC.AB 2 6.372071E-02 3.186035E-02 24.46875 *G*

ERROR 6 .0078125 1.302083E-03

TOTAL 11 7.472046

FACTOR A: [Na+] ma/L. agua. FACTOR B: No. de Estacion. MAYO.
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ANOVA FARA 2 FACTORES CON REFETICION. Rhizophora manale.

Frac. Micro.
Frac. Scluble.

F.V Gl 5iC: C.M. Fo
TRAT 5 20,37778 4.075555 3345.861

FAC.A 1 1.6875 1.6375 277.4047

FAC. .E 2 18. 63535 9.317672 1531.713

FAC. AR 2 5.493164E-02 2.746582E-02 4.515051 % 5%
ERROR 6 3.649902E-02 6.083171E-03

TOTAL 11 20.41428

FACTOR A: (Na+tl ma/L. agua. FACTOR B: No. de Eztacidn. AGOSTO.

ANOVA PARA 2 FACTORES CON REFPETICION. Rhizophaora manale.

Frac. Micro.
Frac. Soluble.

F.v G.L S.C. C.M. Fao

TRAT -] 1.316935 - 3233969 1555, 802

FAC.A 1 1.773702 1.778702 1443.579

FAC..B 2 8.412933E-02 4.206467E-02 34, 13932
FAC.AB 2 S.415344E-02 2.707672E-02 21.,97523 *S5*
ERROR & 7.392884E-03 1.232147E-03

TOTAL 11 1.924378

FACTOR A: [Na+] ma/L. agua. FACTOR B: No. de Estacidn. SEFTIEMERE.
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ANOVA FARA 2 FACTORES CON REFETICION. Rhizophora mangle. Frac. Micro.
Frac. Soluble.

F.V G.L 8.Cs C.M. Fo

TRAT S . 1028226 1.821763 Z2466.76

FAC. A 1 1.56958 1.56952 425, 0579

FAC..B z 7.538371 3.763196 1020, 736

FAC.AB 2 S.544922E-04 4.272461E-04 0.1157025 *NS#*

ERROR & 2.215576E-02 3.692627E-03

TOTAL i1 9.130931

FACTOR A: [Na+] ma/L. agua. "FACTOR B: No. de Estacicn. OCTUERE.

ANOVA PARA 2 FACTORES CON REFPETICION. Rhizophora manale, Frac. Micro.
Frac. Soluble.

F.v G.L S, C.M, Fa

TRAT =] 2.220576 4461151 910.7975

FAC. A 1 30719 Y W30719 125.433

FAC..R 2 1.876439S . A322477 323, 1091

FAC.AB 2 4,689026E-02 2.344513E-02 9.573209 *S#*

ERROR () 1.46%421E-02 2.443036E-03

TOTAL 11 2.24527

FACTOR A: [Na+l ma/L. aaua. FACTOR B: No. de Eztaciom. T NOVIEMBRE.
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ANOVA PARA ZFACTORES CON REFPETICION. Rhiizophora mangle. Fraz. Micro.
Frac. Soluble,

F.V G.L 8.C. C.M. Fo

TRAT 5 . 4064265 . 0812973 713, 3636

FaC.A 1 . 1008145 .1002148 173. 1663

FAC..B 2 . 2964325 . 1482163 261.9371

FAC.AB 2 9.239197E-03 4.619599E-03 2.164046 *5%

ERROR 6 3.395021E-03 S.658463E-04

TOTAL 11 . 4098216

FACTOR A: [Na+] ma/L. agua. FACTOR B: No. de Eztacicn. DICIEMERE.
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Tabla No. 5, donde se obSQrva la actividad de ATPasa de hojas
de mangle (expresada en umoles de Pi.~ mg de Prot.~ hr.> de
Avicennia germinans, Rhizophora mangle y Laguncularia racemosa,
CFrac. Mitocondrial2 en funcién de incrementar la concentracidn de
cloruro de sodio C(desde [0.0] a [400] mM de NaCl> en la mezcla de
reaccién enzimatica y en funcién de su ubicacién dentro del estero
de Tecolutla - Veracrdz (Ver. Material y Métodos y Fig. B6). Se

aplicd el anadlisis de Varianza para 3 Factores con repeticién. Los

resultados cobservados son de al menos dos repeticiones.
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F.V. G.L. 5.C. C.M. FO

TRAT S3 99.13361 1.870445 3426,.191
Fofi S 2.124298 4248596 778.2373
F.B 2 79.12515 39.56258 72468.81
F.C 2 11.49927 S5.749634 10531.9
F.AB 10 1.323547 . 1323547 242.441
F.AC 10 £ 2993164 2,.9931464E-02 S54.82733
F.BC 4 3.960938 . 9902344 1813.863
F.ABC 20 8010865 4.003432E-02 73.36956
ERROR S4 2.94799BE~-02 5.459256E-04

TOTAL 107 99. 146309 9267578

ANOVA I FACTORES CON REPETICION (SRL) .

FACTOR A: [ ] DE NaCl. FACTOR B: ESFPECIES. FACTOR C: ESTACIONES.
AVICENNIA GERMINANS. RHIZOFHORA MANGLE. LAGUNCULARIA RACEMOSA.

FRACCION MITOCOMDRIAL.

83



Tabla No. 6, donde se cbserva la actividad de ATPasa de hojas
de mangle (expresada en umcles de Pi.” mg de Prot.~ hr.) de
Avicennia germinans, Rhizophora mangle y Laguncularia racemosa,
CFrac. Microsomal) en funcién de incrementar la concentracién de
cloruro de sodio (desde [0.0] a [400] mM de NaCl) en la mezcla de
reaccién enzimatica y en funcidédn de su ubicacidédn dentro del estero
de Tecolutla - Veracrdz (Ver. Material y Métodos y Fig. B). Se
aplicéd el anidlisis de Varianza para 3 Factores con repeticién. Los

resultados observados son de al menos dos repeticiones.
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FaV. ) S.C. C.M. FO

TRAT 53 B&1.1458 16.24803 14728.71
F.A S 11.44214 2.288428 2074.441
F.B 2 707.2373 353.56187 320552.4
F.C 2 101.3866 50. 68297 45943.71
F.AB 10 10.61011 1.061011 R461.7974
F.AC 10 « 3745117 3.745117E-02 33.94918
F.BC 4 29.74487 7.836219 &740.871
F.ABC 20 3710938 1.855469E-02 16.819467
ERRDR 54 5.957032E-02 1.103154E-03

TOTAL 107 B61.2053 B8.048448

ANOVA 3 FACTORES CON REPETICION. (5RL) .
FACTOR A: € 1 DE NaCl. FACTOR B: ESPECIES. FACTOR C: ESTACIONES.

AVICENNIA GERMINANS. RHIZOFHORA MANGLE. LAGUNCULARIA RACEMODSA.

FRACCION MICROSOMAL. (FRAC. SOLUBLE).
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For otro lado es necesario mensionar gue hubo un
problema Caun no conocido) durante la centrifugacidén diferencial
para aislar el paquete mitocondrial de hojas del mangle
Laguncularia racemeosa. A las hojas colectadas de L. racemosa, una
vez maceradas y homogeneizadas siguiendo la metodologia ya
mencionada, se sometierdén a centrifugacién diferencial.

Durante la primera centrifugacién a BS00 x g por 10 min.
(2,500 rpmd con el cbjeto de descartar células enteras, membranas
celulares y nucleos, se observé que todas las fracciones
Corganelos como:mitocondrias, cloroplastos, membrnas celulares,
ndcleos, celulas enteras, frac. microsomal) se aglutinarén ¥y
precipitarén Ca esta baja wvelocidad)? en un paquete "chicloso",
qguedando el sobrenadante completamente claro Cen el cual no se
encontré actividad enzimaticé -de ATPasad.

Con respecto a lo anterior se sabe que los mangles C(R.
mangle, L. racemosa, R. mucronata y otros mas) contienen una gran
cantidad de taninos (=~ 30 al 40% distribuidos en su corteza,
hojas y frutos, asi como en menor cantidad en todas las parte del
mangle CB8).

Los taninos son un grupo heterogeneo de compuestos
polihidroxifendlicos cuyos pesos moleculares oscilan entre 600 y
2000 daltons.

La funcién de los taninos en los mangles es desconocida, pero
les atribuyen funciones comoc agentes alelopaticos, Cinhibiendo el
crecimiento de otras especies). En condiciones In Vive es posible
que los taninos tengan una funcién de proteger a la planta contra

hongos u otros agentes putrefactores (57, 68).
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La mayor parte de los taninos de las hojas de los mangles se
encuentran secuestrados en las vacuclas donde no pueden
desnaturalizar las enzimas citoplasmadticas o inhibirlas C(por su
fuerte capacidad de unién hacia las proteinas) CS57).

La abilidad de leos taninos por su gran capacidad de unién
hacia las proteinas, carbohidratos y alcaloides quizid sea una de
las causas por, las cuales estos compuestos tiendan a formar
precipitados gelatinosos o "chiclosos" (57, B68).

Necesariamente estos comentarios relativamente no estudiados

e interesantes deben ser tratados y abordados experimentalmente.
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DISCUSION Y
CONCLUSIONES



A la preparacién mitocondrial de Rhizophora mangle se le
realizé un estudio peolarografico con la finalidad de estimar su
pureza, obteniendose un C.R. de 4.65 y una relacidén P/0 de 1.7

utilizandose al succinato como substrato (Ver. resultados).

Aunque no se estimé la pureza de las preparaciones
mitocondriales en dos especies de mangle CAvicennia germinans
v Laguncularia racemeosad, la actividad de ATPasa en éstas

preparaciones fue del 70 al 80 % sensible a COligomocina.

La actividad ATPasa de la fraccién microsomal (frac. soluble)

no fue inhibida por oligomicina.

Se observé que la actividad de ATPasa no se ve alterada o
modificada por el efecto secundario que pudiera ejercer el
potencial osmético creado al incrementar la concentracién de Na+

CNaCL> en el medio de incubacién de la enzima CVer. Resultados).

Se observé que la mayor actividad de ATPasa para ambas

fracciones (mitocondrial y microsomal) se registré a un pH de B.5.
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Con respecto a los controles positivos y negativos que fueron

los siguientes tenemos:

MEDIO DE REACCION [ 1 MM conTROL (+) CONTROL (+)

Buffer Tris-HCl 0.285 0.1 ml 0.1 ml
pH:8.5
C"‘-'.\(.':].‘.3 0. 020 0.1 ml 0.1 ml
ATP 0.028 co1tmm 0 0 -————
HaO —————— 0.6 ml 0.7 ml
Muestra 2 a4 0.1 ml 0.1 ml
Mit." o Mic. mg_Prot
ml 1

} l

1002 de No hay
Actividad Actividad
Relativa.

MEDIO DE REACCION [ 1 MM CONTROL (=) CONTROL (+)

Buffer Tris-HCl 0.28 0.1 ml 0.1 ml
pH:8.5
(::;\C.L?J 0. 020 0.1 ml 0.1 ml
ATP 0.028 0.1 ml 0.1 ml
HBO ————— 0.7 ml 0.4 ml
Muestra 2a4 - 0.1 ml +
Mit. o Mic. mg_Prot 0.2 ml de
ml 1 TCA al S0%
No hay No hay
Actividad Actividad
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MEDIO DE REACCION

[ 1 mM

CONTROL (+)

CONTROL (+)

Buffer Tris-HCl
pH:8.5

CacCl >
ATP
H80

Muestra
Mit. y Mic.

MEDIO DE REACCION

Buffer Tris-HCl

pH:8.5

CacCl 2

ATP

HaO

Muestra
Mit.

0.28 0.1 ml 0.1 ml
0. 020 0.1 ml 0.1 ml
0. 025 0.1 ml 0.1 ml
————— 0.8 ml 0.5 ml
2 a4 0.1 ml 0.1 ml
mg_FProt + +
ml 1
Oligomocina (NH4)5
10 pug-ml
[ 1final. HO.?Oe“
0.1 mM
[ 1final
20% de 85 - 90%
Actividad Actividad
Relativa. Relativa.
[ 1] MM conTROL (+)
0.28 0.1 ml
0. 020 0.1 ml
0. 028 0.1 ml
————— 0.5 ml
2 a4 0.1 ml
mg_Prot +
Wk i Ouabaina
1.0 mM
f 1 final.
S0 - 100%
Actividad
Relativa.
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Se considerd el 100 % de Actividad Relativa de ATPasa
para ambas fracciones: mitocondrial y microsomal Cfrac. solubled
de las tres especies de mangle estudiadas a aquella lectura
expresada en actividad especifica (umoles de Pi/mg de Prot./ hr2
en la cual las condiciones de la mezcla de reaccidn enzimatica
contenia todos los elementos esenciales (ver. material y métodos)
excepto iones efectores (NaCl) e inhibidores (Oligomicina,

Quabainald.

El molibdato de amonic €0.1 mM) se uso el el medio de
incubacién de la enzima ( de unc de los controles) para inhibir la

actividad de fosfatasas (63).

La medicién de la actividad ATPasa de todos los controles se

realizd en ausencia de iones efectores (Sin NaCl).

Por otro parte observando el analisis de Varianza 2 factores
y el analisis de wvarianza 3 factores tenemos que las
interacciones: ELspecies - Estaciones edofoldgicas; {Na+ 3 =
Estaciones edafoldgicas; el efecto de la [ 1 de NaCl sobre
las Especies estudiadas, asi como su doble v triple

interaccidén, en todos los casos fuerdn significativas.

Mientras mas alto sea el valor de Fealculada, mas
significativos son los resultados, por supuesto los valores de (F)
fuerdén comparados con los de tablas CF o.95)., CVer.

Apendice ED.
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Los resultados nos indican gue:

La [Na 1'] (en el medio natural de crecimiento) inhibe la
actividad de ATPasa mitocondrial y microsomal en las tres
especies de mangle, siendo mayor la inhibicién en la especie
mas halofita Yy menor en la mas "glicofita" (menor

halotolerante).

Sin embargo el incremento de la [NacCl] en el medio de
incubacion de la enzima, inhibe 1la actividad de ATPasa
mitocondrial y microsomal en las tres especies, siendo menor la
ihnibicién en la especie mas halofita y mayor en la menos

"halofita*® (menor halotolerante.)

Existen diferencias en la actividad de ATPasa (mitocondrial
Yy microsomal) entre las tres especies, siendo menor en
Avicennia, mayor el Laguncularia e intermedia en

Rhizophora.

En todos los casos, la actividad '"normal" de ATPasa
microsomal (frac. soluble) en ausencia o© presencia de sodio

(NaCl) es aproximadamente el doble que la mitocondrial.

Parece existir una relacion inversa entre la actividad de
la enzima y 1la concentracidn de sodio {Ha.") en el medio
natural edafico de crecimiento, asi como en el medio de

incubacion de 1la enzima.
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Por otra parte, Jenning (35,36) ha sugerido gque el ATP
es un factor unificador en 1la absorcién de sodic e incremento
en la suculencia y que un incremento de sodio (HaCl) en el medio
natural de crecimiento revierte 1la actividad de una ATPasa
activada por sodio localizada en el plasmalema de plantas
superiores, originando Ila sintesis de ATP (ATPsintetasa),
constituyendose en una enzima importante en 1la adaptac:ién de
las plantas superiores a condiciones salinas naturales? (27, 35,

36, 39).

Jenning (35, 36) sugiere la presencia de una bomba de sodio
a nivel tonoplasto, la cual consume el ATP sintetizado para
transportar el sodio a nivel vacuolar. Este sistema utilizaria
al ATP para mantener la turgencia celular, por regulacidon
vacuolar y mantener 'una tonicidad adecuada contra la presién
osmotica que pudiera ejercer el ion sodio? (27, 35, 36, 39,

56).

Se ha sugerido que la ATPasa (o ATPsintetasa)y pudiéra ser
una enzima importante en la adaptacién de los vegetales
(plantas superiores) a condiciones salinas y contribuya a dar
resistencia a las plantas contra la salinidad? (27, 35, 36, 39,

56).

Por supuesto estos enunciados propuestos por Jenning (35,
36) son puramente tedricos Yy tienen gque ser abordados

Y comprobados experimentalmente (67).
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Cuantificacién de Proteina
Cuantificacidén de Pi

Analisis de Varianza para 2 Factores
Analisis de Varianza para 3 Factores

Percentiles de la distribuciédn F o.es



CUANTIFICACION DE PROTEINA
POR EL METODO DE BRADFORD

CUn método sensible y rapido para cuantificar proteinad

REACTIVOS:

Solucidn de aztl de Coomassie G-250:Disolver 100 mg
en S0 ml de etanol al 95%, agregar 100 ml de

H_PO, al 85% C(W/VD, aforar a un litro.

3 4
METODOLOGIA:

1.- Pipetear en un tubo de ensayo (de 12 ¥ 100Omm
0.1 ml de la soclucién de proteina conteniendo entre
10 ¥ 100 ug.

2.- Agregar 5 ml de reactivo de aztl de Coomassie y
mezclar por inversién o vortex.

3.~ Medir la absorbancia a 595 7m después de dos
minutos y antes de media hora.

4.- El blanco deberid contener un buffer adecuade o
solucidén salina 0.15 M ¥y 5 ml de reactivoe de azal
de Coomassie brillante G-250.

S.- Elaborar la curva patrén, graficando absorbancia &

concentracién de proteina Cugd utilizando como
solucidén estandard albimina de suerc de bobino

CBSAD.
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REACTIVOS:

CUANTIFICACION DE FOSFORO INORGANICO

CMétodo de Taussky y Shorr)

Reactivo de color (preparar cada vez gque se
utilice), mezclar 4 ml de molibdateo de amonio al

16% en HESO4 10N, 36 ml de H

FeSO 4 : 7H20.

a‘O destilada y 2g de

Acido tricloroacético 0.5BN CTCAD.

FosfAto monobasico de potasio 1.0 mM CKHEPO4).

METODOLOGIA:

A la muestra que contiene hasta 1.0 umoles de Pi
C(Fésforo inorganicol, agregar TCA O.S5N hasta que el

volumen sea de 2.0 ml. Mezclar.
Agregar 1 ml de reactivo de color. Mezclar.

Preparar blanco de reactivo con 2 ml de TCA O.S5SN y

1 ml de reactivo de color.

Leer la absorbancia a 860 mm. El color es estable
al menos durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Si la muestra contiene sustancias labiles Ccomo el
ATPF) con Acido, es recomendable almacenar los tubos

en hielo después que el color se ha desarrollado.

La curva patrén se contruye utilizando de 0.1 a 1.0

pmoles de Pi en incrementos de 0.1 umol.
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100-5000

o CLS

FRINT:PRINT: FRINT: FRINT

D LOCATE 10,5:FRINT, ,"ANALISIS DE VARIANZIA FARA"
) LOCATE 12,5:FRINT, " DOS FACTORES "

0 LOCATE 14,5:PRINT," FUEDES UTILIZAR ESTA FRUEBA CON 5 NIVELES DE CADA"
420 LOCATE 16,3:PRINT" FACTOR ¥ HASTA 15 REFPETICIONES
S00 FOR Z=0 TO 4000:NEXT Z:CLS
SO0
700
8O0 1 22=0
GO0 LOCATE 12,5: INPUT"NUMERD DE MIVELES DEL FACTOR A"jN1
1000 CLS

1100 LOCATE 12,5: INPUT"NUMERD DE NIVELES DEL FACTOR B"jNZ2

1200 CLS

1200 LOCATE 12,5: INFUT"NUMERD DE REPETICIONES";N3

1400 CLS

1500 G=N1*NO*=ND

1600 FOR I=1 TO M1

1700 FOR J=1 TO N2

13800 FOR K=1 TO N3

1900 LOCATE 12,5:PRINT"FACTOR A"I"FACTOR B"J"REPETICION"K;: INPUT X({I,J,.k)
2000 CLS

2100 MEXT E2NEXT J

2200 NEXT 1

2300 FOR I=1 TO M1

2400 FOR J=1 TO N2

2500 FOR K=1 TO N3

2600 LOCATE 12,5:PRINT"FACTOR A"I'FACTOR E"J"TRATAMIENTO"E": "X (I,J,K)
2700 FOR Z=0 TO Z000:NEXT Z:CLS
2800 NEXT K:MEXT J

2900 MEXT I :
J000 LOCATE 12,5:PRINT"DESEAS HACER ALGUNA CORRECCION"; :INFUT 0%

3100 IF O%="N" OR @%="n" THEN GOTO 3800

200 IF O%="5" OR B%="s" THEM PRINT"CUAL ES EL ERROR"

3300 INPUT"NIVEL DEL FACTOR A"31

400 INFUT"NIVEL DEL FACTOR E“:J

3500 INFUT"NUMERO DE TRATAMIENTOD" ;¥

I600 PRINT'WALOR ACTUAL: "X(I,J,K)s: INPUT" MUEVD VALOR: "X (I,J,K)
3700 CLS:GOTA 2300

I800 FOR I = 1 TO Ni

I900 FDR K=1 TO NI

4000 Z=0

4100 FOR J=1 TO N2

4200 Y=Y+%(1,3,K)

AT00 YI=YZR+X(I,J,K)2

4400 Z=Z+X01,3,K)

4500 A=A +X(1,0,K)

4600 BIY=B{J)+X(1,T,K)

4700 HOI, ) =H(I,d)+X(I,J,K)

4800 NEXT J

A900 ZZ=I2+I7"2

SOO0 NEXT K

8]
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LIST
S000
2100
5200
SI00
5400
5500
5600
5700
5800
5900
H000
&£100
&200
6300
&400
£500
6600
&T00
6800
LS00
7000
7100
7200
7200
7400
7500
7600
7700
7800
TIOO
BUOOO
8100
B200
8300
B400
8500
B&0O
8700
8800
8700
OG0
QL00
200
9300
G400
9500

"
600
650
a

S000-5650

NEXT K
Al=Aat+A(I) "2
MNEXT I

FOR J=1 TO M2
FOR I=1 TO N1
H1=H1+H(I,J) "2

NEXT 1
Bi=R1+B{J)"2
NEXT J
C=Y"2/6
51=81+Z2/N2-C
82=Y2-51-C

T1=Al/ (NZ#N3)-C
TZ2=B1/ (N1#NI)-C
T3=H1/N3-T1-T2-C
E1=51-T1
E2=852-T2-T3
DO=M1#N2-1
D1=N1-1:D2=N2-1
D3=D1#D2

DA4=N1#N3-D1-1:D5=N1#N2* (NZ-1)

V1=T1/D1:V2=T2/D2
VI=T3/D3:V4=E1/D4
VS=E2/D5

M=({ (H1/N3)=C) )/ { ({Y2-C)=( (H1/N3)~C} ) /D3)

N=M1/¢¢Y2-C)=¢(H1/N3)~C)) /DS
L=V2/({ {(Y2-C) - ( (H1/NZ)-C)) /D5)
P=V3/( ({Y2-C) - (H1/N3)~C})) /DS)

CLS

PRINT: PRINT: PRINT
PRINT"F.Y","G.L","S.C. ",
PRINT"

"C.M.

y wEQ"

FRINT: PRINT: PRINT

FRINT"TRAT",DO, (H1/NZ)-C, t (H1/N3)-C) /DO M

PRINT: FRINT
FPRINT"FAC.A",D1,T1,V1,N
FRINT
PRINT"FAC..B",D2,T2,V2,L
FRINT

FRINT"FAC.AB" ,D3,T3,VI,FP
FRINT

PRINT"ERRDR" yDD, {YZ=C) ~{ (H1/N3) =C) , ({¥2-C) = { (H1/N3)-C) ) /DS

PRINT

PRINT"TOTAL" ;B-1,Y2-C,
FRINT:PRINT

PRINT"

INFUT"TECLE RETURN FARA REGRESAR AL MENU FRINCIFAL":

ELS
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LIST 1064100

100 CLS

200 PRIMT:PRINT: PRINT: PRINT

300 LOCATE 10,S:FRINT,,"ANALISIS DE VARIANZIA FARA™

400 LOCATE 12,5:PRINT, " TRES FACTORES i

410 LOCATE 14,S:PRINT,"PUEDES UTILIZAR SOLD S NIVELES FOR CADA FACTOR™
420 LOCATE 16,3:PRINT," COMO MAXIMOD COM 20 REPETICIOMES "
SO0 FOR Z=0 TO J000:NEXT Z:CLS

&00 =Q

700 1 ¥=0

800 YZ=0:22=0

B85S0 Ci=0:01=0

875 F1=0:01=0

900 LOCATE 12,5: INPUT"NUMERD DE NIVELES DEL FACTOR A"3N1

1000 CLS

1100 LOCATE 12,5: INPUT"NUMERD DE NIVELES DEL FACTOR B"3N2

1200 CLS

1210 LOCATE 12,5:INPUT"NUMERD DE NIVELES DEL FACTOR C"3N3

1220 CLS

1300 LOCATE 12,5: INFUT"NUMERO DE REPETICIONES":N&

1400 CLS :DIM X(N1,N2,N3,N4)

1401 DIM A(N1) ,B(N2) ,H(NI),C(ND)

1402 DIM O(N1,N2),P(NL,N3) ,Q(N2,N3)

1500 G=N1*NZxNI=N4

14600 FOR I=1 TO N1

1700 FOR J=1 TO N2

1730 FOR K=1 TO N3 .
1800 FOR L=1 TO N4

1900 LOCATE 12,5:PRINT"FACTOR A"I"FACTOR B"J"FACTOR C"K"REPETICION"L
1910 INPUT X(I,Jd,K,L)

2000 CLS

2100 NEXT L:NEXT K

2200 NEXT J:NEXT 1

2300 FOR 1=1 TO NI

2400 FOR J=1 TO N2

2500 FOR K=1 TO N3

2550 FOR L=1 TO N4

2600 LOCATE 12,5:PRINTFACTOR A"I"FACTOR E"J 'FACTOR CUK'REFETICION"L": "X (I,J,K,L
]

2700 FOR I=0 TO 2000:MEXT Z:CLS

2800 NEXT L:NEXT k

2900 NEXT J:z:NEXT 1

3000 LOCATE 12,5:PRINT"DESEAS HACER ALGUNA CORRECCION":: INPUT 0%
3100 IF D$="N" OR 0%="n" THEN GOTO 3800

3200 IF @$="5" OR @%="s" THEN PRINT"CUAL ES EL ERROR"

3300 INPUT"NIVEL DEL FACTOR A";I

3400 INPUT"NIVEL DEL FACTOR E"3J

3450 INPUT"NIVEL DEL FACTOR C";K

3500 INPUT"NUMERD DE TRATAMIENTO" ;L

2600 FRINT"VALOR ACTUAL:"X(I,J,K,L);: INPUT" NUEVO VALOR:";¥(1,J,K,
L

3700 CLS:60TO 2300

800 FOR I=1 TO N1

3900 FOR J=1 TO N2

4000 FOR L=1 TO N&:Z=0

4100 FOR K=1 TO NI 98



LIST
4200
4300
4400
4450
4500
4600
/4700
4800
4500
4950
S000
S100
5200
S200
S400
5500
5400
5700
5800
5900
6000
6100
6200
6300
&400
&450
L5470
&500
J=¥-Tale]
LH&50
4700
&750
&800
400
7000
7100
7200
7300
7400
7410
7420
7500
75600
7700
7800
FI00
8000
8100
8200

300
8400
8408
8410
a412
8414
8416
8418
8420
8422
H424
3424
B500

4200-B500
ACDI =ATD) #X(1,J,K,L)
B(I)=R{J)+X (1,J,K,L)
CKI=CK) +X (1 ,J,K,L)
HOKY=H () #X (1 ,0,k,L)
0CI,J)=0(1,3)+X(1,J,K,L)
PO KD =F (T, K)+X(T,J,K,L)
B(J,KI=0(J,K)+X (I,J,K,L)
Y=Y+ (1,d,K,L)
YE=Y24X AT, J,K,L) "2
Z=T+X(1,d,K,L)

NEXT ¥

Z2=72+1°2

NEXT L

FOR K=1 TO N3
C1=C1+C(K) "2

C(K)=0

NEXT K
O1=01+0(1,J)"2

NEXT J

Al=A1+A(I)~2

NEXT I

FOR J=1 TO NZ
B1=E1+B(J) "2

FOR K=1 TO N3
R1=01+Q(J,K) "2
H1=H1+H (K)~2

H(K)=0

NEXT K:NEXT J

FOR I=1 TO N1

FOR K=1 TO N3
P1=P1+F(I,K)"2

NEXT K

NEXT I

FC=Y~2/G

D=C1/N4

D1=A1/ (N2¥NI*N4)
DZ=B1/ (N1*#NI*N4)
DI=H1/ (N1 *NZ#N4)
D4=01/ (NI*N4)

DS=01/ (N1%¥N4)

D&=P1/ (N2#N4)
SCTR=D-FC

SCA=D1-FC

SCE=D2-FC

SCC=D3-FC
SCAE=D4-D1-DZ+FC
SCAC=D&-D1-DI+FC
SCRC=DS-D2-DI+FC
SCABC=D-D4-DS-Dé+D1+D2+DI~FC
SCT=Y2-FC
SCE=SCT-SCTR
S=(N1NZ*NI) —1
S1=N1-1

S2=N2-1

S3=N3-1
S4=(N1—1) % (N2-1)
SS=(N1-1)* (N3-1)
S6=(N2-1) % (NI-1)
S7=(N1-1) % (N2—-1) *® (NZ—1)
8= (N1*NZ*NI) % (N3—1)
S9=(N1EN2*NT*NA) 1
CLS
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cls

LIST § S500-10000

8500 CLS

B&O0 PRINTYF. MY y"Bala " "SaCa "y "CaM, "y "FO"
a700 PRINT"

8500 FPRINT

896y FRINT"TRAT",S,5CTR,SCTR/S, (SCTR/S) / (SCE/SE)

SO00 PRINT"F.A",51,5CA,5CA/51,(SCA/SL) / (SCE/SE)

2100 PRINT"F.E",52,5CB,8CB/S2, (SCR/E2) / (SCE/5R)

9200 PRINT"F.C",53,8CC,5CC/83, (SCL/57) / (SCE/B8)

QI00 PRINT"F.AB" ,54 ,5CAR,SCAR/54 , (BCARB/54) / (BCE/B8)

F400 PRINT"F.AC" ,55,8CAL,85CAC/S5, (58CAC/B5) / (SCE/58)

F500 PRINT"F.BHC",56,5CBC,SCBC/56, (SCBC/S6) 7/ (SCE/SB)

F4HOO FPRINT"F.ABC" 57 ,5CABC ,SCABC/S7 , (SCABC/57) / (SCE/S8)

9700 PRINT"ERRDR" ,58,5CE,SCE/S8

9800 PRINT"TOTAL",%9,8CT,SCT/59

2900 PRINT

10000 PRINT!
"
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{Tebla ], cuntinuacién)

Fou
Grados de
libertad del Grados de libertad del numerador
dnominador 1 2 3 4 5 L] 7 8 9

1 161.4 1995 2157 224.6 230.2 2340 2368 2389 2405
2 18.51 1900 19.06 1925 1930 1933 1935 1937 1938

3 10.13 9.55 9.28 9.12 9.01 8.94 8.89 8.5 8.81
4 n 6.94 6.59 6.39 6.26 6.16 6.09 6.04 6.00
5 6.61 579 5.41 519 5.05 495 4.88 482 4.77
6 5.99 5.4 476 4.5 4.3% 4.28 421 4.15 4.10
7 5.59 4.74 435 4.12 3.97 3.87 379 373 168
8 532 4.45 4.07 3.84 3.69 3.58 1.50 344 3.39
9 512 4.26 3.86 363 348 k) 129 3 118
10 4.96 4.10 i .48 333 i 304 .07 302
1 4.84 ise 1.59 136 3.20 3.09 .01 295 2.90
12 4.75 3.89 149 126 EST) 3.00 291 2.85 .80
13 4.67 181 141 118 103 2.92 .83 2 n
14 4.60 374 i i 296 2.85 276 270 2.65
15 4.54 3.68 329 3.06 290 2.79 7 2.64 2.59
16 4.49 36 .24 o 2.85 2.74 2.66 2.5% 2,54
17 4.45 359 3.20 1.96 2.81 270 2.61 2.5% 2.44
18 4.41 3.55 116 2.93 277 2.66 2.58 2.51 2.46
19 438 352 313 290 2.74 263 2.54 248 242
20 4.35 349 310 287 m 2.60 2.51 243 .39
21 432 4 3.07 2.84 2.68 2.57 2.49 242 237
2 4.30 a4 3.05 2.8 2.66 2.55 2.46 2.40 224
23 428 142 0 2.80 264 - 253 2.44 237 232
24 426 3.40 0 .78 2.62 2.51 2.42 1.36 .30
25 424 3.39 2.99 2.76 2.60 2.49 2.40 234 2.28
26 4.23 337 298 2.74 2.5 v 247 .39 232 .27
27 421 335 296 .73 2.57 248 237 231 225
28 4.20 334 295 2.7 2.56 2.45 2.36 2.29 2.24
2% 4.18 i 293 2.70 2.55 2.43 235 228 12
30 4.7 iR 29z 2.6% 2.5 242 233 w7 22!
40 4.08 an 284 2.61 2.45 2.34 225 218 112
60 4.00 ENE] 276 2.53 .37 2.25 wn 210 2.04
120 392 107 268 245 229 217 08 2.02 1.96
o g4 300 © 260 .37 22) 210 20! 1.94 1.88
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