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RESUMEN 

Con la finalidad de tener un conocimiento más amplio de los 
mecanismos qué , permiten a los vegetales desarr()llarse en ún 
ambiente .sal.i.no; .·eh el presente trabajo ,Se; utiliZÓ'•COrnO m.odelo de. 
estudio al., frlj ol. mtirigo (Vigna radiata) sometiéndosélé:'a uri estrés 
con NacF .éii,: cciridióiónes . hidropónicas; • .. · ... se, ;'evaluó '·' eD, grado ..••. de 

.. ~~{,. 
concen.tra:c ion~ s•:•rela t: 1yamen t e~alt asride·;o;:l'aMsal!;;duranté ;>last,;etapás · • · 
d.é ..• g~r~~n,'~c:i.f i:i.n~:N;~ ~.i.~p.t:u1:a,A~\t.~9W:i1i~;i. gq~;flJÍM(:~~il:!.~i:'es.~f X~1Íl~~t:~)•:;1W!l3á] '6•• · ..• 
cond1c.1.~nes;de~;sal1n.1dad'el1;yeget.aL•tolera.una.'.alta•~ant~.dad;de,Nat••.•• ... 

causó ün::tn:C'reiiie'nt:Ó'.)e a}concentráción· de' tres •prCltéfoas .. ·.foliares 
y, una 'J::ádi'cular}~''s'i'élndo)éi Cánihio en esta última más evidente que 
él. de•·1ás'.fi?rimera'8:;;;71fapróteírla de raíz tiene un peso. aproximado 
dé 40.;krí .. :.::(P!i:'.á')i:;~;;::Y~!sti(,•·aiimeni:o es más. claro ; én plantas· que fueron 
salinizadas:;·;,;Mu:rarife'•'S días, desde el móinento de la germinación; 
la presén,~·1a1;;1;de',1•;·~~Ül6 ·a.bscísico (AAB) 10. µM, en la solución 
nutriti.i.faf'..pJ:'.(:)vocó :,táffibién un incremento en P40, aunque no al grado 
del é;¡tié' produjó\l'a Séil; en forma contraria, la. adición de CaC12 10 
mM. al medfo eón¡ NaCl ioo mM redujo la respuesta causada por esta 
última. · P40 , fo,rmél' parte. de una proteína, oligomérica que. puede ser 
purificada .utHiz'ando una metodología que aquí se describe. 

, Para el,aislanii~rifo dé vacÚolas se utilizó una metodología que 
involucra la obtéii.'ción.déiprotoplastos por digestión enzimática, 
la lisis de estos po,rI:óhOque osmótico en presencia del detergente 
CHAPS y la·< púri'HcaC:ión de.· vacuolas en un gradiente de 
sacarosa/manitoL >EL •rendimiento 'de los organelos obtenidos por 
este método· es baj'oi!,)i.iii·embargo, parece ser un buen principio para 
el aislamiento. de •:vactiolás. de raíces típicas, como las de frijol 
mungo, de lo ctiá1·. hast.á el momento no parece existir información~ 

ii 



1.- 1 N T R o D u e e 1 o N 

' . 

El crecimiento desmesurado de la población humana demanda una 

mayor producción de alimentos, sin émbargo/las'áré~s destinadas al 
"._,. 

cultivo 

de 

a. las 

/¡;;0a~(;~t~> 
en el pianeta~\:/sóló''h'400;~(ai:Í:'ededdr{:del!:,iO.%)~:está!l élasificadas 

-'..: :.-.·: ·;_ ,'//'._-::~;t~~¡~:1J;_@:)~~~~t:.~~kJt:~1~:~::J;'.·:}~~:;\';~'/:;~r2-'.E~tí~:-:; ::~~~~?:JHJ}}~\I;f~;S~j~~Ji<:~-~1'l-;?:t~~~:~f-~ji~/[~t~~;'t'.,:}f_·¡t~:· ;. · _~)·_·_ ·:. · 
como tierra·s,, con' condiciones' favorables :para•:el'(cult1 vo·/;El •·:resto· 

.. ·: ·,., .:.::/ .. J:t:.;:.;~: )~:~:·--~;_;~~~;: -:·:'.{t¿- .)F~?:.:f·¡.!:;:_·.·; ·;/::\: · .: ._ \:: ·. ;-~-.:{:" ~-~f~~ .. ~~~~!~1j'~t·:~~Wt~:~+!:~~~~:~~%~~;~fí.~~:~'.~~{~~:~j~<);:;~ ~~~-: ·: ·:_~'-
ti eneti · product'iv1daaq1mitada: o/nula.:a~cai.isaifdeUa'.~:falta;:o:exceso. · 

· :::.·::·~ >/::-:~- :~;:; :·' ·.:·_.-;_,, --;- ,_ -:_·:_ :_~-\~ :· .. _·/:· -~:-'·: /<t '. :<?:: <:·_-:;y~~~~~j*t~::::~·~11.f~N~:.~~~'.;J~u::+:¡.;~:~;;.:~Z~/:~\\;~E~/ ·,'.~:(>::· .. :~.:::/. > .. 
de minerales / por sequía ó inundaéi6Il';1¡,p6r/la\p:ocatcprq'fon:didad y . 

por ·:.::::·::m;::'::-:::~:::f~~~~i{~f~]iJPJl~f l!lf~ i~, ·· 

salinos,· cuya prin9ipal cél.r~ct~~i~¡{d~;~l~ {~ .p~~¡gh~'·l/};ie)~].ta~ 
concentraciones de. sél.Íes~'~olubl.'es :¡cionductividacl eiéct:i:i.~él .. :> ·4 

,·,•, ;·. - ·;, ·-~·· '' ~;·:·;;e 

mmhos/cm a 25ºC) I :Principaln'i~;.,,te sulfató magnésico, cloruro sódico; 

sulfato sódico, c~úio~a~o sódico y cloruro magnésico·. 

Los suelos salinos existen en diversas partes del mundo, 

reduciendo la productividad de considerables áreas de tierra. Se ha 

estimado que aproximadamente 4xl08 de las 1. 5xl09 ha de tierra que 

se cultivan en todo el mundo tienen suficiente cantidad de sales 

para reducir el potencial agronómico de éstas. La estimación 

anterior excluye las regiones clasificadas como áridas. Junto con 

estos tipos de suelos, es muy posible que las tierras afectadas por 
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elevados niveles de sales excedan las 1. 5xl09 .. ha .. o.: lleguen 

aproximadaíllente::1:\a% ci~ las ;4~Í.o9 : hii ·.·de. tiÚra pot~~c'l.ai~~nte 
. : .. <'·: , ' . -, ,. ' . ' .. . ·--"' .- : .. ,· .. ; _, • ·' ,. - ... .·; -~-·· .. - ,,. . " ' · ..• 

arables'.:·.·.(R.ª····.i.n.:.i.• .. •.Í~.7 .. ~.\ ..... :'.l ·. ¡: .. · .. ·.}''. ,,¡ <:· ·. ·•:;:; ·· : }{: ·· '/·' "':· .. 
• _ ••• 

0:<: .' · ·-.:,. , . T// .:·:· ~~,;:r · · · _¡:-~-··:_ · 

que de 

por 

los 30 

1977). 

Puebl~', 
(Ramos 

26, 7.00 

a 

1:1 10% 

;:·z:~_;_· •'·. 

,.5;5 

i990), 

del país 

que ocupan 

una de 

de sales solubles 

.. elevadas, 

conductividad·e1ectr:i:ca>de ·la.•solucion: d~i;e~~os s~elos del orden de 

de siendo la 

_ .·. _- .(~/~~: .:._:, ... :.i~;: .. ~~~l\:-~i~~~~~\:~t.-~)~s~}~1:~."J~;~:; :~ :¡;g~~l~·:::.t::~~::~tt~!·i~~-=-:,:::: :..· . : 
160. a 300; imnhos/cín/'~·YfeJ:{pórcenta]ei;l,de <sodio intercambiable mayor 

:u::i~:~~1~1¡111J~l~!:&i,~::::c::~::::::)c:~ 
1

:: 

,, .. - ·-- :.· _:· .. : -~"~- .~· ... !.¡» 

que puede verse increment~dci cúando';el'iriflujo de sales es mayor 

que el eflujo. Algunas de las c~usasde e~te desbalance pueden ser 

2 



las siguientes (Tamhane 1983): 

_cuando. unYriegó'éúcc~sivo eleva el nivel d~l agu~· subt~~ián~a, 
proyóé::aiício ;la:•.cori~E;!~tracióri 'de sáles. ·del agua. fi-eática salina 

;·/· '';.¡·:· 'h;·'·' 

· riia{ !des'-ªgue :córiser.va_ 
e impide,:,la-lixivfación 

, ;_;-;." ~ . ~\ ; :' ¿i 
cuando el empleo-dei agua'de riego(es:;::irre'g\.ílai:'i'ifé'sc!i;~.deC:ii~ · 

• ; ~ ~.' :·.; ·.':: - -, ,.; • ! ;, . . ·' : ; :~;, 

.~::;t~: _. "·- > : .. ·.,:<-~:. :::.':.:':~~-/~;:~ "- .·~~-· -},~~~;~~}:~ 

La probi~nlá~Yi~~~ q~~ .;¿~, ~~~·i'~~;2~~frÁ~~W·· .,, 

::::::::;f ~;~~!~l~lf~iflítl~f J~f l~ls'. " 
mod1f.:1:ca.c,:L_o,~·:,•:ci_el:,:icªTlli?1:.en_te .. ::•sal1.no~·'. W1:~.''·)?~,,l: ... ,,, ;;f~9./'.'\%i!"f;!¡~~~~f,· •.. _. 
riego( lf {M~r~~R~F~~K~f:-~{~~Vsfá~s'Í~F~l~~~J,~$~y;~ v1m1ento·~~. -· 

:::::::~r~t~~~;;:::~~2~:::;f !f 1~~~i'.·'~J~i-l~~~:t 
restablecimle~t:b.d~_fari~s de riego .é18-f~ccírrtá::1~a r~i;:J{z~8i~~ de los 

·':'\ . . _., .. ,. 

otros puntos es, prácÚcamente imposible;. 
,·. '<,, ··" '.,.:.' .. . . ; · ... -

de 

Una. es'fraf.E!~{~: alte·r~~tiva pa~a h~cer frente a lós problemas 

salinid~~ ·~~~s-iste en selec.cii::mar .y manipular el material 

genético de-las plan_tas (ver esquema 1). Las especies halófilas' 

1La resistencia a la salinidad varia entre las especies, lo que 
ha llevado a la formación de dos categorías de vegetales: las 
GLICOFITAS, que soportan solo bajas concentraciones de sales, y las 
HALOFILAS, que resisten concentraciones relativamente altas. 
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silvestres .pueden ser us~das en forma directa utilizando ei agua de 

mar pa~a culÚ v~ri1.s'. Sus semiHa~\;ueden servfr éómó ~Üm~~to y la 

materia --~~'ij~§~~i{~~- !~~~~- ~~s~~r~/ .- .. 

1979) . rib~i~ricú:~6s/~ei:i I 'eh'.-Sonor~; usan 

para. 

Los -. abordado 

_ --~ºr_-:'.~~&~6f l~f ~~~-~!1{~-~r~;::,!fm~~1}~m~f t~~-~¡~~~~N~;;{.¿i1f~fstentes ª la 
sal_inidad'.perof.siii};yaTol:';;;écon6iriicoi:o.iriüt'i·icTorial~/pueden ser usadas 

~~::~:~~~r1r11.11111111~~:~~{~:~i:; 
::::::::: .::::,~~,~iW:!:: :~~ ~:::~·::~J:r~i1~t~~~~: .. 
especie silvestre e~/dema.siado pequeño para su uso có~e·rci<l.i, lá 

progenie F2 de.cruzas de esta especie con las comerciales, incluye 

segregantes con un :fruto de tamaño aceptable y con tolerancia a 

una salinidad equivalente a un tercio de la del agua de mar (Rush 

y Epstein 1976). 

A pesar de que las plantas cultivadas por el hombre tienen una 

tendencia general de sensibilidad a la sal, se ha visto que existen 

4 



algunos v~getélles que ~scapan a la' regla (inciso c, esquema ·_1). Se 
:···, " '• 

han seleccionadO·genotipos de afrC>z (chris~ian'.sert, ;i91Ú)} 'cebada y 

::g:~~~f Jii~ll~l!t~if i1!i~~f it~~r~li~:i~~~t?¡t:: 
.LÓs .. ·:tres11í;.;'.piiritos ,;;: arite's:"·~·mené::íoriados'J:;;· han ;" sido.·:. ut:llizados 
' "~ -~·: )·; \:::~: ~:;}J~~r~:·;t:'.,,'~g..: '.f ;Y_\~f i~/._:: '.;·;i(~r ·~:;:Jt{~'. ~?Jf~;t'S~:~'.·~~;E-; ~~~:-;t;!_;¡ :;:;;::~~;: 1~f.:~11~; :·d·~~~~~H--~~~~ ~~~:: ::;~:~?~!~~~¿;;~ ~~~{l~h~~~~'..{~:~'.:~ ;~ :i:·.-:~: . ::· .·:. 

:::::::~te• para;ftratar) de• comD. at>rtil•"p.Joblemab>ca"C.de. }.·'.º" •'suefos 
(tamJ:i{é~·; 

. - : :~ '.;.i ·, ,~ -~-.. 
fines·.: ,pe· 

superiores \'de·_va:miricia.c.idos t.y•-.·re sis t~nc :i:a''.·a:•¿;;enf ermedad¡:!s ~~;en t re;''Otras" · 

(Ep;t~="~[ttilf ?f ~i!ltt{i~~1t~ill~tir.::;~1~~~t·~l6 
estudias interesantes-;' don».·1os .;midroorganismcis"Salmone a, '•'Klebs1 ella 

:º:·:::~:!i1!if tf~~!1~"~~i~I~rrf~~~}~f~~~f{~,~~~¡~i~!~·:~~: 
al o. 8 M; ~iil e~argo' en<ún n1e1iC>Xs'li~1i~~~~i,dc; 'co~ gliCinbetaína 

(betaina) o prolina al· o. 5 mM, 'ia i d,~J?iicia~fon. se ve estimulada, 

atribuyéndoseles a estos dOs ·· \ri~~~bolitos un papel de 

Los mismos aut,or~s.·;~enc.ionan que el gen ProBA, osmorreguladores. 

responsable de la sobreproducciiori; ~~; pr?Íina en una cepa de 

Salmonella osmotolerante, puede ;'se~ ·clrit'roducido .. por clonación a 

bacterias de una cepa de E. c;J.i ok~o~e~sibie, confiriéndoseles 

5 



PROBLEMATICA 

SUELOS SALINOS 

SOLUCION POTENCIAL 

A CORTO PLAZO 

AlUTILIZACION DE VEGETACION 
HALOFILA SILVESTRE. 

A LARGO PLAZO 

OBTENCION DE 
VEGETALES RE
SISTENTES. 

/NGEN/ERIA 
GENET/CA 

• 

B)ENTRECRUZAMIENTO- PLANTAS SENSIBLES 

C)SELECCION DE PLANTAS ___ _. 
DE INTERES AGRONOMICO. 

¿MECANISMOS DE 
ADAPTACION A 
LA SALINIDAD? 

... 

PLANTAS 
RELATIVAMENTE 
RESISTENTES. 

ESQUEMA 1. - Soluciones potenciales a la problemática de los suelos 
salinos (seleccionando y manipulando el material 
genético vegetal) • 
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a estas últimas lacaracterística,deosmotoleraricia. 

En teoría, 'esta íifrarÍsfÉ::renc.i.~n de re~ist,erÍcia a la: salinidad se 

:::::::::f J;f Jlitil!J~l~+~Í~?i~líf i!~li;j~c::::: 
esta interr,0gante1'l\Be ;;chan:•:reall:zadoc1•di versos:·r.est:udios /:(ver Levi t t, 

::::;ºs:~~~r~~~~l!~!~Jlf lf lf f tl~~~:~~:,n::p:;:: 
Antes, ·,• ~úe;g~~\}'.:~~;~t~~:{;~:':i;~fl;~·1,~(?side~,ª~c ; ~.~e •_i.~ .'.~.a:.~.:·P~~~é:.tener 

efectos dañinos,por.i;¡í{iniEinia:;if(e'iú::ré!i· ario) , y otros ·derivados por 
' 

0

• - ·: -:::_:'.;:-~: ~:~ ~~~~~.:;¡;;;_~~K:'.~f~~(~;,;;~~B:1·:~i~-i~~h . '<~·;~·~;{~~·.;:_ ::':: .; .. · ·: .. -~, • L ~-;·-'::~;_\:_,,-~: __ :':~",:·:\o!.;~~~:~/.~:; .. :·_: . 
los desbalances. 'iónic::o,s<ly,:•osll\9J:.ic9!3{._qg~x.c~lis<:t;(est;és;_secünd~rfo)';· 

sin embargo, aunq~e.·_,··.i:~;i/,'.~~i·~~;~~~~~~j~i:t;~,~~~E:~.~~:V~~:~0~~k:,~{~~-e1tar 
mecanismos de defensa. para .contrarrestar, ambos'o.tipos:'.de':estres, :_:estas 

. . : '·-~:_:·'. :'~·/·~~'.·:~:~ii;'.~i·?~:t~~,l~.?Yf\:~}-;:{/·:·.;;2:·., .·y-.,:;:'.:~~-};~_;1,~--.;:f~-:~\--:- ·~- , , 
estrategias parecen diferir, de <especie :-.a;;~speci'e'.; Asi por ejemplo, 

mientras. ciertos vegetales ntitF~~~~'t\t,t!l"~~§,~~b~tS+~n ::~~s tejidos' 

otras las "evaden". Aún. más/:;.dentro~~de';es,teiií:íii:'J.mo;gi:upo de plantas 
. ·-,; .: -:.-··,:\":~;:·~:~>h.-~rú.~?i:.~~~ti~~~f;,~,\'.~0~::;,~~-;t~~-:~\L~{~:L .,_ .. ~ · , 

:::::iv,7.:,::":;~ ::~~::~;;:~~·~:;i~~;~~~$.~~O, ::,:::';:r: ::: 
excretan activamente (por ej,é~plc:)~ví~igi'árid~las salinas en mangles) 

<< .. 
(Thomson et al., 1988). · 

Refiriéndonos a la toleranc.ia ·a la salinidad (ver esquema 2) se 

ha sugerido que pueden existir al meno's dos mecanismos: a) Tolerancia 

metabólica (enzimas y organelos resistentes) y b) Compartamentaliza-

ción vacuolar de la sal. 
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ESTRES PRIMARIO 
JPOR LA MISMA SALJ 

! l 
EVASION 

1 

TOLERANCIA 
1 ¡ ¡ + 

EXCLUSION 
JIMPERMEABLE 
A LA SALJ 

:¡. 
EXCRESION 
JGLANDULAS 
SALINASJ 

COMPAATAMEN
TALIZACION VA
CUOLAA DE LA 
SAL. 

TOLERANCIA 
METABOLICA 
!ENZIMAS Y 
OAGANELOSJ 

ES!RES SECUNDARIO 

ESTRES HIDRICO 
(MENOR POT. HIDRICO) 

l 

· .. -~ 

TOLERANCIA POR ACUMULACION 
DE SOLUTOS ORGANICOS EN EL 
CITOSOL (OSMORREGULACION). 

DESBALANCE 
IONICO. 

ESQUEMA 2. - Mecanismos propuestos para explicar la resistencia de 
las plantas a la salinidad (modificación de Levitt 
1980). 
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La primera ·de estas teorías parece tener . poco.. apoyo 

experimental, ya que la 'mayofí~ de los est~d:i.6s · realizad()s in '{,it.J:.o 

son i~ualmen~~·; 

número de trabajos qué 'la' :respaldafr:i(ver'•FiowerS''.fS't 977;:}i:'MatClh 

et al ~:s 1:::~s:~if f~:i~,::;1~~~~~í!~t~f iú~·7 eon 

subsecuentemente ,;úiecuestraaoí3Fen~·:1as • "'ªcuo1ás';.•::;::evitando así la 

::::::::6n .. ·:~~l~Jiit1~:t:~~ab=~::J. f ::º:; ·.• :::::::::: 
~m:r::o:::::t~~~ll~IJ.:t:~::::c::d::':~c::::~::·,:::.::::: 
H+ al interior de':iaTvaC::tióia (Sze, 1985), generando así un gradiente 

. . .· - -.~\\~!-.::·. ' - ' -

de pH (Á pHl}yih~'iR8t..~~cial de membrana (A'lr) a través del torioplasto; 
. --;--: ' ~.::..·.~· .:... ; t ~'¡ 

juntos, est.os.''cl_<;'st'factores constituyen la fuerza prot6rnotriz (FPM), 
.. , .··>:·."·;:, .· 

cuyo potenci.¡;¡.l•energético se utiliza para realizar diversos procesos 

de transporte a través de la membrana vacuolar. Dos de los sistemas 

que realizan estos procesos son los transportadores Na+/H+ y ca+/H+, 

que acoplan el flujo de los dos cationes metálicos, al flujo, en 

dirección opuesta, de los protones. En la figura de la siguiente 

página se presentan esquemáticamente los sistemas de transporte antes 

mencionados. 
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ATP Ca++ 

ADP+Pi .... · 
·Na+ 

CI-

FIGURA 1.-Representación esquemática del transporte iónico 
en vacuolas (tomado de Blumwald, 1987) . 

Diversas investigaciones han mostrado que la actividad de estas 

enzimas se ve afectada por la presencia de NaCl. Por ejemplo,_ se ha 

visto que la adaptación de células de tabaco a la sal lleva a un 

incremento en el transporte de H+ y en la actividad hidrolítica de 

ATP, por parte de la H+-ATPasa de tonoplasto (Reuveni et al., 1990). 

Asímismo, pOr medio dé métodos citoquímicos, se ha evidenciado un 

incremento en la actividad de esta última enzima en raíz de tomate, 

cuando se agrega NaCl al medio de crecimiento (Sánchez-Aguayo et al., 

1991) . En forma contraria, la actividad de ATPasa de tonoplasto de 

dos especies de Plantago que difieren en su sensibilidad a la sal, no 

presenta diferencias interespecíficas ni se ve alterada cuando las 

plantas se exponen a NaCl 50 mM; no obstante, la actividad del 

antiport Na+/H+ solo se. presentó en la especie resistente, 
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habiéndosele expuesto previamente.al NaCl .{Staal et al., 1991). De la 

misma .. forma,. ·.en. r~íz .;'de cebada, ···er ·.Nacl· enei niedib. d.~cr~cimÍ.ento 

induce ..•. .1~·. ª~E i J:~.~~·~. ~,j~··3f (},t~;~;f~~1~'tJJ.~.~:1~\~ñ·~·•s3?.~~ I;~~;i:~;: .. ;\~f i~~¡:f :i;._Y 
Dupónt ;· 1988Y. :.Estos i111.timos invéstigadores.• Señalantque ·rós{cambios. · 

. . . : \-~ .. - .:.·~ __ ,'i,;~_: }~ :J>. \t·,-~~~.<S):!:~:~ :;(:\: \}?t·;'.:·.'\(:- .~: ~~--¡" :::~~;~?--~::;:~(::~:Jk{'.~~:J~0
1

~,~-'. ·:E}F :.·; ~~::~;r~-:j~~r-/·-~~:>:~.)~iY:~~~0 :!,:;:.t/~:::;-:.'.-~}·~·--.·: >)-! " 
que . encuentran::se,;deben;:a.:; que }&,;baJ oLést·as ::.corid.iéionesi e•'sint,ét'i za; 

posib1·~;n~~~~{3::.~~\~·[@~J~:~i~~;;1;;iJ;Q~~1l\ff:~;·'Í~'. .. ~~liih1rg~'y$~~~o1a:r:':!ü~;~~·ic1~~······ 
similar h~0~~:f~~;f t:~~~:~Hit~f 8~~~~~f~{~~{~~~J~1f~~~t~~¡~±~~¡1\~t~~~~f~~~~~~~ .. ~~ ·•.•• 
utilizó _mi,croscopia,·;~le.ctrpruca•i,E;ln~·eI; a,lga;;roJ a;¡'P~rphyrid.ium.;:{Knóth 

-·. :'.· ~'. .· :-·-":::· ::·::": ~?;·i~/~-~-:~r-;\ -~-~;t:;;~-: .. :::~:f :;::::~~::g'./.~:~~~ry:/:;.Ir 1t.:~:~f~t;;;§tr;JJ11l~-> :.:~~;.&\~:-::~~fE\~ /~·:r~:Ít·j~{\g;-~Hf:_tj.\~~~~;·;:· . ___ ,_:~>~f ('. -.. _. ~ 
y Wiencke ,,. .. : 1'9 84 J>;•:;:y::enYel':;.·que;;'se';enCcmtro l,un;;;incremerito,:~. :,;numero .. 

de pa~·~·í.c~l'~~~: 1~~~~~~~~;f ~~ti~~~:f~f~~~~~:~~~J~~~~~~t~~É~1~%t~tt~!~~~'.~~&i ,éde··._· .. 
dicha alga ... :a: larsali~ida~;5,ellos:,ife~alanc;que:estas;.:,par'tículas,s.on 

proteínas ~~ 
del ... ·.:.;\Y11•"· ·;:·.• <:·.«;·:·: .. : ~;., ·.:,:.:•/:·· 

la 

propuesto. q~~ 

energía 

aparentemente,. 

generado por 

plasmalema. '' ', "' /''•;/::; ?: 

Ahora .teoría 
-;:: ~:.)"-·', 

·,:··--
eri 

ha 

del 

de la 

compartamentalizacion:(;\vacuolar;::,:o'es:f·i.··.Córrecta, ·estaremos también 
-~ --~~~·~/·:· .~;}t:~c_:;~:-;1>~~;~~~~:.:.F.<~'.{;ó;--~:S~:?~~:·:,;2;:-~-};:_:~~-.-·:'~'.:'.-~:-'. ·, -~ . 

aceptando que esfé:;:i;l;i:ó,c:::§s:o;¡:piJ.°ed~')J:eV:ar á:un·•desbalance osmótico {y 
< ::~:/((·_··:=::~~~' .. --~~;_:;:: .. ·:~,->:;',::···',~'-:(/-,.:~J'):·;::::·~~:s.:, ;.,.-·.,t'..··'.: -,-·]::-: ...... · -

por lo tanto 'híd:i:ico); ehí:re >:·1a ~ vacuola y el citosol {estrés 
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secundario en .. el esquema 2) . Se ha propuesto que .para c~mpensar este 

desbalance laspla~tas puec;l~n aumenta'~ iC>s ni~el:sditoplá~inico~ de 

hasta:soo 

y animales, 

::::~:t~tlttf '~iilti~f ~f i~i~:~~~u::::t::::::::::::: 
de cebada def la'.; fohibiC'ión:{qú'e eI''NaCl';¡,'( O; 3M) ·.causaba en ella. Estos 

.· . :.~': :· . Y~,: ,:~; ·::-,:::;·:?;:.-\~+ !~: :~,;·:~::?~;;D/0~:'.~ ~~;-~~WN~:~~1~~:'.\t~~;~·:):~~~~\~:/~~:~~1~?;:'.¿;:;~i~;:~-:th:~;:: .· -_. -:: ~,'>~-:~ : ~ 
resultados ;perrriiten'rsuponeriquer.1aVJ:íetáína' pUede, además de funcionar 

::::e: ~]~~~~i\t ii\lif i~~:t=. fü mimas de los efectos 
· Existeri:otras' inves:tigación:es que señalan que los dos compuestos 

.·' : : . ,.-:·· ;".:"J:-.'.:.·:;):/~:·::c-~~;;L~fa!/~·~, · --:. ·. ·· · 
antes menc:i.onados._no:s9~:;t'b's:)l1rd.cos que pueden estar involucrados en 

la osmorregulación, ya· qu'e los ni veles de algunos azúcares también se 

ven incrementados durante la adaptación a la salinidad (Briens et 

al., 1982). Aún más, el K+ también podría estar relacionado con el 

mantenimiento de la turgencia celular, pues se ha dicho que su 

concentración en los vegetales es superior a la que se necesita para 

que actúe como activador enzimático (Jensen, 1982) . Este hecho, junto 

con la propuesta de que durante un estrés salino la planta puede 
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compartamentalizar el Na+ en la vacuola; al mismo tiempo quei ef ¡{+ es 

excluído .. deésta hacia el.,cltos,oL'(Jeschkey ~~s~ery,<19Bt) /1es ··10 

que · ha ··.·•1·~E!X~~~;:~ .. t·.,1-,¿u~%:ni~· •. ;~~~·~~!'~q,t·~~m~;~ .• ~ª?~jpf ~r~t}~i;§~;;i:c,~mo .• •••·~n .. •• 
osmótico;: dcS' óbsfarit'e, :1p·ara' p'oder>asegürá'r .. 'que las'{plaritas :tolerantes: 

ª . la ··.··s~l\~~~~N~~;~w~~t~~.;~~:),~f ~~ir~~~,Tu~:tim~~.·ij~J~~~;~;1~;.~~f ,~i~~~~i.:~r~o 
realizar · estudios·:.:que ·no.s~permi tan'.;conocer;'1as'·concentraciones ':reales 

en que .e~~~i/,,~.~~{:~~~~~~;f~;~~~;~~~ii;~~~J,T~K~~&;~~~~~~~,t~¡~~~{f~ff>~ , . . 
Por_.otrci,·l~do)\;:rdesd~;;rJ.984:tJr\f,la': echa~1sec·,h~nc;reafa~ado •.·varios 

estudio's 

relaciói'i 
;;·:,"!.... 

molécula\. 

peso molecular' 

un 

t~bacum 
•.-.:·· : . ' 

adaptadas I en·, cultivoi\(a !J..7s•~inMC:'de~\NaCl¡.'(Eiicson"'' lfiriito¡· ,:L984) y 

::::::: ~~:::;;~f il~f lf tilliii~;;·rt~llí~r::: 
respectivamente i. :·. támbién''•presentarú•uri<·ai.imentó::i sta;-,;proteína ; .. : en 

::t:.:~:';::~;~~i~i~l?i!~'y;~~~W![~'fifi~i~i~ Q~f P~cto. 
La osmotina: ;;\está:.:,•;pres!=ii..te : en-. ·mayor cantidad en ciertas 

;:;::::::~:\~i~~IJ~J[{~~~~: :::::~y~::::::::;:::::: 
' . · .. ·~.i:,_i;_'" .. - ·-·'.:;- -: .. 

total de proteí~~>éh i~ifl.li.~s de Nicotiana tabacum adaptadas a la 
.· .-, '• -_--:· ·;:'-_··· 

salinidad (Singh·~t';~f~/l9a7) 
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Algunos investigadores h~n su~e:ddo (B;i:ay 19,88 y Singh .et al. I 

19B9J. que .el . ácido aJ:is.císico <(AABJ; hormona: vegetal que se· sabe 

::::::;1~~.~~~i~I~f tl~~f jti~~;~g·¡¡i~~Y~ifri~1t:i~1r~(t:0:.:: 
::::::1:rse'Jtamb.ién ·en:üa'.<:in~ucción .o:esbWni'zaCióTdel··· .RNAm de 

~'.::::::>~·

de 

dicho· 

La. 

es apoyada 

escul en ttim, en donde el· est'réS;híd:ifoo\" dfsparóUa':bios íñteSi's';c:ie:' AAB, . 
. · ; ;· · : .. ,·· <· -_ -.. :·,-·_.·_"-·':>-·~<:.:.:_,._,.,r:~f·.:::.o.:.~,_·::c~:-~·-:_~·~v•.-<:\;r.~~.:,_..~:~;3.~~-~~:-~:~~·:·\;_,i_~,~+::~~~:-;;'~::~~::·,-.1 '<:-~: ·· ,-_ ·-

::::::·:::.::,.:,:, ·:¿::":::!~:t~~ ""f lilBJ~f,~jjg·,h!~··· · 
mayor síntesis de AAB en la ·:Xanthium .!. strÍiinarium y 

, ... - .,, .~:~ 11' ~·-·_.}~.-~;.;:'.:~~~~~0~:T:~;::_·:~:~ .. ··_'.· .- -., · 
Licopersicum esculentum (Corni'sh/·•19asJ;c;¡~;AF{este: respecto,. Ludewig 

:. : .. ,.;, ... :}.~~-.o::·.,~~-~f;.:_-~-:-:··:~: ·:• :::;.;·: :'_ ., ':,-: :. ' 

(1900J ha demostrado que el AABV'ci6rifi~:8J:g;;>~i estado híd~ico de la 
·'. ':/>:~<:~~\'.{:/J-¡.:;_:,,''.::;\::,;" 

planta, regulando no sólo la transpiré!cionestomática, sino también 

la conductividad hídrica de. la·f1~r~~'.~:}' . 

No obstante la exist.~~f.1~E··~~~' ;~·6dos estos estudios, hasta el 

momento no se conoce el verdáderé::(papel que juega la osmotina en la 
'·'· ',,.,,._ "«,,.·,; ··~ .. ~. ' 

adaptación de las planta~·H~,.;Í\i'salinidad, y mientras que en unos 

vegetales se sugiere que<·:i¿~ .incrementos en ella están relacionados 

con dicho proceso, en otros se le atribuye el papel de osmótico al 

K+, a la prolina y/o a la betaína; sin embargo, a pesar de esta 

diversidad de cambios que se plantean, se puede decir que a todos 

ellos se les involucra con el mantenimiento de un equilibrio osmótico 
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entre el citosol y la vacuola; durante la ·entrada. m~siva ·de iones 

tóxicos a.·.·ésta. ; 
.,. ~· 

Apart~ d~ i'á 
plantas . iie..f~ . ;; 

otro esfrés 
' ·, . ~t.,, 

··.·;·<.· 

~n·~lgunas 

la 

.también 

'que. la 

la 

salinidad°;frihibéio;la'.'captacfón\;y• .. transporteliideiimitrientes'minerales 

::::b:;1t¡~~~1t~~lit~{i~f i1~1~~r11~;0t~;~::::>::,:::; 
sobre 16s'/niveles':;•·intracelüJ!ar· · f•Kt';~.fel :cual hemos dicho parece 

; .-;~·:;:· .: .) ·-i~~:.·;::~~:~.;¡:.:~~·-?!f~-'j ~·~ ":' ~->;·~ ... -.-f~' 1/ ;:l.::'./;'. . :~t.~'\:.{.·~ ... ;~;-.~~;·:'.·': .: ' 
jugar unpapel>iníportantÉf(;eri;;e1::proce·so':dé•osmorregulación. A este 

::::;::;:•If :311~! 1111::::::::~:o:•~:::::::::rd:;: :: 
(Nakamura et ~l., i9!J°c)) ;,w,r:,Estos•·:;;mismos.,:.;·autores .. reportan una 

_ . : . ',. . . . 'L:~ --.. _ ;-.. ;~~·:'~:·.;~;¡;:}:~"¡:~;~~:{t~,~-;:IA~:}Sft~8L~Jt7;~~;f~~it~:.-:··:~.~~; f · .~;:¿-:-__ ,., ;{,., . :. ·_\ . · 
disminución en lá elongációri:."radicular2ba~ 0•1condiciones · salinas, El 

decremento en la c~~ce~~Pf Jfi~;~:~~"l~r;~~~~~~~~~~~~?J~6-~f~~ionado con un 

desplazamiento del Ca .··•as~cnado a ;i;~ '"membrana, fenómeno que es 

~:::::ª::. aci :~ ~,r~~f ~~!~~;¡Kf f~:,::~:~;~aciones ae Na' =terno 
Como lo demue·stra.':la':dnformación vertida hasta aquí, a pesar de 

-:...,;•- :1 ·,~: '~~.: ,: <':·:: ,._,;_:. 

haberse realizad6. i:ln':g~a'n número de investigaciones enfocadas a 

esclarecer los m~c~!liSmos que permiten a las plantas resistir el 

estrés salino, hasta el momento no se tiene un cuadro claro de ellos; 
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la información par'ece' sér t:odavíá 'más ccm~11sa eri 'lo t.!ue rés¡;iecta a 

los proc~~~s qu~ ~~ Üev~~ a c~9~ ~~ ,~f ~~~y,ég~ta:~~~'.;qu~ .~º,n}fr~~~s. de 

tolerar .. ·uriá .. al.ta · concen t.rac i,6I1.::·.~~· ';~f i~~i~~;~X!.~u({;t'f ·/,~;f ¡~{';~'·jf~M~E¡;ent.e · · 
esta· conftisión se . deba a que. la di versidad;~vegetal ::haUI·levad6; a-:.una 

::·::~d::, d:.:·:::::::·.:::~,#~~~f Jj1~t~lii!ili1~~~~ 
la mayoría de los vegetales.' Nci.'/.obstante ., •··. [."neéesar"i' .,, . eal'izab . .Un ·• 

::::. n:::::d::~:~udi;f~i~¡,iJi~~i~~,llN¡jf ~~{! 
escrito en pá~fri~s ··anteriores'i~~él''i;ir.esente,;trabaj(>;.tu'vo';'comci\oojetivo · 

gene~ai; ~.f's~~.t~~<:I~~;~1~~~~~;n:·;~~:.f ~~{{~~~l!~~i~~~~~1·~~~f~if,~t~f~1i~~~·:•~\~ 
fr.i.j ol · mungo · ( Vigna· radia ta , :'desarrollars.e;":;':dura:hte"..'. el: :e·stádio. de 

plántula, ,bajc:>~:~~~x:~~~r~r·:;a~iri6::;··.;~-~:t~~;¡,~i;~J~'i~t~~;l2~Gd~·~;-[~~~~i~osa 
'···-·';:.··. ··r 

importante· e!l di V'~rsas ··áre~s agríc61as':tf~~Tbái~s ;~ ··~tibtr6pi.c~le~··:a.e1 
. ' . . . . . -... • .'< . .: •·• _', •.· .... . '-';· ' ' 

mundo; esto debido a que su semilla, rica enprotéírias, es consumida 

por el humano en diversas formas. Fue seleccionada para este trabajo 

después de que, realizados algunos experimentos piloto: se demostró 

que tiene una relativa resistencia a la sal·, (NaCl). De hecho, en ese 

momento existía un antecedente que la·cata~o~iba como "muy sensible" 

en sus etapas de germinación y plá!lfola·<(Asliraf . . y Rasul, 1988), 
_')· '·'·•,'·.·-·--

• .:, - . <:.-·:._,~~ ... ,..-.:<}:\'.ú·;.:~::.":,:·:··¡;_,:~.'.:'? .. ::'\'-::->>\ .·· - • • 
mientras que otro la mencionaba:.com?'/uria',,leguminosél con· resistencia 

intermedia" (NaCl hasta ·· l~o'';l'~¡:,::¡,~~~~ki~;~.:'i'~~·).:mismas ·. fases de 
:"i :- /.:y::· --,'::/ .;-_···.-·::_::;,-_' ;..._,,. 

desarrollo antes mencionádas · (I'!laÍt\Úl."y/La~·J:íe~; J,9"83) .. A partir de 

esto se planteó el proyecto.! cuyci~ objétivbs particulares fueron los 

siguientes: 
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11.- OBJETIVOS 

1. - Valorar eL grado de resistencia que posee eL fr':i.j61 mungo 

hacia el estrés ~aúno {Naci) , durante sus. ei:apa~·~~/9',er~i,h~~ión' y 

plántula.· ···:!<' ".:::· '·· "· ;,¡ ·;.·:_; .... ~:~~.:.~ú:·v .:\j,<~~.:~,~~.:;l':: '.-.--~~· 

'·.- ~·'ftil~~~,~~~l~~i~~.~t{~fa,f~~f ~il~'.~~~~!~~~·:1,'~~t•, 
concentraciones \del}1on~.sod1o:•:i=!1 ·1sus;•.te]1dos;;;:{ ra:).z:;•;tallo:~y.choJ a) : 

· , ·:: .·;: .\·:::}~:;~_~t~~:J::~;f~'.;;/:~~~lDf ;~;'.~~l~~~;~~If:~t:~;r:?~~~~::~;~_·}~::;iW;::~~:)t .~:~:f !~:!r;i~!{~<;r~.U .:'~~:/t:'~·:~~:;~\.:~f}t~~;~~~ :t~~¡,;~:- ·; -~\·;_" ... -.· 
3. ~ :Evaluar;;:1si\;lac:presenc1a>i.deida·i;sal'•.en:e1:··medio,i'detcrec1miento 

P=voca. r~·; d~~;~!~'·,:.,•,:~,·.~.:.:.".e·'·,;,;_;_.,,_·,:_··,:.~_;_i ___ 
1,.',~t~~~~:~·f.~~. ~·l~~V·!~{!~f ~~'~it%it·1~~º' 

órganos:~::· ·_.;-.~.:-;;::.-_;'>~< _ . , ., -_-\;'._-~_: _:t> -~~~/i\:·~·/·Y-· ';<> ., .. ,., · · .. :.~,: .. :-·:h~·\.,.: .. ;.~:.;;~/::.~::.?-~ ·, 

Y hOj::~·:tt:1::~~:1~~{ti_1_f,i.~tl~ít~t~::ii ::nt~.:~t~tiJ(,~~i::· 
.,~,·- . · - . .· ... · ,; ._·,., ·.1:·,.·.x::x:·•·"~':' .'.. , 

proteínas l de los . disúi:itos, 'te] id.ca' :de plantas control )';~&ii'.~'Í~ac'iéls; 
. .: .: -·- - :'-'""' !-t:- '~~~ ' :. 1: , .. · . .- •, . .'; ·.:: ·:':/·;::· :~-.~!.:'./~~·-:;_-:;.,--'·.: _ .. ·. , 

6. - semipurifica~'y :~~fk'ct:~:ri~ar parcialínente·,unafprdi'e'ína que 
. . .. . '. :' . • . , . - ., >" .,,.,. r - ·-~ • ' « '. ; • • • • 

se sobreproduce en,la raí~-d.~ plántulas sometidas~lesti-ék's~Úno. 

7. - Estandarizar i.u1a :~~tf~dología que permita aislar v~cuoias de, 
.. - . - , 

raíz de plántulas de fÜjol:múngo, con el pro:rósito de: 

a) Conocer si ia: proteína que se sobreexpresa en raíz, bajo 

condiciones salinas, J;~t~ne:ce a este organelo. 

b) Determinar :la· actividad de la H+-ATPasa del tonoplasto de 

raíces de plantas control y salinizadas; como ya se mencionó, esta 

enzima parece ser clave en el transporte iónico a nivel vacuolar. 
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La metodología .'que se siguió para cumplir estos objetivos es la 

que se describe .en> la siguiente secCión. 
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111.- M A T E R I A L Y M E T O D O S 

::::::~~~~~1~~1~1r~~~t~:~~friif it~t~~~1tit(i~lit~~~¡~·,t; 
cada uno. dé -los·~,tratamientos /se:•lúZO•c'pOr-:ctriplicado;·c,•;Las:,:;•Ca]aS-- se· 

:::::::::: 1!!{~~~~~~i~.'.{.~'.º,_·.•.'~.·_,r~_.•.:.'_,_~.·.•-•.'.: .•. :.•.·-•.-s·.····:·;···iº'.t.h1·.·.•.ª_·.¡u····;.·.:.~.·c:_•.~.·-:···'·r····.·.:.tº .. :.~_¡n:.•.í1.·e·~.r.!s:·~.:.:.f~~t.:~.-º~.: ... ·.¡_.n~_:_,.;t-.·.;.¡e.~.: .•.• _~n;_._···.;.·~ ... •.ke•.·.:.Ín1.·_•.~d:.:.º•.•.~-'~.··. º.s.••u: cajas, la soluciÓ~ ÚG;~~irfif~~ _ • • 

::::::::::. :::c:::::~:1t:{~ti~~if ~ll;l:riti~WMili~?!~::1:: 
número dado de semillas (Húrt'máí:iii";;1_9a6}";\{ile'.'.•yalorói~a.'los 2, 5 y 7 

:::,n::. h::::::. ~:~:~~:º :(~f 11~~¡i]¡~i~IJ~::~::::·· h~::: 
surgido, estableciéndos~ cotno: ~~ C:,fgaI1:i~mo~:~~~osintético, lo que ha 
sido considerado como la fase- Ú~~l ·-~e-{·pioceso de germinación 
(Duffus y Laugther, 1992). 
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III.2 CULTIVO DE PLANTULAS 

Grupos de ~pr~ximcidamente. 800 sémilÍas, des:ipf~stad~s como se 
_.,·::'· 

señaló antes; : s~ coi~cai'.-6n' s\)br~ mallas' Cie:. a:cer~. ino;¿ia;,;l:>ie; ia~' 31, x 
21 

cm' y .•·•· :~;:>r'~::~·~~,;~ii~.:f i~··· ~'.}tbwi.u\~1t;j~!ít~i0;'.,ii.~~~~·~~~~'.~'.~~~it~,'.d.~n': ·'~ 1 , 
agua conteriida,:enh.ina · :charcila?de':C.plástiCéi: Ei-;iiúmera·::ae'.{eStos grupos . 

fue·· el· mfs~~··~~?~!~~.~\~~~~\f .~~:{:~~~~~~~l~~~~~~~~~jt~;1;%~~~t~·~~F'~;~~as, ,en' los 
experimentos ::-que.:J/se: .. describen,c~,en;':lás:f{seccioneis;}siguientes. Las 

::::::~E.::f t~it:::;~r~if 1~~Jill1g:.,;~:::::: e: 
en la máÜ~~; s~'c~lllbi~ eluaM:·~.~~b:~~}''.~~i~%~¿~.h~tritiva Hoagland 

contenien'd6 l~Ei;ia:iÚintas·::cdri~~~f~~~Y'6;ii~:~i:OiJ~>N~c'J.·. ·Las charolas se 

0 
~· ·:~· ."r ,·~;' ·~·-.\.:~--~·,· '. .·,'./.\ ~::~: ~~ · :,_: :·. ·;~ ·:\': ~:.:_~-~~-~::~~;.<~~-1-~k~~)~~~~tf~{f ~;t:;~~.~~~J?.~.~~~tit·:<·'¡~/~· '.'.,·.~~'.. ·. ' 

tran.s f irie:r:on·:a;.ur¡.a camar0: ;de.;.c:r:e.c1¡n1el'l~ºf,gue;¡,m11nt1ene un. f otoperiodo 
:· .. ::\. ·i F~ .: ~ :·:; .. }:_.;j :: ·2.~~~::;:;i.~:,i:::~; y : .~:;\f t'~· 1{~1/::;;:;: ~:~'.·1~:{ ·:.¡~~~~~~~~:;~~f iJ~~~~:~m:)&;~ ~~tt~~ ~t:. -:<:~~:'.: ;:-.. ~~~:; _ :~: · 

de 14· h luz;.;10:iobscur1dad/~:una':1ntens1dadüum1nosa 'de a,proximadamente 
. . : ·: ·; : ~:·~-{~: .\ ~~;··;::;·:t ·: ,~:\t{i)~,~~~~t~~:i*·~·~>I'.~l~tHJ:1~w~~'.¡;tf.:.~·~~~'.i~>:~~;;~;-:i~1r;~~?ht:.-'.'.~~~t~!.:~:_'. /i~~;'.~ :. ;·. ~ ·:.:-~;: ,'. ·. -.: ~-. -~ -.: · 

40 µmol/m /seg)J40¡/µEinstei_nL;:c\yi:unao:;:t_emperatura•de 28°C 'en. el día y 

de 26 en'l
1

~,ri~chZ(.-z~~i~~i$~~~~~~';.';i'~{gfiH·cl: ~~·~oi~~ión de todos los 

tratamientos se ajuEÍtt:f··Á{'.él~Qir~!·~t;'.-:b:~: agua destilada. 

La toma de muestras par·~ las ·determinaciones que se detallan en 

páginas posteriores, se realizó en los días que a continuación se 

indican: 

Determinación Días de tratamiento Días de desarrollo 
-Determinación de 6 9 
biomasa. 

-Cuantificación de 3, 5 y 7 6, 8 y 10 
iones. 

-Cuantificación de 3, 5 y 7 6, 8 y 10 
prolina. 

-Obtención de patrones 1, 3, 5 y 7 4, 6, 8 y 10 
protéicos. 

-Semipurificación 5 8 
de P-40. 
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III.3 DETERMINACION DE BIOMASA 

Se tomaron 5 'plántulás de cadél uno de lOs grup~s • de plantas 

crecidas ;~~'(6 '.'),: ;l:,oo'~ ~'.·:de·. ef~c{, kara ·. det~i-miria~. eh> ~na . baianza 

:cnu
0 ªa8n~'tí:i: 'fi:i:cLa!!:r~ ~~tt• (P;r.·e:~s·.}··º··;·:·:····.:.•.r.'.·d~e:.· •. ·.·.:'.;.~.· ... "cii.::ª.r .• d: .• ª¡·¡::····h···'·/·;µ¡• .. ;n~ ..• ª.~ .•. s.1.;.~:······:d• .....•. º.·.:.·e~ .•. '.:.~i~:~t~~j¡~f ~;,::': 

.ei . . .... . , i'ia'S'· 'mü~J~;~i;•: Estas 
~ :_,;· '. • '" •;' ',, •, / :,:·. ,: ;, e • '·" ;'', ~ '.; ' ".¡ .; ' '• • ! • 

determinaciones . se re~~rz~~gh'.¡ri:>~:.t±:I~~i:~~ao • ·.. '" · 
:,·;;::. ... ""-·.· .··. ~~~;f'..'.-' ·:·o'. , ::: ', · · '· ,7 

'··~ :.~'.,>'.·::.,..-~~ ... ( !: .. :·.-. . . 

. ··<' :_ ~:\ ~~:;,,J~?i~'-~;·,·;( ·~'.'> .. .'-\: ... :,,.. :' ,; 

III.4 CUANTIFICACION· DE:'fbNEs:•~L::····: ... : ·.. .• ·: • 

:~~,::.:::;;~i;~¡~f f tllit~~~r;~;i"~=c~~·,~r~:~~:~r;:: · 
concentrado ycon·fa;déi.;~de.'ó;lor.~ Después. de e~to ,·. lo~ 'diJ@'J'.~6~ :se 

:~:::::::~~~~ttf !.~~~~rf f ~:E~:~~::~::::::~~tf ;r:::~~~ 
, .·:,·.r: -·;::: J· . · ... · ·:·" 

{Pye Unicam; .197sr E~,t~ análisis se realizó, en su totalid~d; .p6r fo 

menos en tre~ :~:c~·~{~:~s para cada una de las muestras. 

III.S CUANTIFICACION DE PROLINA 

Los nivel.es de este aminoácido se ·determinaron siguiendo un 

método descrito por Singh y Paieg {197J); l.a reacción de prolina con 

el compuesto ninhidrina, ~n. un', ·pH ácido, produjo un compuesto 

colorido que se cuantificó por 'espectrofotometría. Para ello se 

utilizaron 250 mg de tejido fresco {raíz, tallo u hoja) de las 

plantas sometidas a distinto tratamiento. Se elaboró una curva patrón 
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del aminoácido en el intei:-valo de o a 300 nmoles. Estas 

determinaci.ones .se· realizáron por .triplicado. 
. -:-,,:.', 

",.·, ... ·.'·<>.~~·· 

IJ:I. 6 PÁTRONES~PROTErCOS;; 

La ·r~f:~!~fct;;~~~:·t;~2~~,;/~~.11~hfj~.F(3 ~ de cad~ un~ de ellos) , de 

plantas c~ecJ.~a~ss,1n{;.y .. ~con:~:cL·100 ~;,·durante 1, ), 5 y 'J días, se 

de fósf atos 

10 mM, pH 

1550, X. g la, ·proteína del 

f~Ío ~ Los precipitados 

obtenidos ;i5so.x g, se lavaron 

durante 6 '.para posteriormente 
·: .... - ..... 

re suspender," 4 !!-0, 

glicerol. Las 

soluCiones 

el método de Lowry 

(Lowry et al., 1951) . 

cada s~:•mb:.aro~.:. :;~~klt§~ri f~f f ~tJ~ "9Pª:ª P::::n• g:~::' :: 
poliacrilamida sistemá1desnáturalizarite (Laemmli, 1970) con una T=lO 

··· '·,: ·, .,:.,~·:,;,;Jr:.,.-;:·,·.·.'_v~M;·./;.'.' ... ·~~-· · 

o con un gradient~ q6rif'.'iK~~{d~ ;T= 10-16. Las placas en donde se 

separaron 100 ó 50, µg"'se ti~eron con azul de Coomassie (Laemmli op. 
. . .. · . . 

cit.), mientras ·que.:en las que se sembraron 5 µg se tiñeron con plata 

amoniacal (Oakley et al., 1980). En algunas de estas placas se 

incluyeron marcadores de peso molecular en el intervalo de 14.4 a 

97 .4 kD. 
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III.7 SEMIPuRIFICACION Y CARACTERIZACION PARCIAL DE P-40 

Con la finalidad de · seriii~~rifidar· una.· proteína. de 

aproximadamente 40 kD (P-40) que s~+~¿;~~i1-~.~~h.i}~rÍ Í~;'·riifz de las 

plántulas expuestas a loo mM de <N-acl, 'se'; pr~h~ai(i,":.a:.:~:rea!::Lzar lo 
" - ,'i-' 

siguiente, manteniendo a lo largo d,ei proceciim:i.e'rit() iíin~)Úmperatura 
'" :<:·': ·.~···, 

de 4°C. ,·, ':'·, :1 ,:·.:· 

:"-~~~. ;-_',~~->. :· 

Aproximadamente 60 g de raÍz; :d~~· J?,~·~rig~},~~· :.~on';S d.ías .de 

desarrollo y s de tratamientÓ ~;j¡i'·~~ci';· :::~~;"lió~6g~ri~f~afb~/;';~(Jri 3 
.- .·:-~-~ • J • ::-~'.~~--: <',<;·~"':. >Y· . -·:-;~;· .-. -" !::-.:~-. 

volúmenes de un 

sobrenadante, 

hasta completar.:,una~'cóncentrac1on\'f1naD::de··:·8S%:. ·~Posteriormente se 

centrifugó nu~~~~~~~j;i~~,~~~;l(~~·~ili~J~~·~t~:~1~~~{~~~~~~'.¿i~ ita do obtenido se 

de 10 mina 18, 000 

disolvió en 2 rri1;: ael:buffe'r,:·deíi:homcigen·éiZácfóri,: para después dializar 

durante 24 h cori~4 ·~1~R~~~!~~~f"~~h:f"J~~~}i~~~: ~e a~roximadamente 2 1 

cada uno. 
\:::~·' ·_~_¡:.:;;::::,:..;_'·>-··~.':·>:.\.-<:'- : .... · ._,~.:::> · .. 

- -- - ~ ,' .. 

El dializado se ce.ntriftigó.'a. 28;30Ó .. x g durante 5', para luego 
' ·.·.··:_ · .. · .: .. ( : 

fraccionar las proteínas del sobrenadante en, una columna de Sephadex 

G-200, de aproximadamente 1;2 cm de diámetro por S7 de largo. El 

amortiguador de elución utilizado fue Tris-HCl 100 .mM, pH 8. o, con un 

flujo aproximado de separación de .... :·.·::. 
proteínas. se uso Azul Dextrán, 2000 pai;a· c.ál~~lar el volumen vacío de 

';;• -, ~ .. :'.~~t -.;'.':.;. , .. · .o:.'O'~·-.:. 
;" .. ,-._-. ··. ::. ·~_"~.:;::. .:.~·'...' .-_ . __ , ,:·. 

Después de fraccionar se ~i~~Ó la' ~l:J~6:t"!::>a~cia a 278 nm, y los 

la columna. 
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picos de proteína obtenidos se trátaron con·"el mismo buffer en el que 

se resuspendieron las pastillas de< proteína \(ve:t" ~ección' "l?atrol1t3s·· 

de 

la· 

sin SDS. 

,· 

III. 8 AISLAMIENTO DE ~~c:t1or1s'< 
-,- .. 

La obtención de vacuolas se realizó, . eseriCi~imeii.fe; por medio de 

la lisis de protoplastos, los que se obtuvieron' \ltiÚzarido una 

metodología ya descrita (Potrykus y Shillito, ·'1986).,·. con algunas 

modificaciones. 

Aislamiento de protoplastos 

Las semillas se desinfestaron exponiéndolas durante 30 min a 

hipoclorito de sodio comercial sin diluír; se enjuagaron después con 

agua destilada estéril y se mantuvieron, durante 36 h y en la 

obscuridad, en cristalizadores que contenían una pequeña capa de agua 

estéril. Al final de este tiempo, las radículas que surgieron (10 g), 

se cortaron transversalmente en fragmentos de aproximadamente 3 mm y 

se colocaron en un cristalizador que contenía 30 ml de un medio 

compuesto por: manitol 700 mM, KH2P04 0.2 mM, KN03 1.0 mM, MgS04 .7H20 

1.0 mM y celulasa y pectinasa, 2000 y 142 unidades, respectivamente. 
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Se incubó durante. 5 li, á _30°C y- con una agitación de 60 r. p·. m. 

El dig~rido. óbi:enido:~e·.fútróen: uria}ínaifaéd.e,.nylon· con una 
·.-·- _,. • • ., - - --:.· -- • -. ;• •• , ,'-.. •' •,_· -- '-··- •• ' •• - • ·-• • :- • ,. -_,_._ - .... ;;,• •• :.-.'~--- - •• • _~.. ·' - --0 • -- ' ' 

una 

20. 

min a 10°c; M, 

.~Úos 

con 4 ~mM 

(este 

manitol 

285 x g .los protoplastos quedaron 'en: :la Iriterfas~'"manit~l/ni:ariitol: 
sacarosa. 

Aislamiento de vacuolas 

La solución de protoplastos se dÚl1y6_ c~n 1' v9~~í!i~ri;:a.~ Tris~Hcl 

:: ::, P:'.. ::,::.c::t::'.·,~:~;~;~~t~¡if ~f~~l~i$~f~~1~;:::: 
de sacarosa o. 6 M con CHAPS. o; 75:r.inM:''iy;i:t'·ú'.:ada\'6:o;mLéde· está. mezcla se 

. .,,;:"l:~ --~:¡··::¿(~~~:St~~~~~;~;t1}t.~;~~~~¡~{h::{~t;l,L~~J.:fo'.~}j~~~~:~~\}f ~:; __ ;~:-~: .. ~:; <-'.,.~/ ::·:· _ ~--~ .. _: · : . : 
le cubrió, en tubos de·:centrí-fuga•;''''~con:r.1·~5°•mL•de manitol 0.6 M en 

:, .. ,- '· :\.'.: ~:-~r::1:~':~·~~,.~--~-~~;//~~¡:{~k?~'.;~'.'.~?:·:'.:~~~;~--,g:::.~·-:.L~--::·~ .· ~,_ --'> - ' 

Mes-Tris 25 mM, pH 6. 5; :s~~.9~~t~ü~~§tf~u€á.n(:~ 5_, min a 13 O x g y las 

vacuolas se encontraron eri•.i;lé~~~~.i:ú;~e·'de la capa superior. 
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III.9.TRATAMIENTO ESTADÍSTICO 

ÜnaÚdad Con ·.la conocer •. si existían diferencias 
.:..·.:".::': 

estadísticaméri.te, sig!iiffcafiv~'s entre fos valores de peso (fresco y 

seco) de.'. ig~:;<~i~t·;~~~~;~/:~~~~a~~~¿:de iis plantas sometidas a los 
"' -';;~Y;-: '" i::-::-; ~:(;;·· .;~:;-: ;·· ,-

dif e.~.~Il.c{ ·· 
'". '';}·;.;''•''·:::;t.~· 

"existe las 

cuando U < yalorde tabla 

a un nivel 

Se Vari~;;.za · Factorial para 

evaluar · lós .'factores saÜn:Í.a~~ . y tiempo 
. -'·· 

(tiempo la concentración de'los.d:i.~ti~tos 

interacción .:en:tre;::anibós :. factores. En el momento que sea ~:neceáario 
. " _, ;1 '-:~·- - .,.'::>.~ :, - :, - - . . . ' :·:=:~ ;\ .,. ; ':'-', -

niencion'a~ ~i.o~ testi:ii:~dós de esta prueba se manejará . la rioÚ;;i.óri Fe 
... ~L.(.:·., \·· ._ - : 

como el valor estacÜsticó 11 F" obtenido a partir de los daicí~, y Ft 

como el valor. crítico de "F" tomado de tablas al nivel 0.01 de 

confianza. 
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IV.- RES U L TA DO S Y D 1 S CU SI O N 

IV.l GERMINACION Y CRECIMIENTO DE PLANTULAS BAJO CONDICIONES 

SALINAS. 

Como ya se mencionó, . el . p~itÍ1~~\ objetivo de este trabajo 
·_ ... ·-_ ·.·.1 : . -.-.·<..:--::>'::~·.t,,._·;~~~;-:>--~~,~-~:u::::::~~::~~, (:~.:~:-;, / -.- -·_.. . . 

consistió en valorar. el ·grado de.:res1stenc1a que presentaba el friJol 
. . :_~ \ :·_··:::· .;:··"~-;~:~"-~:·::~~«~--~::.)~;~~;~:-~~;::/~~·::~~¡t::}~;.;7:_:_~ .. ~-:_ ~- :~·-. .-- . 

mungo al estrés" salino; .: en''Xsils'i:prime'ras::· etapas de desarrollo. Para 

ello se det~r~fai":~z·i~~i~~~~ti~ÍS~[.{{f:~f~~1a~ ·que germinaban en 

distinta concentración O.e:NaCl~:;(cuadro>Il ('así ,cómo la producción de 
'., ;~- .. ;/,:.:::~-~-~:::'.·:<;·;w~~:~:,·J;:·:~,~11f~~;/:~~t ,_ :;:'.f:~~-~<.~~-!· : .. ~:-... : 

biomasa que se obten1a baJo':.esté!s;;co11d1c1011es {Figura l). 

El pro~eso de •. • g:ir:t~f ~~~~;;:~~I~j~t:~~~',"f,I"~t*3:;1~;~.j1~.8.; ~emi~las del 
grupo control y en las: expuestas 'i·aj'las A:· primeras "·concentraciones de 

- :-. . ;,_:'\:::.::l:~\-~¡;:;··~;/J?5\'..!i:;'.:~: :/-_;;'.'~· ''.':~'.;: '.\~·_-;:·_:·~'..··.::(~_\:-:· ~.'.~).~:·~\~~'.:..~:' ·.;:·. 7'. ·. ·.-~ ' 
sal utilizadas (25 a;\l50';inr.t) iJ:)3fa elllbargo¡ "la(velociidad con la que 

ésta se realizó .diSin¡~~~g;~~h·1~b ~.l~d mM~ .. ~~~~e·~~:~~~i~nes superiores 
·:. ; . ; ·. >~. ~ 

(200 y 250 mM); '.fueron' cc:impleta:mente inhib,.:i\o:das! al menos hasta el 

día en que se realizó la últimá valoración: (7° día) . Estos resultados 

concuerdan con los de una investigaciónen:donde se trabajó con esta 

misma especie {Imamul y Larher·, 1983), y en donde se observó que la 

germinación se realizaba, desde el segundo día de tratamiento, en 

concentraciones de hasta 150 mM de NaCl, mientras que las plántulas 

emergían en el cuarto día. Una concentración de 200 mM de la sal 

también inhibía este proceso. De manera distinta, en un trabajo 

realizado con dos cultivares de frijol mungo, AUMg588 y Mg660l 

{Ashraf ·y Rasul, 1988) encuentran que el porcentaje de germinación 

decrece drásticamente en soluciones salinas con conductividades 

eléctricas similares a las que aquí se manejaron, llegando hasta un 
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50%, con respecto .al control, en. una salinidad de aproximadamente 1so 

mM. En.ninguno de estos trabajos señalan la forma en ·que se valoró la 

germinación. 

CONCENTRACIÓN mM DE 
NaCl EN HOAGLAND % DE GERMINACION 

o 

25 

so 

100 

150 

200 

250 

CUADRO I.-

93 

Germinación de semillas de frijol mungo expuestas a di
ferente concentración de NaCl. A, B y C son 2, 5 y 7 
días, respectivamente, en los que se observó el 
surgimiento de las primeras hojas definitivas. n= 3 + 
D.E. 

Los efectos provocados por la sal, disminución en la velocidad 

de germinación y una inhibición a altas concentraciones de NaCl (>150 

mM) ' pueden deberse a u.na reducida absorción de agua por parte de las 

semillas germinantes y/o ·afló~ efectos tóxicos que los iones Na+ y c1· 

pueden ejercer sobre.ellas. 
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Con respecto a los resultados de los efectos que el.NaCl tierie 

sobre el· cr~cimiento, ciel! frij<:).l ~tirig() (Fi~urá ;¡, :.se. puede .observar 
,·, •'_,;:_.: '·.';·:. ,··· .:"" 

un 

dicho pará 
. >··;'.·~~:.,_;; 

tallo : (u,,;,;: 

no se ·ve 

;el 
·:;'.:':, .. · 

"·:,,• :·· .. :;f;~·,.-:-. '~ -

raíz 

de 

·- .. ' •• - .-.. ~ . "- d ··, - .. -. • . 

y que a pesar de ello la planta conserva ':la>' capa~idad de seguir 

produciendo una biomasa similar a las del grup~ 'c~n.trol. En lo 

referente a la hoja, este es el único órgano que presenta una 

tendencia a reducir su producción de biomasa (un 18% aprox.) bajo 

condiciones de salinidad, a pesar de que el análisis estadístico 
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FIGURA 2. - Peso fresco (AJ, seco (B) y contenido de agua (C) de 
las distintas partes del frijol mungo cultivado 
durante 6 días en solución nutritiva (SN) y solución 
nutritiva con NaCl 100 mM (SNS). n=3 + D.E. 
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aplicado señala que esta diferencia no. es s_igni:Éicativa (U>.T0•05 ) ;_ la 

disminÚciÓn enc;·l~<pr~dücción cÍ.e; biOmasa foliar puéd.e:'~e& explicado ···'·. . ..... ,....... . ... ..,_, :-. · .. ·(·-~,·--~J:~:~,·- ::~~ '.-a··~.1 -,/·1·;.9··8" 8;) •• 

por algun_o ·~r···t'.t~~~i~r~M;1,r.•-:.~~~f:j~~r~ro,-~;-:_-g'::-·:;:I~.--- .. -;;t'.-, _! ••• :,,_ .•• ;,:.;_ •• ; .•• r\;¡~:)····-·-· -· 
a) l~ r_educc;Lon'.;:~en;,i, el.••. potencial ·~hídrico\,en\ la'/zona:i'·radicular 

::::":J;¡~f f~~J~1¡;~~~ítj~i~ll;ill1J~~~.:pu•d• 
.bÍ_. elsestres,•csalino ~-puede¡:;reducir':':larwelocidad·tde•·_expansion 

:'::·:.¡~~~l~t~i~IS!l~~í~f iif l~tllliif J~~+,"t~d 
"En ··experiméntos .::real i_z ados)(con•;, p Ian t tffas·~-;de;rf rij oP•,( f'haseol us 

::;:z~~i~llf llí~lif f Jiitllriíii~~~:::: 
cel,ular;.De'•manera\~~teir:sante¡,•Ua';sal'inJ!zacJ.on''ª"C·mas:largo "plazo .(10 

la 

la op. 

cit.)~ 'i~ < presente 

investigación en la 

turgencia, pues. corrio. se;'ob~er;~c~~ .·i~");ig~~~ ·2 e, este tejido 

presenta un considerable déficit hídrico: 

La reducción en p"e.so fresco y seco de la hoja puede entenderse 

también como un decremento en el área foliar, que resultaría en una 

menor transpiración, y por ende, en una menor pérdida de agua, lo que 

hasta cierto punto sería benéfico para el vegetal durante el estrés 

salino. Además, la inhibición de la expansión celular de la hoja 
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puede traer_consigo·una_reducción en el consumo.de; carbono y energía 
. . . - . . 

en este órgano; ;;:ori/16 q~~: J?~sÍbl;m~!lt~>s~ :icigre /ab'astecer .de una 
. ~~.:'~ ·. 

así de 

-e de solutos 
,,. <~tXt> , .. ,,_¡¡ -··- ~.,, .. ~.o· ·"' -~ ·• :~.~~·.,- :·' 

-.:::·~,}~'; -.<~.~~ ;~.:~{:;g;3,¡;;:~((~\::t ;· .. 

en etapas de 

:,rio -fue abordado en 

este···-·trabaJo;:'•;:sin'.em argo¡::,;;exist'en···:algundscreportes al respecto 

i~~l;f !llltf t~lllf f f f ;~~:.·::."::~::~:i::~~~ 
. :.· •.. -.;.,.:_¡ :•. .:: . '.'-·~'/'<' 

último de estos estudios· (Saliin.y''!?.ftrllan op. cit.), la valoración se - ·. '. ·,•, ··,_:-.. · .. > .. ·- .. -' 
hizo hasta las 14 -serrian~s, •. junto. con la determinación de la 

producción de semilla~; .. ~~~Ü~ s~ 6i:isérvó que las plantas sometidas 

a 150 mM de la. sal -~C>ii:ári·;_~ >1a.~Jinta semana de estrés (7 de 

desarrollo) , mientras' ,que' iá:s 'qíie, :eran cultivadas en so y 100 mM 
. :: .·.' 

llegaban a la madurez y: producían semillas en un 63 y 21%, 

respectivamente, con respecto a las control. 

Así, los resultados encontrados en el presente trabajo permiten 

decir que durante las etapas estudiadas, germinación y plántula, el 

frijol mungo presenta una considerable resistencia a la sal; hasta 

150 y 100 mM, respectivamente. Sin embargo, como lo señalan las otras 

investigaciones mencionadas, esta resistencia parece disminuír 
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conforme se avanza· en ei desarrollo ele :la planta;. a .pesar .de ello, 

la planté1.. parece adapt~r~e ~~ NaC1·; .. como lo demue~ti:;~ ~l:hecho ele que 
' ¡ - '«, :'.···:· ·_::«:.,,._. ··,:-·< 

puede seguir produ~ien46_>;~~:i.1J.'1 f21{: córi respectó, ·a1': control) eh 10 o 
· ·<· .. r:- :::~~- - r ... , .·~ . _ .;~:;~'_,:,. ~-.·. , : :::: :·r:;'-. 

mM de NaCl. ; ; ·· J_. .. f:; /:_'://;'· ._,;,_<.?< ;.~:, . ., 
. . -- ". >-~--· :·-: ::::,· ; . ;~,-·-:_ _. _, -. ;_, ·- -,•' '· ',;·:' ·i ,~~~~;:.: ' ' ~/~;.·· ',:·.'~: ': • • 

"-~· .. -:.-.--.; --_.:<-~:. _,·- ··-~··,-··:·.· -'.·: .; ,,.<·:~·,:;~:Íi:-/,l~:;1tt~;:5,:~-{;:);:r:-.):.r.~·:..:\·~~~,-~;:_~·,.·· ... :···:· 
Considerand(); esto; •se :procedió después<a; deteimiriar·d.:os 1iiffveles 

del Na+ ·en . l~s\~·f:!-~X1~s:~~,:~~~~~~~;¡\gt~Á(~;J,~'.f ;}:·:~~~~~¿;~~~~1i~~tf if~~f fdad 

de conocer_.si:dicho.~egetal'.evadi~'o,t~l~raba _~1.a saiinidad; .. ~.para ell~ 

:: :::;~~?~~~flttifü:1:::~~::d•_;:e,s·~~ar[rn.·····ºi.\_.l~.~_,llot_i•,_'_i_,_'._:~_:_tf·_;_•_·_·u •. '.'_:r_,e:_~.i.v.\···-¡·~~j~~~f !!::: 
para> plaú1:~/(;á:Jr:;,,':semanas de . . . ui:i'úzada con la 

;'1 : ~-:.:· .:.J· ,: , .. ,,.. . "-

in t en~iór{ ;' 1#?~,:Vef" :~~pino se comportába' el ponte!lici()-de' .algunos iones 

(ver la'i;~,§~i(~~b;ci'Ones siguientes)·, bajo é:6ndiciÓi1es que se podrían 

consld~r~-~>~d~o sev~ras o tóxicas . 

. '!_¿ ~ ~ :> 

IV. 2 •· NIVELESCDE ·,SODIO 

.Ei ',i~~~~~enfci JeNaCl ep., e~ medio de crecidíiento de las plantas 

neva ·a ~~J ei :-~~+ L ~e ~2Jrií{i1e ccinsider~B1emente en la raíz 
-.·.·~'.-~::~.:,\-5{'._~~,:J::·~;·-~-~-~..::·.;·:;,.-,: ... ,. ·' ', :~-;J,;, __ ._;:. -~·:. :.< •·;:_::: .:,, ... ·.~ i ', ,·:-';o 

(Fe=492 .. 1f,;~P.t~3'~4~:,:'yJ'.eri~'_'dí~rió:r:';ghéio e1{'e1 tanci' (F~~6§ :7~J y en ·la 

hoja (Fe=42 .45J ;(F{ghi'.i 3) .. ·.•.· 
·'-- __ ,,,.· 

A diferencia 'de · 1a . raíz, en donde prácticamente no ·existe 

variación en el comportamiento de este ion, entre los 3 días en que 

se realizaron las .determinaciones (Fe=7. 64, Ft=5. 61) , el tallo y la 

hoja presentan un incremento en sus niveles conforme se avanza en el 

desarrollo de la planta (Fe=B. 54 y 25. 23, respectivamente}, en 

concentraciones de 100 y 150 mM de NaCl. Sin embargo, las 

concentraciones encontradas en estos dos órganos son siempre menores 
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cultivadas durante 3 (A), 5 (B) y 7 días (C), en 
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a las que se valoraron en la raíz (Figura 3). 

El análisis 1 ·estadístico utilizado apoY;a la: existeríc:ia de una 

::::!:,c~f í~l~¡t~~lif lil~1il~J~l[iitff 1::: 
2. s', re·spectivamente):} 'eSt<?,~Parece,;~deb.er:se¡:ai~que:rl'~s.\·p·ar!:es.:;basales 

·.de. {t.~fri~z.~}¡,;~~~~~~~t~~~]{~,~fi§~~~~ti~~~~~~R~~~~f ,~%~Iit~f~~~~~:~~;t~~ce_r .. día 
de .. trat·amiento;1;cen>.un1:estado;?:i:ónico:};J1.éstabl:e:•n. deesat.ura·ción. que no 

,: ":.::::·~-:,~r:::~~:-)~~~.: /~~~:;~;~~t,~}fü·.-~:~_rt~~-~jt~~!!~t~~~:r.:~f~:\1:t(''.:: -~;i~:;~~;1;~~~!~~i{}t~!f'.?~~;~~:~:~· .. :r:f~\:~'.::~'·?·:;-,_ :·· 
·vario .. dura_nt.eAos·,:::d:i;¡;¡s1}m::qu .. ealizarort;las·~de erminaciones. 

::::::.11~~l'~~~i{iilí~ltli;111,~f ;±:: ~: 
cantidad de·: este;Xconforme\ose\'ava:nza,)haciaz,:)la'<par e\ superior del 

vegetal .. La.: ~iEt~~t~~;~,~~~~~lftbs~~~~';:Zdf i .Jlt/~·;~~áf~_ • ~as····:partes 
SUperiores . del :végetal'¡';egC,'caUSadáº·pOr°''una: .acumulación Selecti Va de . '>:_ ~·:.:-.. ~.:->.':\t·:·:·:_::,;,·- .'Í'·:~:·: ·«~:··:: '::::> -' .· ' . . ..... 
este ion en Tas>cinül'a'.;,·a.~1'j>arénquimá del xilema de raíz (Kramer et 

al., 1977, cit~~~fJ~:z::''korst, ·Í99Cl)' Y. tallo (Rains, 1969, citado por 

Horst, op. cit.). La· acumulación de Na+ en estas células puede 

deberse a un proceso de intercambio Na+ /K+; de hecho, en Atriplex 

hastata se ha demostrado, por microanálisis cc;>ri rayos X, .que la 

proporción K+/Na+ es muy baja en las células parenquimáticas, 

comparada con la de los vasos del xilema adyacente. 

La mayor acumulación de Na+ en la raíz puede estar dada también 

por una retranslocación de este ion, desde el tallo y la hoja, hacia 

dicho órgano, como ha sido reportado para Phaseolus vulgaris (Jacoby, 

1964 y Lessani y Marschner, 1978) ; existe evidencia (Yeo et al., 
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1977, citado por Horst, 199_D): de. que. las células de, transferencia del 

parénquima de xilema, :j~~g~n úí:i pa¡;i~l ·clave al reabsorber.N~+.desde 
~· .f; ·. \,,.;,_;, - . 

::: •::·~í!~iitilí~l~ltií.i í~&,if~~~{~~·~~:~·· 
(Ossenberg:-Nétihaus ;;i19J§';~Cltad6,;; -Cir,:'IJa.uéhl'i'';'(~i9,84 l.~ ·o.e hecho~ se ha 

· - _ -.. :: .. : :_<·,> .. :: ::_;:;/:i~:_J1-/:~~Xi::1~~-~:;1r-~~~·'.~r~;~~~~:-7r;~~i:·:-~~, '.}~?;r:~1Jé~{;1:}:~~?-~~~-~).~;w~~~,;r~ü·,~:)t;·~-~-;~-::~: ... ,-:~~: ___ : .. (< .· -· 
revelado también ::aa-..::;:existenéia· ~icélülás,).'pareriquimáticias, con . 

. , . _ -.· . -::,--'.(_ .. ·:<r_;_:,.\~i'.?:>~:;~it~:~~,~l~~'.~~~~~~~~~:-' ::~;~~:~~~j~:'.il~f.~f~:1.~\?.~);~///;,:-;/-__ :.:~~~'~, :·::~---::-.. : · .. · 
funcion de células .• de'._tr_ans,feren<::;i;.a ,. h_~lá'!region,'.proxiínal de la raíz 

de Phaseolus co~c~+~~~~-~-~f~~f~~tZ~tt;~~'.k~~;1:~ti;/~~'.i~~~(~º~-~6rst, 1990). 

Así, la reabsorción:ae''Na:,··a~sfé'¿:1a';.savia;'ciel'xilema parece ser un 

::·::~:~:c::v:~rf ti;J~t;f i~i!l!ii!{~~~~;:;;:t;r;:: :e: 
sistema saturable, ya que, cómo :~~· observá~,en',~;~a,"Fig~rél 3 I :, no existe . 

una diferencia ·notoria entr~- 1~~- ~¡$~~~~~y-·~~~!:J]Jh, :d~ l~s. plantas 

cultivadas en 100 y 150 mM de NaCl.. · ' ~::'.;;; ');'i"' - ' 
El papel de la raíz como "concentrador" 'af··N~+ ha sido también 

encontrado en uno de los trabajos antes mencionados ( Imamul y Larher, 

1983) , en donde se reportó que en plarit.as de frijol mungo, con 4 

semanas de desarrollo y sometidas a un estrés similar al de la 

presente investigación, este órgano almacenaba concentraciones 

superiores a las de la parte aérea:.aproximadamente 2500 µmoles/g de 

peso seco, para el vástago, y de. 3500 para la raíz. 

Por otro lado, los altos niveles del Na+ antes mencionados, 

junto con el reporte de Salim y Pitman (1988) , en donde se señala 

que plantas maduras de frijol mungo (14 semanas de desarrollo) 
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sometidas· a 100 .mM de· ~aCl present,an has.ta 4000 µmoles .de Na+ por 

gramo de pe~º•.~.eb~:;•.G:f •.. -•,;3~1.iz,!:•;;~f§~.~~·~'.~~G·;·f ~b.jt~;f,.,,r]~~{~~~.T~~·•.'.:~l tos 
obtenidos •en<el presente>trabajo)(2oqo ';µmole's/g(de••;peso :seco de 

,~, 

raíz) ; .16' a su 

madurez 

La 
.-•• ;·. ",;>.'....:.~ 

; . .;·i 
ion 

planta el medio. 
~ j_;¿•:;•/r ; ;: ;.·.~. •. 

La capacidad·•para'";éicimiular··anas':cohéehtracfones; de':iones, como Na+ 

Y c1·, n~Jts~L~~~:~~~f ~:~~bf:.~~:~f~~~~Í~l~~~~~~~~~~f~'fF~~, . pues se ha 
demostrado' · qtie't.celulas/•de; Nicotiana2/tab.acuni;;L:<·.v.ar Wisconsin 3 8, 

adaptad~~.··aVf~}~:;~·r~'.f~:~:\¡20):~·t'J~~'.1~~g;~r;. ~~~~ulan e~tos iones en 
; _ (~ .~\:/;~:-·?·: ;:_~y~~W{ -~:~_~?}{;: ~.~~~-~I~~?.!.::~;:~ü~-~F'.f~~/;:!,~!.~7l;:~~~;:tg,~!3~-~-~:{4)GJ;;~I,:. ~-·:JF',;·:i.:~~: \_,: .. '::.~; ·, · "-; '.· · 

sus vacuolas·hasta':~en~:ünaé'coricentrac1on-.·de:780:-mM;· en tanto que en su 
' .. <- :,:·~:.:~~,' :: ·r :::;:·,''. ,_)t~:~~~: ,:;~~13!~-~~~;~!i~:~:~~lii.3~-§~~~~;~\1~~~~~;-/~t::?::;:::· ~ .. :_,~~·--~?·~:;_ :~ 

1
-, · ~ ;~.; .: -

ci toplasnia:>'lós¡cniveiies~rio~''.iebasan'i'.loo, mM JB:ihzel, et ;;,1. 1900 l . 
. ~ ::/ ·.,-; .. ~'·.:~·:'.:.'·'_;:_~~;,;_~,} ... ~.::_.·.r,t.\17~,j·:-LfX-~~~:-·o¿~::'.~~r-·;~ ~~,''.-~~~~:;:f;-f~·';_:;~:-·· :_ -. ;,~_·!1·: .. : - .. 

•"" ;: ' ~: r ,;,·;~.' ~.:-./:-:·f;i°,'(.°''' 
... - :..- • -... ¡ .,; •:. :· •. ': : ' -·:: .. : :~. "'-. :· '··: •.• ; ·. " '.'; • 

IV. 3 NIVELES 6E: ·~~, ca++ ,Y Mg-++. 
.. . -

Con la intención de conocer si la presencia de. NaCl pr.ovocaba, 

aparte del ya mencionado aumento en la concentración tisular del. ion 

Na+, un desbalance en otros elementos que sí son esenciales para el 

vegetal, se decidió determinar los ni veles de K+, Ca++ y Mg++, 

(Figuras 4, 5 y 6). 

Para el caso del K+ (Figura 4), podemos observar que el aumento 

de NaCl . en la solución nutritiva produce una disminución en la 

concentración de este ion en raíz (Fe= 239.42, Ft=3.4) y, aunque en 

menor grado, en tallo .. ·(Fe=25.28), en los tres días en que se hicieron 
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las determinaciones; de forma inversa, la hoja mostró.sólo un ligero 

;;;:~:nt~f !~f i!lil~f lf l:f lif J~~~if iltl;fi'::::::: 
plasmática,: al t~:t'a:€d~,·:i:a.:í:i.ermeabilidad d.e ésta \¿f~~~,~ '~{~l. , .1985) ; 

~~~f:;::,~~~}lf l~f il:::~:.::~~~ni~~~~iiili~f ;~o~ 
ca++ en el ·medio'(de'iidultivo de I.a · plarita:c;at·eriúari;'1l'6s .'efe·ctos adversos 

provocad~8,·)·~~~-~t~~-~:-~·f ;1~Tu~'.i,f;:,:;.T~.~i0.~;~'~,¡~~~~~~~f~~~:~:;_¡ ·.uri~ . adecuada 

concentraciónjdew,K:f:;,;:mtracelular:;\yX con• ello.::·un· bÜen. crecimiento en 

dichas cond.i~i~~~-~~~t~V~R~~~W~.'r~_f!f~i.L·:19~·ú'. .. ·., ... 
El decir~iÍi¿rif.6'\a~;'.'i<+·:c¿n •iaÍz y tallo, no es, sin embargo, tan 

severo com~ par~ ~lcanzar ~1 "nivel mínimo" (1% col'! respecto al peso 

seco o 250 µmoles/g de peso seco) que se ha reportado (Epstein, 1972) 

puede permitir un crecimiento normal de la planta. En cuanto al K+ 

foliar, se puede pensar que el pequeño incremento mostrado se 

relaciona con el decremento que éste presenta en el tallo, pues una 

de las características que tiene este ion es la alta movilidad a 

todos los niveles de la planta (entre células, tejidos, así como un 

transporte a larga distancia, vía xilema y floema (Horst, 1990). Este 

aumento posiblemente sea necesario para que el K+ se involucre, bajo 

un estrés salino, en alguna(s) de las múltiples funciones que se ha 

dicho tiene en los vegetales: activación de enzimas, regulación de 
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transporte membranal,. neutraliza.ción de. aniones y· mantenimiento de 

tallo (Fe=60. 62), _ p~r() señ.aia que !16 ''e~i~\:en cambios significativos 

en la hoja (Fe=2.22). 

El decremento en la concentración de ca++ ya había sido 
. . . 

demostrado en frijoLmungo sometido durante 28 días a estrés salino 

(Imamul y Larher, 1983); y al parecer este efecto de la salinidad 

sobre la captac:i:órí de. dicho ion, su transporte y fijación a la 

membrana, se da''en;.~n ~r~n número de vegetales (Rengel, 1992), y para 
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algunos autores ·ésta es la causa . principal • de inhibición dei. 
... 

crecimiento v~geta}'~produciida por ·ei .NaCi· Jer~mer.: y;:Lii.llC:liü~ _1986 ,_ 
· .. '>~::· ... ···· .:;'.:·:":<, ··: · ~ .. :< .. ··, "·i~1t:·:·:~Y'.'>,;:,:<'.~~· 1-·~;~·-:-~,~:~.J_:_' :.~\:~"-~-· 

en Rhodes, .. Ba7J}:(> · ., · . · <:; ;\:: :\ ' +· ····· ···•.· · 
:·¡·~ _',·>~'.C.•' <·"' ,<'-::;,;' /: ~;·· ··;'.>_; :•"i{ :\; ,:~.~·:_;·:, ·~,:;~;/.· 

• ~ ,, ;_¡·,:?-' ·>~"·;·,~".- ~ :;1;. • .;,<"1¡' ;, ,, 

En 

1972)/ 

y la.· 

(es tábÚ i :i~'ndc:l 
selectividad· de la membrana, i.'regul'ando~el':'tranSp'Orté'·ióri:i'co/jáct:Uando 

:~:::~E ::::::;~i11111tJlii!li!if ~~t:. 
desbalance ionico, .: es.te•: seiguramente:~:fue c .. el·;que{presento:•;;_el.;:ca t:I:.;.;.: 

~:::~:~:~~~lf f l!C:if ltlllf.lf ilf ;:~ 
nutritiva (Fe=7, 18, 'F~;+'3.Jn:[·n;1~~tÍ:as <;!ue en la parte aérea·. (tallo y 

hoja) se da una dismiIJ.Ü~iÓn en .su concentración (Fe=l0.89 y 8.85, 

respectivamente) . 

El incremento del Mg++ a nivel radicular y la disminución 

encontrada en vástago, bajo estrés salino, posiblemente se deban a 

que este_ catión está siendo utilizado en algún proceso de adaptación 

en la raíz. En el laboratorio en donde se realizó este trabajo (datos 

no publicados), así como en otra investigación (Kasamo y Nouchi, 
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1987) se ha visto que.el'Mg+~.ac;::~v;:¡., laÁTPasa.de menibrana:plasmáÚca. 

:c::::,~Rt:~t~}ffiJ~ ~I~~j'iJJ~,~~~~~l~~,~~1~~~i~!if i!~·· 
como el caso del .. -io'~ •Na+. e~-;l~,}~°;fz .deJ: ~~getal·-éestudiacló.\ofra·· 

enzima que> 

tonoplasto 

función es 

introducir 

nocivos en 

::P ~n:~:a:~ •··.~~ ;uede,:señalar,: qué'-icm!-forma, .parte'.der,c:::::.:::d::~ 

Aún más, ia'· un requerimiento 

absoluto,po:r- 'entre el ADP y la 

enzima ;·;~~i~ridose destacar. así la 

necesidad a nivel radicular .. 

Se . sab~ 'p~c:rii:dio de Mg++ . reque;ld~;pOr ·los 

vegetales (Epsteil1,fl9-7:n'}Ie .. -~'f·él.pr~itim~damente so. µ1l1oi'e~/r~e peso 

seco, y que uxi~#;~~é~-;~¡p¿x,;~~~~:t~5{~¿1-.. ~ú~1ta en Íiri ;lma~~Ila~i~nto .del 
, - - -. . - .. "-'-: ·'-· ;.-:.:-,;.,.¡ i·~~ .::::'~·:..·-~-~-:.;;~:;::;r:~~::.~."'~t-·i~-~· 

ion en la vaéuola, predomfnant'e'meJ:lte\ eri forma .de' sales, al actuar 
' , _: . •. ;:·. -. ' - e;,·-. ; -' .•• '._~: ~ ~': ·: • . '-1 ·:. •• : • , ·• : 

como 11 contraiones" 'de iC,s:.an:i.9_nes 'orgánicos e inorgánicos contenidos 

en este organelo. Los' .. niveles de Mg++ encontrados aquí, para el 

vástago, siempre estuvieron por encima del valor mencionado (Figura 

6). Por otro lado, se ha demostrado que solo una relativamente 

pequeña proporción, del total de Mg++ existente en los vegetales, es 

utilizado para las múltiples funciones que este catión realiza en el 

cloroplasto y citoplasma (Kirkby y Mengel, 1976, citado en Horst, 
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distinta concentración de NaCl. n= 3 +D. E. 

44 

150 



1990) I por .lo que podemos suponer que la d.isminu9ión del Mg++ en 

vástago no prodüce• efectos 'daÍl.inos .en el frijol ·. mungo : sometido a 
: - . .: ;~': :: · .. 

estrés salino\ . •' '.:· :. : .. .. , . • , , :: G\' ', :,~, ~:, _ 

. se haA:i~~~~1¡:¿t¡1i;:~~:;~~~;¡*~~;~:i~~Jf~¡ji~~¡~;~$it~:·. 
comportamienyo y:•las·interacciones de;;los i,:ne~·qt1e;sei.cuantifJ.caron. 

7). 

El 

como ya se, ca:++, 

provocada •por ebNaCl:;·,c;Sin~embargo ;•y_se:. po_dria 'pem.sa:r:,.,tainbien:,qüe ;este 
. . _··.:_~ ; . ;-\-~~ ~,)~::~:f :;~1~:.~:"~:g;;~~-~f;(~~;~~;;~/-~-~:~}~~'.~,~-~~~~f f:A:1·;:~~~~~:~:~:~~}~0t?{ü1J'.z.~<-~ze~i~;_-;/:s~i:\;:,,. ~- _ -~ -:~;~~~:>;?;~;~~:-·.:_:::~::-. : : ·. ~ · 

decremento ;.es< debido· :a:: ,una.:J:disminucion~.en••la:;~,veloci'da ec':f J.") acion · 

::::i::. ~~\{¡if !?~~1t~lf f íll~t{i~1}!¡~~·~~1~~::~· 
existe la:'·posibil'idé:(d';de¡que ,este.•défici,ti:hídri~qfaf,ecté,;;•fáFexpansión 

foliar. ~e~~.,-~~~'.ir;::~g¿¡~¡~.ad· f ~tosini¡tf·~~;f Jf*~'~*~~~;J~1/;;-~~+· .• ~edüciría 
el consum~d4~~ ~árbÓno y energía en l.a hoj~, 'pe~~~qé!ldóse con ello 

que una'm~yor;pr~porción de fotosintátos ptidie~~n~e~'d.Ístrl.buídos.a 
_.;.::o._•,'" 

·. -r· 

los órganos· .. basales, contribuyendo asL con los mecanismos de 

adaptacióri que estos pueden estar desarrollando y soportando con ello 

un mejor crecimiento. 

El aumento drástico en la con~entración de Na+: en todos los 
" ' 

órganos, como ya. se• mencionó, P?dría, · coJ:lfriJ:¡u;fr '·¡:¡ una. disminÜción en 

el potencial. hídricci de ~la planl:~;'.\i6{;g~~F lle,/arÍá ~; q\le el agua 

pudiera. seg~,ir_ ~J.:e1p9 .. d.:~a .. '.;o3;:.''_:)~f .•. ·b·;····.•.s.;:N;.º_•o,{_'.··.f .. o;_.~b .. /1.·s·;t·_,:,··ª··fn:ºt~-fe\i,:é~t.~-p~r,<i el ll\antenirriiento de 
crecimiento Neo . . _ :s~' sabe ~t1e este ion no 

su 

es 
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tolerado, generalmente 1 a niveldelp~~oE!ol (Flowers et al:,. 1977), 

sino que es.almacenadcia:_,riiveÍ va~Jolar~ Cómo.:co~secuézlcia de este 
. - "• . . . - ·-. : .. ' ' . . . , . . . ;, . . . ~ ' ..... - " . - .- . .- . . ' . - . '"" -· 

probable 

;·-

como poco 

io>(rúe se consider6 

adecuado 6t'ib;~i~~ftt"c:i~( los que también se 
\.. . . - .</ ' . r. ' _,,-;:_':,: .. : 

ha piopuesto tie·~~-~---~~~~ ~f~~c·f¿;~-~·:·· ,._ .. --
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IV.4 NIVELES DE PROLINA. 

Como se.menci.~néi en la introducción, diversosautorespropollen· 

algunos · ~~dc~ie~ ,;~)~~illciácidos y diversos. · é~mpuesto~ · riitrog~h~dos, 
como sólutb'~C;ª~~· ~,~yifdá~>I; q~e ,,la"' céiil'1a' y~~eJ~1}' s;~r·aj~sté 
osmóticarriente,. despu~~i'.~e·., ~n:·aesbálance pro;~;~iio ···;or l~: s'.:Ünidad. 

,:; .';; .:· • . .-.:·-. :-_;; -, ~ '.l. -- - . ' - . 

Estos osmótic6s i~cidV :~n ·:·~~¿~í&;, c~mp~fibi,Ei~'}~on;·t.fs}i;~-c§ifi'd~des 
" :.: :, . ··;:.. '';' -~ . ,-.:,:::: •: ., .. 

metabólicas que ·se d~'S~rl:-6,~:ian. 'ein:::;é1';6it9s9i ;'Llugár0ci0:~~e~ 81: ·d~ su 
' :~ - '' "~ ' 

incremento · .. · ... · ·~> , .:. ·, ;} ( , ;; ; , 
Un gran . riúmero: d~; e~t'()s . éstudiós; •: s'fr{.~Ü\b~fg6} ~~-~~cd~ señalar 

a la glici~be~~Í~~:,\~yn;J6!1es y; ~:t~Q~~,· •. :f'.iiJij:.i,1~p~t'~~.d·:·s:~VlYrl Jones, 

19 7 9 l . y á.1: .:arriihoáÚdo ;:J?'róürik '(Aspinaí•i'f{y\; i?ai;~g;);;{~CSú: ~.:,stewart, 
' · .: : - ~<·.-·:. ( ~,~+~s · '..~\;.:·:; :~>º-'.(::~'--.':-~--- _ -~-:~.~.~-< L.:~},.:.- ·;\'.-~,~~<----~-r-:~~:: .~~-~~;;·:·. ~~\~-~:: .. ·:; ·.-::~~::r .. ~~~~·f¡7:;tt>.:.\;)'.;-;t?,·t~.:.·:~~;: .. , -·.: , . -·. 

1980), cornC:Í ;•los:coínpuestos,;:que{más~.se,;~iiivolucrari•,en';lái:.respuesta de 

osmorregu.~·~:ji,~~,:.~M'/\,~~~rt'~~~~~'.t,~'~;~1%g~;~~~$~f .~~~~;:~~ld~zt~,~~J~~1)P,resente 
estudio sé ·•pr6cedió;'iúdeterminar;dosUn'i'veléstde'•'está'sfüos~.ínoléculas. 

Para .)i;~i'.·f ¡~~~JJ&~~~J~~t,~~,i~~~~:rvf~~~·~f ;~~~n~~~~~~~Í~~~~~~~!.;);;:~;;; pudo 
detectarse .'este':• coinpuestoJ'.en~'nihguna'., de;:;las(.:muestras,¡(uti:lizadas . El. 

problema ;ar,ec':~:~~~~~~~J~~t{~~t~&;~~J¡~~~~~:¡1~~~~~; . ,:;~B\'~~\~~t~1~'.~f E7t~do. 
empleado (Stumpf .:·,:1984 )~",;er:,'·cu:al':.'sóli::l:; daao'.'.re·su: tados:'¡;iositivos en_ 

. . -.. ·.-·. , ':;~.~ t~:_ :·:.;::"; ~:. ~~~.~·~::·~~·y;~·;;~:~~~;,,---:····,,.~c .,. -~~lf~i~;~tí:1i:.?~~~~~~~~:i~,~itffi!:·~~--i~~~-~~:~~~E':\~~ ~.--· .. :- ~- :·~ . :. : 
plantas que ·contienen· ·grandes;'/cantidádes¡\;(!e'¡\glicinbet_aína ;jHanson, 
comunicación pers~narr' Y ,, .. ,.,, '{• 1'''.Si:)~:·'.');~);:;';'ij;(::;;~~~::~~W~i~·Yé~:':"' />''' 1

:/.; . ·. 

En cuanto a los resul;~,.'.~if l~l~!f i~i~;i:'·}•,obSSm, en 
los tres tiempos estudiados,. que:;;;eri;í:l:as.~tt:i;~s/pa.rtes ··del .. vegetal se 

:::li: ~::::::to~e :::.:~lf ;¡t~~~!#~~ÍW]fu ;: :::c•::r::'::d:: 
'• ·>,':.:;t.\t:·:~!_,~:!. ;,::,~~>--· _", .. 

nutritivo. La cantidad del amino'ácido.:~füe siempre más alta en el ,.,,.,; '~ ·:< ;··~1:;· . ' .. - -· 

vástago que en la raíz; pero a p~s'kr·de esto; dicho aumento parece 
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. .. 

ser insignificante si lo .comparamos con los increm.entos que se dan en 
.· .· . .... .. . 

el Na+¡ de tal· forma .qué sería<.imposible que •los<cainbfos ··en. la 

prolina el 

. . . t .. -

que>é~~e 
. '~) 

'úe~ar'a' 

·en· 

plantas· .. de';'f rij ciF mungo\'con1;;2 Sfdía·s•.·de .'desarroHO!'yFb:'atarríieíito.•···cOn · 

:::

1 j~~~1rt~lf i~&~,f~ill¡¡~fi,t~~1it~~-l~f:1~: 
distintos compuestos:·· azúcares' y·. aminoácidos di versos, < iir~'idos y 

;:;;j~ttt!~l~{i~~IÍ~i;Z·:::~I5'::f !~~~~¡¡~::~2º: 
·. '¿1/{~~~~~~~~~~;;i~f~·:~~olina. encontrado aquí, quizfse :r.eúcione 

con e.1: :~h~e~~¿::.:~n.L;¿~~::'. colllpúestos que no·· filefein. :.c:uaritific~dos. 
perocliy~·~f¿dubÓiÓ~.~JcJ.o requerir de un gasto)~~i!=]é~{~~· que trajo 

. .,- - . ',;· :. ''. . ; ' .. 1·:·~· : _ ,,~ ': 

consigo iá 'reducción J3ncóntrada •.·en .·el . precimiento foliar. 
'v· • ;r."- ':.•';,•;,·::O;" ;."';' > ~ ,' --

•u~~ ia~;.:9:ú:~;~:t1a.inbi'éri,:'~e;j1¡;_ p1a.rit~~·d.¿ ié_~J~e lós aumentos en 

prolina:_P,~f f:~~:~';,f~'.~~~1:~~t-¡t.f •\.tf ~,iJ~'0(~:-~~~~-;\ul1~· adaptación,.. con·. µn 
daño metabólico: •provócadO •por,) ehcesfréá, salino (Hanson y. Nilsen, ·. 

19 ;~ ·..• i{:?~¿j;~~~".l~.t.~;·~~i~fu~~~;;./{~~-~·~;·;,~{:·;·;p~ntd. que también .. resulta 

confliCt {~6 ~Í·'.~8"::;¡:~·t:TJ:": ;*~~S~~:,', ql.le. ~os· .. permitan· decidirnos por 
'','.'.!<._•.,,.·y-

una u otra posibilida'cL · 

49 



o 
u 
w 

20. 

~15 
"' w .. 
w 
o 
l!10 
e .. 
w 
o 

"' ~ 
o 
~ 

20 
o 

~ 
~ 15 
::! 
w 
e 

!.10 
e 

"' w 
~ 
o 

"' 

A 

-l<-RAIZ .... TALLO +HOJA 

.... ··+. 
.. , 

- - -
50 . 150 

CONCENTRACION mM DE NaCI 

e 

.20 

o 
u 
l:l:15 
~ 
::! 
w 
o 
.¡10 
~ 
w 
o 

B 

o~~~~~.u....~~~~~~~~~-'--

o 50 100 

CONCENTRACION mM DE NeCI 

...... 

100 

CONCENTRACION mM OE NaCI 

FIGURA 8. - Niveles ds prolina en los diferentes tejidos de 
plántulas cultivadas durante 3 (A), 5 (B) y 7 días 
(C), en distinta concentraci6n de NaCl. n= 3 ~ D.E. 

50 

150 



IV.S PATRONES PROTEICOS. 

Varias son las investigaciones que señalan que la adaptación de 

los vegetales hacia el estrés salino podría involucrar la síntesis 

"de novo" o la sobrexpresión de algunas proteínas. La suposición en 

que se basan estos estudios es que la habilidad de las plantas para 

crecer y sobrevivir bajo un estrés salino, se debe a alteraciones en 

la expresión génica, las que se exhiben como ?ambios en los productos 

génicos (RNAm y proteínas). De estas moléculas, posiblemente.la que 

ha recibido más atención es 0:: la denominada osmotina, que fue 

descubierta en células de tabaco (Nicotiana tabacum L. var. Wisconsin 

38) adaptadas a un estrés osmótico (Singh et al., 1985 y 1987). Otras 

proteínas, antigénicamente análogas a la osmotina de tabaco, han sido 

también detectadas en varias especies vegetales (Singh et al., 1987 

y Casas et al., 1992). El nombre de osmotina es meramente 

descriptivo, ya que, a pesar de que esta proteína se ha estudiado 

extensamente (Singh et al., 1987a y Singh et al., 1989), a. la fecha 

no se ha establecido su verdadera función. 

Considerando que la resistencia del frijol mungo ante el estrés 

salino podría involucrar cambios en la expresión o en la síntesis "de 

novo" de algunas proteínas, se procedió a obtener los perfiles 

protéicos de la raíz, tallo y hoja de plantas creciendo con y sin 

NaCl en el medio. La figura 9 muestra los patrones de raíz y hoja, 

que fueron las partes en donde se encontraron variaciones. En ella se 

observa que mientras en la hoja la sal produjo un incremento en la 

concentración de 3 proteínas catódicas, en la raíz el estrés llevó, 

aparentemente, a que se sintetizara una proteína que no existía en 
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• 1 • SNS 

• 2 1 ... 
SNS 

2 • SN 

• 2 1 ... 
SN 

FIGURA 9. - Patrones protéicos de raíz (A) y hoja (B) de plantas 
crecidas en solución nutritiva (SN) y solución 
nutritiva con NaCl 100 mM (SNS) durante 7 días. Las 
flechas indican las diferencias más notorias entre 
ambos tratamientos. l= 50 µg de proteína, 2= 100 µg, 
El gel fue teñido con azul de coomassie. 
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las plantas control. 

A . partir : de . ·estos resultados · se decidió seguir trabajando. 

únicamente _con ·la raíz,.é.en:cori~i'deraci'ón de quE!: 
• ' ---· - -. < ~··,,.:-

~· . -- _, !·:~ .,_, ,: ..... , : "<.~:·: ;_. -

~~~~:;~~:~,~~!~~J:~?~~iti•~g~k:y:;¿t~~:i,~r•e 
-Esta part'e del~wegetal- parece .ser.: la; menos afectada por 

· ·'.- · · ~:·: .. :_' ... : .. ~(·\:~:·':_c~:r~)~-3~ ~·>:~~~:f~~:-~~~~(~~~;·I;,Sr\~~~:;~~-~~;:~;,~;;:~'.::. t~;X;:,:.-:~~~t~~'. /~;~,~."~::;'.~;;_ ... -.. ·e:·.·:--.,: : -. / _~ -
el estrés ;-o:;· enc,•·cuán:to/_a,::.la(•.forma_éi_on<de·,·:biomasá•/" :a :pesar 'de que 

: .-:~'-~ _- · ·:.>:-_:- _ .. _;~. :.\\}'}:\'~~--}X0l· '. ~T:_::.~~-~-~t~f:;;:~;;~f r:~:.t~~::~:,.-~~rc_:-;.:~1~~~1:>:.\~;~~\~\(}~-~:~\:: '.'.-? ~"-~ ~~ -:·:-:: 
en ella, se•c'observai'!úna.,\ lliayor.''.:aéúnitilación>;dei .Na+: y los cambios 

. -._ _ ~ -· ,_-: .. : .: .. ~:~. ·.·_ :~~:'.;~::~·~-;{_~~:~,,~_f/~:\~; .1~(;C.·::;:tg~.~_ifZ~~tt- t~~!r~~ :.~¿~;~~~~S~\~:1:{fiFJfJ~e,~:-~~;-.·~ > : · . 
más drast1cos•~en,:l6s;-n_1veilesC;.de,,dos;~de:-:los;¡macronutr1entes 

evaÍu~d()~: t.~. +_·_ .• __ ¿f~,;~~+"rl'\.:'_.!_:·_{·_·_~'~:f:tf:J;,·,;~::·-;~;;;:;~;:.:~i·itb·[~~~·-.,·.~. 
,_ - - - - ''. .;-¡';, • ~-= .. :.,· .. _; 

: .. ~:- .... :)\-·;..~ ... -.~:;, .. - , ·_,,,. ::.~~.;;_:,;)~.-,-;,.G __ , ':;.y;\- '"t:; 1>;¡~~:::--i1: 
. -<- >- ~· , .•; · '{'.é' :~-:_:,;:,;,.- .;:,~~::\ ---~ ~··.:.-· ·:;:-:,"12: "C-o·Y\ i:¡; --'{:~~::.-;: ·~'--: · 

·.-:··.::~,~ ~;~ ~,:~;J/;-_:_~?:\:~\~~}{~;Y;~'.f~:~;·~:-; ·~:;:,:~f -<f L:~'i f}~~Jt--~;~~~.:~·;;if.'.~h.·:~~j~.;~-_-:-,;~~;~~_. ... , -. -
Los . dos puntos;~;.me!lc1,onados;s.:b,1en;i'P().drian\.:ser reflejo de un 

mecanismo.:· de f~~;~~~;~~~~t'~¡!:i(~J;?f:,i!§i:;1~~~'.f:~~~~\[~);~:H~i '.r~dicular, y que 

permite la adapta'dión:~·jde'•, ' _ _, arita0•a::•.la's>cóndiciones estresantes 

señaladas .~ •• -. ·.·.· : .. ;.::f f~~:i:J¿~.~~~;,·· ;cc~;,•~~.'~''~\:;~~''''"~:•••1f f~C\. ·· ... ~- ·~-·· · ... 
El>s1gu1ente;obJet1v:oc.cons·1·st1o··:en·,·conocer el momento del estrés 

~:::::~~~; 11111 ílf '~~lf :0:~~::::::f ~:~~~~:~; 
evidente desd~ ~l :;~; ':;~Í~·:',~~1 ~'sttés, no existiendo una diferencia 

significativa a1·· '.7.0 día':: : Sin · enibargo, 
' ,·'. _.· ;·. :- ~-- •: :, 

de manera distinta a lo 

encontrado en ef g~l: : ariferior, la proteína aquí sí se presenta, 

aunque en menor c~!l~ida~, en la raíz de las plantas cultivadas 

únicamente en la solución nutritiva (ver densitogramas de figura 11) . 
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Los cambios protéicos.detectados.en la:raíz defrijOl mungoparecen 

ser resultado, más que ~e '~~~'.~íritesis\11 de J~v~ii, .de ~algÓn proceso 
•. , «··~·e,:~!··.<;·."· ;.·:~~·~r , . ·}·· ·.'.·,<•.,~.,,o·.''.-:,;··_~:'.'·.:· .·~-

::.::::~:: :yo:~::t~~~~~i~~~1J~1J¿~c; :Jª1[~Rt¡~,~\ :;o 
· , · .·: ....... > ~;):j::,·,,:{~:tJ>.q~~-~~; ::~.:~,~~>·~:\¿·~ut· -~;;?~·~\:~:'~:~~'-::::,~;<~--- ~~-<::· · ?-~~; _:. -·,;·:~\ ~, ,~.:t~ :._._:~~~;:;: .. -i?~~~~-.::.~~'..\~~-:: · ... - :;: _: 

se sabe que elmét6dof;de}pfataYainoniaca1,.· utilizado1paran:eñir 
.- -:~:; :~x;_¿~;~~:~·i:}~·::Wf ~t?-~t;~~~\~t'.fi0~;l~f~t/~;-;;'.~-~ {/.~_~'. _:._'.-. ,:-;\~ ·.· ... _,_, . ~: ::!_\: :::- _."~-~- ,~:: ·• -Hf _:_:-F;:~~'.: ·_:·~:{{i./1 (:1it~-~y:;_~~ 

el gel de la figura''lo'i:;':preserita\\ln~.mayor sens1bil1dad!{quera:que·· 

involucra azul/~~¡;::~~~f~l~J;>·-·.'a .(~~sar· .·de e~to,·····la: .. p{i~:hi/·d~ ,las 

técnicas no pUede ·s'eri'U:tilÍzada con fines cuantitativos; 'd.ebido á que 
- .... ·'.·, _.:'_·-.·,_: .. ·_->i.3:~(:.JX:~ . ..:._::-~::</!:~" .. ·. ..- :¡ •. ;.· -~·,::_,. <:{.'.._:: _·:: -.- -

la reaccion: que ·.s.e .. da· con la plata puede variar d.e••proteina a 

proteína; mientras que ~lgunas bandas aparecen de dolor;' degro otras 

se presentan como cafés o amarillas (Patel et aL,.ÜBB), razón por 

la cual la intensidad de banda no necesariament~ e:~,indi~~tivo de la 

cantidad de proteína. Tomando en cuenta esto,, s~: ~~ii{~ó. lci tinción 

con azul de' coomassie para hacer más .11 cuariti.tati'V'a 1i l~. diferenCia 

encontrada en la figura 10. El gel obtenid~ ci~ est~ experimento es el 
- . : . ,,. 

de la figura 12, carriles 1 Y-::3/ctiyo~ densitogramas se presentan en 
' ',- ·.' - ._ :.'.," ·; :. ' ;:·_:;. -. 

la figura 13A y 13B, respectivamente·. En esta última figura puede 
¡ . .'. ' ., 

observarse el incremento ~~l~ proteína (pico 10) en condiciones de 

salinidad. 

En el mismo gel (Figura 12) se separaron proteínas de peso 

molecular conocido (estándares), para determinar el peso de la 

molécula que se sobreexpreso durante el estrés salino. El resultado 

de este análisis arrojó un valor de 39,400 Daltons (39.4 kD), razón 

por la cual se decidió denominar a la proteína 11 P40". 
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3 5 7 

FIGURA 10.- Patrones protéicos de raíz de plantas cultivadas en 
solución nutritiva (SN) y solución nutritiva con NaCl 
(SNS) durante 1, 3, 5 y 7 días. La flecha indica la 
diferencia más notoria entre ambos tratamientos. El 
gel fue teñido con plata amoniacal. 
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FIGURA 11. - Densitogramas de los patrones protéicos de raíz de 
plantas cultivadas en soluci6n nutritiva (A) y 
soluci6n nutritiva con NaCl 100 mM (B) durante 5 días 
(gel de la figura 10) • La flecha horizontal señala la 
direcci6n de la corrida y la vertical la diferencia 
más notable. 
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El. carril 2 de la figura 12 corresponde .a protein~~ d~ raíz de 

plantas expuest~s al. ~~Cl• de~~e~ el mol!le:~to,,de la 'ge~mirlac'ión.' Esto· 

sehizo para . sa~e~ ···;· sf •..•. :·~T·i'·f í~~(é~i~~Ír.f~~~·r s1['f'.~~~·~f;~É;:~~:~;i~{.~:·f ~bne:~. protéicos .de este tip,o/deyp~antas,'.y\los/d~ :,las. :eJCPµestas, ih~sta.-•el. 

tercer día. de d~1~~~·~f~~~:fi(Zfl~<f&t~~§.:.n~,,~~-·-~~~.~~t~i~~i;~t,~~;~~~~ias. 
entre las. plantas ·. tratadas·:·de- esta. forma;'' P40<•'sé'~:.ac'umula en 

cantidades f f f f .~f,~,~!~-tI~tFif t~}~X•:·~~:~_ .. :<••. ··;~:: ... _.:-:~:-. ,·;; :·.-.• .. '.~ ... ··•.1::~}<,}·~;;~gp';:''.~:' •-:,-
Por ··.otro .. l'adoi'/Y'hacié~do __ .>refere~cia? ~:>la'o:;os,m~tina, :···se ha 

no sólo estrés 

hídrico (Cormsh YfZeet1a,rt,:•f985);,•;y;;'s,~1:1~9,Y(Kefu ,e~ al., 1991), 

:c:~::~~do T~:o:da?;;~~::~~i~1~iiit11J::~~f if ~;~·~t~.;:·P~::: 
coordinar las respuestas adaptativás•·:de:••lá•,\planta•,:; .arite ~{' él.mbiente 

•• • •- "• • .'}(',:;·,~·:' ' : u\• ; ,:'.·,~~:.¿]~~:}~.~:,::~{~.· ... ~"'' "·.-.\, >:.'t:;"•:" i ,•'- .'.¿~• '' 

estresante. ·/",':,,. '"-"'" -.·<:.~·'. 
, ,. · ._,, ... ·-,,;ii2/XSJ~.:~1:\~.~:;;::,:.::_: ~,:~:: ;, .. ,;.:;:'- :>· :·.·~:: .· 

En este trabajo las plantas s:e=:t~a'tai-óri';":E!n'/eius raíces I con una 
- . . ' • . ~ .. ·'"':" ···1·, .. ,.. ' ! . "¡ ... . ' . 

mezcla racémica de AAB 10 /-(M/' dJ}~Bf~:¡;'~D~~,;~1e:fü~':iesultados de este 

experimento se plasman en, los }~jJ~~~'~',t~~~',i~;'¡j~::i~ figura 12, y en el 

densitograma "C" de la 13; ~~;·~~i:osis/muestra que a pesar de que con 
,;.· ,•-\~ '"". 

este tratamiento exisÚÓ un 'indr~m~nto. en P4o,>no fue comparable al 

obtenido con NaCl 10o''~r{ . 

En un trabajo reciente (Larosa et al., 1992), se ha confirmado 

el hecho de que las plantas, como las células en cultivo, acumulan la 

proteína osmotina y su RNAm cuando se les expone al NaCl. Sin embargo, 
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97.4kD 

66.2 

45.0 

31.0 

21.5 

1 2 3 4 5 p 
FIGURA 12. - Patrones protéicos de raíz de plántulas cultivadas 

durante 5 días en solución nutritiva (l), solución 
nutritiva con NaCl 100 mM (3), y con AAB 10 µM (4 y 
5). El carril 2 corresponde a plantas mantenidas 
desde la germinación, durante 8 días, en medio salino 
(100 mM de NaCl). P= Estándares de peso molecular. El 
gel fue teñido con azul de coomassie. 
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A 

e 

1178 

FIGURA 13. - Densitogramas de los carriles 1 (A), 3 (B) y 4 (C) del 
gel de la figura.12. La flecha horizontal señala la 
dirección de la corrida y la vertical a P40. 
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cuando los tejidos v~getales son tratados con AABt se acumula dicho 

RNAm, pero la protef~a no aparece, o aL~enos no es detect~da con los 
·,~"¡\¡·, '-.·.:.;>, ':, ';,,h·· ... __ ;:.:.::.; .,_.-.. -

métodos inmunológ~,906. utiÜzadofi. por es~os aut.or.e's:; Esto apoya. la 

idea de que m.~~·RJf~:~:.;.iB.~};10i
1

~~d~\i_cl,~i"i~+~(f1,it~,:f~,i~,i~~:; e~ bá.jo -
potencial. hídrico1<~~sarrolTado durante·, e~ estrés sali~o; p~rmite ~.na 

traducción ;- Esta 

P40. 

se ha 

encontrado;\ien>r:aices:•-:de.J;ciebada:•:sometida::a:_un'.·regirrie'n''nutricional 

con · ba:fb :;,;;;¿;'gk~~~1~g·~~~d~D[;~i·;~;'.;;J~ :-{d'c~~ílléntb':XJ~~~~J~~~bi~ ; ~ri una 

prote.'.~~'.~~:j~{-~~~~:~~r:f~f~~T~fr~i· •• ~~~·~~-·-en···~-~;~:~i;"'.~~f~g~r~;f~flÍ~'."~"·~1.--.kD. 
La. ~~oteina .. l'de1:At;'k,D -pertenece_·- a_ la.·:fraccion"',:nrJ.quec;da-,con · · 

::::¡t1iJí~f f l€~~J[iJZ';" p::,::ii~'!:;i~f l~::t~!!~~:: 
conciánt.t~g-~6~::~4J_i~_~len~~ .de ~~~; ,.:~é~¿ ~o.- sucedió · 10 mismo cuando 

el su~tit~t() ':f~~ el Rb+. -6~ ia ~i_~~~- forma, el incremento de P40 en 

raíz de ll\ungo pod:Í:"Ía relacioriá.:f~e con un decremento en el K+ que, 

como se mencionó en páginas ánt~rio,res, resulta de la presencia de 

NaCl en el medio de creci.ini~ritOi 
. __ ,.·_· ·;:'. 

Considerando lo anterior;· y el antecedente en donde se señala 

que en el frijol mungo una alta concentración de ca++ en el 

exterior de la raíz atenúa los efectos adversos provocados por la 

sal, restableciendo los ni veles intracelulares del K+ y con ello un 

adecuado crecimiento vegetal (Nakamura et al., 1990), se decidió 
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realizar un _ experimento ·en donde · 1a concentración de ca++ se 

elevaba, dé3_:s ffiM;' que ~s\la ~tie se. cin~uentra'. en- la.- solución 
.~: ·r·.:~'.;:··· ;~·~··· ¡.· • •.•..• ·• .- - - . •· ••• ~-.:" ·,!_:-- .· 

{cj~ esta 

:1~ misma 

~~dio de 

crec'imie'ij2-o'i eÍl.tre el 

aééreine~to : en icis ni4~1~~ \d.i;>t~~rri:;~~:G6~~;¡6; i?()f <x~- ,~~1, y e1 
- ' ' 

incremento en P40. 
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A 8 e 

FIGURA 14.- Patrones protéicos de raíz de plantas cultivadas du
rante 5 días en solución nutritiva (A), soluéión 
nutritiva + NaCl 100 mM (B) y solución nutritiva + 
NaCl 100 mM + cacl

1 
10 mM (C). La flechaseñal'.'-a P40. 
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figura 15 B sirvió para corroborar el peso l!lo~~'8i1.J~~;;:~e;p4Q. 

El precipitado obtenido con 85% de su~f~~~ ~;hé;'t~n;ó11io fue 

fraccionado en una columna de Sephadex G:,.20?:: '.~i·t'~~~~~·~;;de, 'elución 

obtenido se presenta junto con el azul a~i~~¡h\t;rif(i~?'.~~~tra ~6. La 

:::::::.:::::::• ::o:•: ::r::P::~:~:~l~;~lf i~tiif J::.:::ci: 
:·,; -i< ,- < ·-· '•C: ,,, ,.,:•., :.~-,.·.·. 

poliacrilamida con SDS,• c~n, ~?,· :?1bj.~Mf~}1~'~:.;~:~f~;~.rf~/ét1f r de ellos se 

encontraba P40. La figura 11Á'p'reseritiiésté'ge1;it~filcl.o eón plata. 
- - .. .,~- :.: .· ., ··~·:._:.~.'-<>~ ·. _._'.:_ :· 
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A 

1 2 3 4 5 6 7 8 

FIGURA 15. - A, .patrones de_ proteinas de raíz de frijol, cultivado 
dúrante .s · .. días bajo un estrés salino (carriles 1 a 
7), ,y en solución Hoagland (carriles 8 y 9), 
obtenidas por precipitación con sulfato de amonio. 
35% (1), 50% (2 y 3), 65% (4 y 5) y 85% de sulfato de 
amonio (6 a 9) .· B, estándares de peso molecular (I) 
y la misma proteína de los carriles 6 y 7 del gel A 
(II y_III). 
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FIGURA 15.- (continúa) 
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FIGURA 16. - Proteínas y azul dextrán 2000 eluídos de la columna 
de Sephadex g-200. Cada fracción consistía de 
aproximadamente 2 ml. 
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La proteína P40 fue 'localizada junto con ot:ros.polipéptido~ en. 

el pico "I", <•debid(), a•:l~ cJai'•;és~e ¡ue corridó< en\ll~,~~~l íina~ivo" 
(sin , sos). ·. ·ct~J;¿~ti~i: • i';:,c.~~l '.i·::~~!l ·.~~~~i'2,'~&~~ticioS,'.i~:· ~~~)€;~Ína a· 

::::::;E;;mfa¡j¡:¡,;~i~1~~~,Wd~1f ;t~t~~~~li;.\~~~:~; · 
Es tos.·• resultados:: perrrp. ten~; decir,~. que ~P4 O/;. forma·•, pa,rte:: de;;;una.iprot·e ina 

.·ol·ig~m~fS~~:'.:~~0~~~l~;f.~~~~l~~tf 1:if fl~i¡~~t~~~:~~~i4~~~,~"t~l;,'.¡~{~.~{:~",;~·~~·;t<··:; ·.,· .. 
·sobre•;:Ta\pt>siblei•cfuncion .. :¿¡e.;esta;•ino.lecµla;\~res)llta/:1,nt,e,resante 

· -· x;;~ '~·~;. ,. :;¡~:;~~;~ .. ;:~~:;;. :· ,~~~~~:~.:;~~},<)~ -;~<~ ~:; ·f ::.~_":~:·?:::·. ·. ~.~::!:_:~;;:: ~;:: .. '.:_:~ ~-~-·,;!;~;;:~~ ?~:::;.:.:":I0~ ·.·:.:;:_:~~f 3.~~~-:~~f ;::·~;:~::~r~:r:!._~_:·~ ~: ;~~--· -. 
mendiori~r.:'¡igt •siguíentes:.~ puntos :•:'\::las·. proteínas:"tcuya•,;actividad• se 
. .- ·_ · .:·~~}i -. -:'~:t:_~;':;,,::;,\~~~~.~::);f:%~;i~:~~~~~~<i~~5t .. '.ltT?~!;·~~:r.;,~~J%.'.-~·:;~;~~:·:-~),::t~r·~~:g~-,~~1::}:-~;;i~k~~t}~{~~t-f:~j:i~~j~~Q*:~~~t::~~;::'~-;-::t·;;r·/, ;-.·_ · ~~ ·, ::::::::e::¡ ebtransporte;rcpmpartamentahsac ronc>onrca,c p~ceso: 

";-:>·,< 
400 kD, 9 

a 68 kD; 

de frijol:Tl1tingo~Jti~I1eri'masaE(';rrioleéúlares~'de''3'7íiy¡;¡30J:kPi'i(Matsura,.Endo 

:::~B¡b~l\~illiif (f lftllil111tf !:~~:::~ 
que· son:p:i:ezas¡'impprtantes::.en··.este :proceso·; ·.,es·,::atractiva•.:. En apoyo a 

::::~ ·ª: h::Zif Jf l~~Ih~X!!·::~ :i:::a~[~f r~~_:,~z:~:::~:n ª:: 
transportador Ji~+ /H+ de tonoplasto (G~rb~ilria'.::y;','oüp~;,,t:, 1988), 

proponiendo estos autores que dicho aume~~ci. ~~:';~~1'k'~'·1ª síntesis de 
T·.-

una nueva proteína integral· de la membrana. ·un i'esuitado similar ha 
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sido reportado para betabel (Beta vulgaris) en donde la exposición de 

la plant.a ·a .la. sát· l~e~~ .·.·.·~ •• ·.üii incrementó en lk. isíntesis de un 

::::::~t,i~~~;"!~\¿~1~r1~~~f ~1l\l.~f 1!~,:~i:tf~i~ :::::i::n::: 
-~".~;:~· _:·~ ... ~-"f.>::::;1f~)~:~;, 'r\');;.r);~]>> ;*:~~~:· .. _.·,}~js-:):\:~~-'._:;;:/~·::, ... ;;::\,.(· __ ::'._:>· ,;._,_;;;., .· '.: .::~ ... ·· ·· .- ·· · ~. 

pueden es.tar• asociadosHconc•la<ccimpart'áínentalización ~~~~~Í~r del Na+ 

(Katz,. ~i~:9:·;\]".J1i;;;:;¡~;;;~~;'};~:J!h.:K.::f'.:~~/ ·.~.i. ·.·•• · .... 
Refiriéndonos '.al ·,_fri]o-11-mungo, rrecient~mente se ha •visto que 

tani:6 : i¡·,:ª~J¿i~fj~~,;~·~::tt~:·r~i'#Rª'~~~~ · aé -.plasinalema·. eº~º" ~r·~i:inoplasto 

::::~~:::it~~}~~t~¡~~f f ~~~:i:d::t;'~~:~:~u~::t~::: :'.~::~ 
protéicos, •para• ;;~c~-~;,f;~t~·{',' :~bino' los ~0~ ·.~~~~~s~ mencionan. 
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FIGURA 17 • - (A) , Patrones protéicos de los picos I y II eluídos 
de la columna de sephadex (ver figura anterior); gel 
teñido con plata amoniacal. Estas proteínas fueron 
también corridas en un gel "nativo" (sin SOS) (B). La 
flecha a la izquierda señala a 1?40, mientras que las 
otras la posición de los estándares utilizados. 
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IV. 7 AISLAMIENTO DEVACUOLAS . 
,. ·. ,-.. · ... _' ·.'" .. . 

HaBié~c:fo~e :obii~r:v:~do{ef;~ aumerito en ;1a' cqncendación: de' P40 y 

cons i~e~·,~,$~~,}~J.:;~1'~~~?!:;~\{~5;:,7.ti~··· ~~~;t. t,~~c:ei;~t.e•~:'.,~(~~~:it~1jf ;fo.j'.:'.•.que~ .. • .. es~ a 
molécula• .. pUéde\reifaci'onarsé oHó:tmá.r:'párte ae1:::sistema'!.dé' transporte 
. ~ ·. . , ::~ :~· ,:?/~~~:>~ ~.~-~':?~'f; }{~;~:'.-. :~--;~1:~:_~·-)rr~;~:.:;.?~! ~:::'.·'};~~I{ ~~J~~;:I ::I~:Yi[:..~?:~f ::~~; _:·1~~·; ;l-:{ -_~;:M:~.--.:~-j~~w::)~~t;;¡J~~?~~i ?~~'.~~/U·:::.~-~:~_·,.· ;· ·i f · ---: ~<s : _. ----~ -· 
ioni co '.del:tonppl asto, ;;se. pr()ceqJ_o ".al_aisl~mientp; d~\ la :v:a.cuola· •. · •• :~be 

(ver Maret~~{ 'y' 
sido 

él 

de 

típiC:as{ 

sólo Ío qÜ~ . . ._ .... ,. ;.:;-. 

se 

sti 

'aí9~~;:''ae .. 

'ha 

.. . -.'.: 
- . ,,.-~-; 

no 

·t'ipo ·de 

órgano,~; cómposición 

vacu6J,ai;;. ~erllbran.,;.' capi:8,ció~J~~f()rl~enido de azúcares 

:r::::::~::~jf ~~i;~J"E:)t~~1~~f~f f ~~~?o~.
2

~:.:t. d:i~:::~~·tº: 
organelos de raíz de. plánfofa~ ccin<l día~,·de desarrollo, esto debido 

a que las demás determinacion~s se.hi~ieron en organismos con estas 
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características. Sin embargo, al principio de la técnica utilizada 

surgió Url . probierr,ia I bá~.ic~m~nte >durante ¡el. áisi~'rnfentO • de 

protopla~tds¡ ~n do~~e ·~eruÚ~i'~Ó .llna•'m~difiC:~~~iri d~. ~K· ~€t<Jc1o ya 

::::;:;1;~~l~iii~~i~G~l!!~11f &fil~!~~~:: 
celulosas,: .pectinas '·Y.• otrós:••·pohnieros.<auméntaf, confo.rmei.'seF.avariza. en 

::::~:lj~.1,~f 1!!f il~ilf iilf l~Jli\;if ií,lf :;:: 
::::::;~•hur •?en too .•• · o top l•a toa ut rli '"~dq<una,camara · á, 

frágiles, 

la Hsi~ de' de. 

fosfatos 

(Boudet et .e1 

et al., 

negativos, 

razón 

en la lísis ,con· 

yacuoiás 

con 

métodos). 
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Las vacuolas obtenidas así retenían algunos cone¡tituyentes 

citosólicos (F¡gura lB 'i:ii I l?o/ lo'qile sé d!=ci~CJ.iÓ;in:bu.ir;~~'el.mediO 
de Úsis/el det~rge~te C~PS,, liria:·i·~i.Íüob:~É'~id&\~~~¡Z}JJ~lj;.~~·1<á:di~o,, 

:::~~~·L:::.::n:a ::~::~~; i~)Rf ~~t~i~~~ll~~~~!~~li~~f :L 
Sin embargo¡ también l leVÓ•a ~que\ el')<nú(nerO'• de'~ Orgaiíelcí's ~ptirif icadOS 

. .. .. , ·. ,. , '"'' "-.:~:¡· .. ;;-· ·- ·~,,,-... '.:i.::'~"<.r:.:0fD:.-:}Y:\;·~·-~e~~~<·~;~··_-' ·-

dismi~uyera .. drás t ica:eri ~e ····,~tf ~:~~~r~f w~~ .. ~y~i~:t•iZ~!. J(.~~~~:.i~t\;-E~\\.;~:~·'/'.:~ ... ·• .:•~· .. • ... 
A. partir .de .las vacuol~s ;obtenidas,con•,y\'.sin•detergente;i'se'itrató· 

. ::::~~~;~irf t11~~!~1r~ii1111i1ti!f 1111tJ!t~r1 
(Laemmli·,·c<19'70 h·t"De.sélfo~~unadélmente: .. nJ,nguno .deEE!.sto~.:,obJetivos/ pudo. 

la muestra· 

se 

más 

Se ha: 

proteína• 

como es ·solo· una 

pequeña proporc:Í.6;¡;'.;·(~~r8x: ·1%) ; d~J vacuo lar 
• .. · : ····. '.: ... ·.. ,· .·-,: ,,. 

~::::::r \:1:::~~::::) ~e·E:::a::d::atcitf :::~c~~:~,e,:t:::'a:u:e n::e s:u:: 
_; -~-·: ;· 

dicho que esta. enzima• es. reÍat:Í. ~amenti'.ab\l!ida:~te en la Célula¡ pUeS 

se estima que representa· d~l- cif a.'1 B%. del total de proteína del 

tonoplasto (Randail y Sze, l9~7\. 
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Es necesario hacer ~odHicacfones a esta técnica de· aislamiento 
1' .• , 

de vacuolas,· con "'el{fin;dei obtener .un: mayor.rendimiento y poder 
, ... , .. ,...< .. ' · .. •:,·, ... ,-. · .. , -·· ". .:· .' •, ' ' •'. 

realizar éstas y ;¿~¡\'.,:i::~\d~'t~f!Tl:i.riac:i.ónes. No Ob~tallte, l"a metodología 
; -' '. "- '.'· ' ""'•; '" , .. ·,- ' " . -~ •, ,,,· -. . . . ' - ' . 

. J¡·;f.~.':·'." 

presentada aquí .• pa'.rece .~é~ un buen principio pa·f~ obtener estos 
····::_,:,,-~. . ,. - . . ,, •" /-~· '>:·:>" 

organelos d~·~ r~Í.8e·~·.( t.Í:plcas; de las · cuaÚ~ • se . tiene poco 

conocimiento". ' 
¡ ~' : 

73 



A 

FIGURA 18. - A, protoplastos obtenidos en la interfase rnanitol/ 
rnanitol-sacarosa (X 400), B (X 1000); e, vacuolas 
emergiendo durante el shock osmótico con Tris/HCl (X 
1000); D, vacuolas semipurificadas en la fase de 
manitol 0.6 M (X 400); E, vacuolas semipurificadas en 
presencia de CHAPS (X 400), F (X 1000). V=vacuola, 
P=protaplasto C=Canstituyentes citosólicos. 
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e 

FIGURA 18.- (continúa) 
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E 

F 

FIGURA 18.- (continúa) 
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v.- e o N e L u s 1 o N E s 

frijol: m\111~.<J ;',(Vigri~ radiata) puede ~er¡¡¡i11ai;: en una 

concentración de,:lSO'mM dé NaCl en el.medio de crecimierit:o; ~ientras 
·:-:~: ... - .,¿:::,,. '\·\·· . . . - . .,'... - ~- -.. , ,.. . ... 

El 

::t;ri10s~1~~;~:ii:~~:"~~t~00{~l~.:1"(f, a·.·, B .. día~ de. desar~6~16i•··· ~e~iste 
". . .. · ,, ..... ·: ;";~· ·,·(' 
- {' ·-.: :~--'~, . -~ ,..,-~·::, '·' -~ .-.·~ 

:...º''::~. ··':;,:'-.. - :u-.~·-~:;·_,-,_, . "'--::;' :,:·:~-- ~-:-:• 

'El ;·~;f~,~~~.'.· ~~t;·~[~~~·;_;~~~~· ¡:;~6Y6-;aa~ ·····p.?r·. ?él? .• ·~~Ól\: ·•es·· una 

disminución ~~"1~'.··~;~·c:J.¿~~~ó~ .-ci~·,.~lomas~·-· folia~; i;~l:.f ~J.i;~;~;, la . raíz. 

prácticaménte'···nó•·¡:;~·~s:~~:~,~fü~¡:.~~T~~~~~i.:;·.~~:2)j:·~.~~~.5~~~}~~~~~~~f~De~tár· 

por la sal. 
·,•·. ,,. ._ ·:'..,.':'. '.; .\_~ :;.~ 1'":.:. :i:·.~ ... -
':(./' ' ·:;:.;.i~~-~- :;:::-i):· 'f. ~-~/;".-,' :.'.'"' ··:/ 

:,;.;: -~; 

-· ; ' . ::.~::·:, :(.~,- _, ' ' f, ' ·.~:·;.·;;{:~i({'.-:i~I-~>:\_-;· .. -' 

-La raíz y el . tallo tienen-;la;;,qapacic:lad<~de:'.~to,ler:ar,;una alta 

concentraCión de Na+ en su }~f~~;~~~:~JJ-(~~f~~~~t~~~i;~1fil~i~~~1m;~1ff se 
ajustan .osmó.ticamente para manten,e:i;,';,~na'~':'tµrgen,cii3.;~propic,l·ª";para el· 

::::':::::: ··• L:.::j :~t:o:r:t;~~~~~iilt~~ili]~t~~¡ Y(a1 ... 

-El incremento de M~+;·,~ef·~~~~~~~~i~~~t:E~tl\~~fi'~,de, las plantas 

salinizadas' probablemente se relaéiória?2:0ii;;·e1. proceso de excreción 

del Na+ o con la compartam~n~al~za~i1~ 4.~~fa:J1~r· dÚ .mismo. 
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-El aminoácido prolina s.e incrementa en· todos los órganos de las 

plantas cultivadas en salinidad.· Sin embargo, estos auíneritós no son 

lo suÜcien~~ment:~ gf~n.ª~~'.qo~~ ~~r~ p~¿s~r q~e ~ª· pro{ina ~~ede/ por 
' :,;-,~;-' '• ! f·;:;. :, ·':':;~ ' . " . .:;:, ; - -. ' ~.. ' . . . - ' .. -.-- : . '" ". ,. ' .. -.- . _., - -

sí sola, ii~%f;f;~~(~~<-~j.~;;;e};-é(~t6tXco.-6~1u1~~<~I1 ~el: f~i.jol · mungo 

sometido -·a: un ·f;5:~r.é;}~~~·'~-~g;~:· ';'¡ ·--~"- ·/ .. :··;· 
;'. ::_:':~\:: :-~~:'.:'-'.'~ ~·: ~s~ Y4':: _., :~:}L \:~~-:e ;~!:~~{ fii:-:- ,;,.;: .-, ·-

. ·:.' 

4b · k_I? .. (~4-~í ···se 1ncreme!1ta, 
;. ··¡,-

desde. el 

~fado 

el incr€3~~~r;:qti~y se,'. d~ ~~ eefr:a -~;8t~iI1á:~:cJ1iia6 -e~t~'};ikic~mente el 
_·,:-: _·.-_·-_:¡_ '. - -~ .- .·. ·~_:' _:'!/:·-; .... 

NaCl;, 

·,_ '." ,_· ,· 
) - -· 

-P40 forma párte de ~i'l~ proteína oÚg~rr{éJ::i.C::a C::ompll.está. por al 

menos 9 ~ubii~id~de¡, >·stl~~e~~i~le - de . ser piii{~fc,a,ciél i_ utilizando 

precipitación cori sJ1At~·a~:~mbnio (85% de saturacióril\ después de 

haber ·descartado lapa~\:ÚÚ·:abtenida. con 50% d~ sul~ato y.antes de 
- <.' _-; -·· •• ; • ~':; --~--: ;~ ,- - - - -

dializar, fraccionando finalmente en una columna de·Sephadex G-200. 

-La metodología utilizada para el aislamiento' de vacuolas de 

raíz de frijol mungo (raíces típicas), permite obtener estos 

organelos en forma aparentemente pura; sin embargo, el rendimiento 

obtenido es bajo, por lo que es necesario hacer algunas 

modificaciones a la técnica. 
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