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RESUMEN

Con 1a flnalldad de tener un conocimiento ‘mis: ampllo de: los:
mecanlsmos que ‘permlten a: los vegetales desarrollarse en. “un

nkpeso aprox1mado

aumento: es’ mas. claro plantas- ‘que- fueron -
dlas, desde ‘el ‘momento” ‘dé""la germinacién;

; ~(ARB). 10 uM -en la solucién

100 mM redujo la respuesta causada por esta
parte de una, protelna ollgomerlca que. puede ser

embargo parece ser un buen principio. para...
como las’ de: frljol‘




L-INTROD CION

~E1l: crec:Lm:Lento desmesurado de la poblac:.o humana demanda una

mayor producc1on de. allmentos s:.n €n vrgq la a‘reyasﬁd' stln,adas al

mmhos/cm a 25"C) . prlnc;Lpalmente sulfato magnes:.co, cloruro sodn.co, :

sulfato SOdlCQ, . carbonato SOdlCO y cloruro magnes:.co;- :

Los suelo‘s‘, saliﬁéé .existen en diversas part‘es“de"i.'hi'un‘do;
reduciendo la ioroduc‘:ividad de considerables dreas de tierra. Se ha
estimado que aproximadamente 4x10% de las 1.5x10% ha de tierra que
se cultivan en todo el mundo tienen suficiente cantidad de sales
para reducir el potencial agrondémico de éstas. La estimacidn
anterior excluye las regiones clasificadas como dridas. Junto con

estos tipos de suelos, es muy posible que las tierras afectadas por



levadas,  siendo la:

estos sﬁélos del orden de

sodiointercambiable. mayor

Ferndndez op. cit.); los

que el»eflujé. Algﬁnés'dé iaé céusés de ‘este ‘desbalance pueden ser
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las _siguiréntie's' ~(Tamhane 1983):

genético‘.dét las plantas (ver esquema 1). 'Las especies haléfilas'

'La resistencia a la salinidad varia entre las especies, lo que
ha llevado -a la formacién de dos categorlas ‘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 usadas en forma directa utilizando el agua de

cercanos a las-islas

salinidad equivalente

especie silvestre es emas;aao‘péquéﬁd pafa éﬁ?uéb comercial,
progenie F2 de4CruzaS‘d§§esta eépeﬁie con las éomeréiaieé,‘i%ciﬁ&é.
segregantes con un;ffﬁ£6'de tamafio = aceptable y'con tolerancia a
una salinidad eqﬁi&glénte a un ﬁercio de la del agua de mar (Rush
y Epstein 1976);

A pesar de que las plantasvcultivadas por el hombre tienen una

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



regetales’ que escapan a

han ‘seleccio

(bétaina) o prolina al;-'O.Sy,mM

atribuyéndoseles a estos

plementado’ én ‘glicinbetaina
la .duplicacién. se. ve estimulada,

un papel de

osmorreguladores. Los mismos




PROBLEMATICA

SOLUCION POTENCIAL

A CORTO PLAZO

SUELOS SALINOS

A LARGO PLAZO

AJUTILIZACION DE VEGETAGION OBTENCION DE
HALOFILA SILVESTRE. VEGETALES RE-
SISTENTES.

A
.

INGENIERIA
GENETICA
4

2N

fmep  BIENTRECRUZAMIENTO === PLANTAS SENSIBLES

¢(MECANISMOS DE
—p ADAPTACION A
LA SALINIDAD?

CISELECCION DE PLANTAS PLANTAS
————— RELATIVAMENTE
DE INTERES AGRONOMICO. AT AmEN

ESQUEMA 1. - Soluciones potenciales a la problemdtica de los suelos

salinos

(seleccionando y manipulando el material

genético vegetal).



a estas dltimas la'caracteristica de osmotolerancia.

aqﬁiﬂsurge

ermlte(n)?dflas

- efectos dafiino

(Thomson et al., iQ&B)Yi o

Refiriéndonos é lé.toiefandia a_;é_sélinidad (ver esquema 2) se
ha sugerido que pueden exiétir él;menoéfdos mecanismos: a) Tolerancia
metabdlica (enzimas y organelos‘résiétentes) y b) Compartamentaliza-

cién vacuolar de la sal.



SAL

ly
ESTRES PRIMARIO

(POR LA MISMA SAL)

1
! }

EVASION TOLERANCIA
EXCLUSION EXCRESION COMPARTAMEN- TOLERANCIA
{IMPERMEABLE (GLANDULAS TALIZACION VA- METABOLICA
A LA sAL} SALINAS) CUOLAR DE LA {ENZIMAS ¥
SAL. ORGANELOS)

!

EST.:RES SECUNDARIO

ESTRES HIDRICO
{MENOR POT. HIDRICO)

!

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

., DESBALANCE
IONICO.

ESQUEMA 2. - Mecanismos propuestos para explicar la resiastencia de
las plantas a la salinidad (modificacién de Levitt

1980).



La »de. ‘teorias, .}

~tenéf :p6c5l'épbyo¥

prlmera

‘estas*

nimero de trabajos:qu
et al., 1987):.
Los ioﬁeS‘qdé

subsecuentemén;

interaccién tabélica

obtenidos ‘en“ vai ,os han mostrado quePel«tonoplasto

de manera abundante, 2 en21mas una ATPasa

(membrana vacuola

as: dos moléculas se encargan de transportar

'ba (Sze, 1985), generando as1 un gradlente
1él de membrana (A¥) a traves del tonoplasto,
actores constltuyen la fuerza protomotrlz (FPM),‘
cuyo pbtéﬁé 1 nergetlco se utlllza para reallzar dlversos procesos
de transporte a traves de la membrana vacuolar. Dos de los 51stemas
que reallzan estos procesos son los transportadores Na"/H+ y Ca‘*/H*,
que acoplan el flujo de los dos cationes metdlicos, al flujo, en
direccidn opuesta, de los protones. BEn la figura de la siguiente

pidgina se presentan esquemdticamente los sistemas de transporte antes

mencionados.




FIGURA 1.-Representacidén esquemitica del transporte idnico
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 ejémplQh:seyha
visto que la adaptacién de células de tabaco a la sal lleva 'a un

incremento en el transporte de H* y en la actividad hidrolitica de

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

Asimismo, pof'ﬁédiafdé ﬁét?dés:ditoQuimiqés, se ha evidenciado un
increﬁento eﬁ la“éétividéé'&e éé;é'ﬁltima enzima en raiz de tomate,
cuando se agréga‘Nécl al medio déigfecimiento (Sédnchez-Aguayo et al.,
1991). En forma contraria, la’agtividad de ATPasa de tonoplasto de
dos especies de Plantago que difieren eﬁ su sensibilidad a la sal, no
presenta diferencias interxespecificas ni se ve alterada cuando las
plantas se exponen a NéCi SO‘mM; no obétante, la actividad del

antiport Na*/H* solo se  presenté en la especie resistente,

10



dicha alga

proteinas d

generado pof'
plasmalemé,, 
Ahora el _ - teoria
}esta?éﬁos‘,también

n deSbalanée osmdtico (y




secundario en 'el: esquema 2) Se ha'propuesto que para compensar este

" desbalance las ﬁiantq

ales'y.animales,
ue el NaCl en la misma

n.este mismo estudio se

a‘malato deshidrogenasa
3M) ?ausaba en ella. Estos

pgedé, ademéds de funcionar

aﬁtéé‘ﬁénbibnadb o.son los,‘nlcos que pueden estar 1nvolucrados en
la osmorregulac1on, ya quevlos nlveles de algunos azicares tamblen se
ven  incrementados durante la adaptac1on a la salinidad' (Briens et
al., 1982). Aﬁn mis, el K* también podria estar relacionado con el
mantenimiento de ‘la turgencia celular, pues se ha dicho que su
concentracidn en los vegetales es superior a la que se necesita para

que actde como activador enzimdtico (Jensen, 1982). Este hecho, junto

con la propuesta de gque durante un éstrés:éaliho la planta puede

12

ueden aumentar los!nlveles c1toplasm1cos'de, :




compartamentallzar»

estudios

relacién

vy puedefaléanzér’u oncehtr_cién de hasta el 12% con respecto al

total de protelna n celulas de Nicotiana tabacum adaptadas a la

sallnldad (Slngh et a 1987)9

13



Algunos 1nvest1gadores han sucerldo (Bray 1988 y Slngh et al

resultando  en una‘’ acumula
manera interesante, en un

mayor sintesis de AAB en  la’

_Ludéwié’

Licopersicum esculentum (Cornish 85 te reSpeCto;

(1988) ha demostrado que el AAB : estado hldrlco de la

planta, regulando no sélo.lait‘gz n estomatlca, sino también
la conductividad hidrica a 1

No obstante la exist _ddps,estos estudios, hasta el

momento no se conoce el-ff roipapel que juega la osmotina en la

adaptacién de las plantas: salinidad, y mientras que en unos
vegetales se sugie;éyéueﬂioé ;ngréméntos en ella estdn relacionados
con dicho procesb,'envgtf6§‘se le atribuye el papel de osmdético al
K*, a la prolina y/o ‘a la betaina; 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 osmético

14



‘durante’ la‘entrada masiva de iones

entre el  citosol 'y la:vacuola;

. téxicos a

(Nakamura et él'. )

disminucién en la‘elongac:

cionado.con un

fenémeno que ‘es

Como lo demuestraila;informacién vertida hasta aqui, a pesar de

haberse realizado i ln ran. nimero de investigaciones enfocadas a

esclarecer .los’ mecanismos  que permiten a las plantas resistir el

estrés salino, h‘aista'f_el‘ momento no se tiene un cuadro claro de ellos;

15



atane._Con51derando

mundo; esto debldo a que su semllla, rlca en protelnas, es consumlda

por el humano en diversas formas. Fue selecc1onada para este trabajo
después de que, realizados algunos experlmentos plloto, se demostxrd

que tiene una relativa re51sten01a a la sal (NaCl) De'hecho, en ese

momento existia un antecedente que la catal aba~cqmo "muy sensible"

en sus etapas de germinacién3 =Rashl, 1988),
mientras que otro la menéio ab cqnfreéistencia
intermedia" (NaCl hastéi';s 1) »mismas"fases de

desarrollo antes mencionadas 1983)... A partir de

esto se planted el proYédté‘iCQYQs objetivos: pa: _iculares fueron los

siguientes:

16



- OBJETIVOS

1.- Vélorarle'

hacia el estrés’.salin (ﬁécil;'dufan;eyéﬁsdétapas de<’germinacién’y"

pléntula.':; '

raiz de plantulas de fr1 mungo;‘con el propos1to de-

pr teina que se sobreexpresa en raiz, bajo

"“a ‘este organelo.

b) Determlnar la act1v1dad de la H*-ATPasa del tonoplasto de

raices de’ plantas control y salinizadas; como ya se menciond, esta

enzima parece ser clavé’én el transporte idnico a nivel vacuolar.

17



La metodo” gla que se- 81gu161para cumpllr estos objetlvos es la

que se’ descrlbe en la 31gu1ente secc1on 3?

18



IL-MATERIAL Y METODOQS

dias de haberse iniciado:

germinada agquella s_ém_iiia

_surgido, estableciéndose: como;un:organismorfotosintético, lo que ha

sido considerado como la fase ‘final “del*'proceso de germinacién

(puffus y Laugther, /1992) v V~

19



III.2 CULTIVO DE,PLANTULAS

Grupos de aprox1madamente ‘800 semlllas'

desinfestadas’ como se

‘Lachharolas se
e un, fotoperiodo
roximadamente

“8?CV‘n_el dia y

40 pmol/n?,
dev267éh 1é.ﬁ6c e Va soluc1on de todos los
tratamlentos se: ajus 0 ‘ on,agua.destllada.

La toma de muestras para 1as determinaciones que se detallan en

padginas posteriores, se rea11zo en los dias que a continuacién se

indican:

Determinacién Dias de tratamiento Dias de desarrollo
-Determinacidén de 6 9
biomasa.

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

-Cuantificacidn de 3, 5y7 6, 8y 10
prolina.

-Obtencién de patrones i, 3,5y 7 4, 6, 8y 10
protéicos.

-Semipurificacién 5 8
de P-40.

20



IITI. 3 DETERMINACION DE BIOMASA

Se tomaro ~:1o's";' érupos

de:plantas

cre

'anbalit ic

III.4 CUANTIFICACION:DE IONE

Se tomaron‘frzb' m

ones para cada una de las muestras

III 5 CUANTIFICACION DE. PROLINA

Los nlveles de este amlnoa01do e - determinaron. siguiendo un

método descrlto por Singh y Pale vvla ‘reaccidén de prolina con

el compuesto nlnhldrlna, en 'un pH &c:.do,» produjo un compuesto

colorido que se cuantn.f:.co_ spectrofotometr:.a. Para ello se

utlllzaron 250 mg de tejldo fresco (raiz, tallo .u hoja) de las

plantas sometidas a distinto tratamlento. Se elabord una curva patrén

21



del . aminodcido:’

}intervalq de 0 - a  300 nmoles. Estas

determinacion ’!triplicaddg

or el metodo de Lowry

(Lowry et al

se sembréron v ;ygidé proteina total de
cada una de las téﬁdqv para ello geles de
. & al e'(Laemmli, 1970) con una T=10
:l0;16. Las placas en donde se

ifleron con azul de Coomassie (Laemmli op.

cit.), mlentras que en. las que se sembraron 5 ug se tifieron con plata
amoniacal (Qakley et al., 1980). En algunas de estas placas se
incluyeron marcadores de peso molecular en el intervalo de 14.4 a

97.4 kD.

22



III.7 SEMIPURIFICACION Y CARACTERIZACION ARCIAL DEl'P 40

'7CQn 1fléb flnalldad {dé'

aprox1madamente 40 kD (P- 40)

‘queise; incre

PMSF 1 mM; el extract
sobrenadante obtenia
hasta una conceh#rﬁcié
de 10 min a 18,0dl'
hasta comple?é

centrifugd ‘nueva

disolvid en 2%

‘a: 28 300 X g durante 5’; para luego

G-200, de aprox1madamente 1. 2 cm de dlametro-por 57 ‘de largo. El

amortiguador de elucién utlllzado fue Trls HCl 100 mM, PH 8.0, con un

flujo aproximado de 2.5 ml/lS 'la separac16n de

proteinas se uso Azul Dextra 000.par calcular’el volumen vacio de

la columna.

Después de fraccionar 'se’midid.la:.absorbancia a 278 nm, y los



picos de proteina obtenldos se trataronvcon el mlsmo buffer en’ el que )

se resuspendieron las pastlllas d

protéicos"); se calentd en :b

poliacrilamida sistema desnatur
finalidad de saber a cual‘
esto, se ut111zo un” ge
"natlvo"), para sep
hab:.endolas trat do’ e«

sin SDS

III.8 AISLAMIENTO DE VACUOLASV o

La obtenc:Lon de vacuolas se reallzo
la lisis de protoplastos, los que ‘se’
metodologia ya descrita 7 ‘

modificaciones.

Aiglamiento de protoplastos

Las semillas se desinfestaron exponiéndolas durante 30 min a
hipoclorito de sodio comercial sin diluir; se enjuagaron después con
agua destilada estéril y se mantuvieron, durante 36 h y en la
obscuridad, en cristalizadores que contenian una pequefia capa de agua
estéril. Al final de este tiempo, las radiculas que surgieron (10 g),
se cortaron transversalmente en fragmentos de aproximadamente 3 mm y
se colocaron en un cristalizador que contenia 30 ml de un medio
compuesto por: manitol 700 mM, KH,PO, 0.2 mM, KNO; 1.0 mM, MgSO,.7H,0

1.0 mM y celulasa y pectinasa, 2000 y 142 unidades, respectivamente.

24



2853kmg-ibélpfbtoplaétoélqﬁédéron:eﬁ

sacarosa;

Aislamiento de vacuolas

vacuolas se encontraron-en;laisuperficie-de’:la capa superior.

25



III.9 TRATAMIENTO ESTADISTICO -

ex1st1an diferencias

actoresp En el momento que s

como el Valor est dlstlco "F" obtenldo a partlr de lo ‘datos,['

como el valor crltlco de~"F“ tomado de tablas al nlvel 0 01 deg’

conflanza.

26



IV.-.RESULTADOS Y DISCUSION

~IV.1l GERMINACION Y CRECIMIENTO DE PLANTULAS BAJO CONDICIONES

SALINAS.

Como ya se menciond; : obj‘eti*io.; de ‘este trabajo

consistid en valora: qu'e_'f)resentaba el frijol
etapas de desarrollo. Para

illas' que germinaban en

distinta’ concentracidr si:como la produccién de

biomasa que se obﬁéri’;‘. ones i (Figura ‘;L);.

emillas del

centraciones de

sal utilizadas ( cidad con la que

ésta se realizd ntraciones superiores

(200 y 250 mM) torias; al menos hasta el

dia en que se reélviééuiléLﬁ,lltiiir;ta,\.r‘ialbfa?::ié “7_"'3‘3‘_';;’1“)’. Estos resultados
concuerdan con los de una“J‘..nv‘es‘tigac'iéi;x’ﬁep‘f:aépde se trabajdé con esta
misma especie (Imamul y Larher; 1983), yiﬂen donde se observd que la
germinaciéﬁ se realizaba, desde el segundo dia de tratamiento, en
concentraciones de hasta 150 mM de NaCl, mientras que las pléntulas
emergian en el cuarto dia. Una concentracién de 200 mM de la sal
también inhibia este proceso. De manera distinta, en un trabajo
realizado con dos cultivares de frijol mungo, AUMgS588 y Mg6601
(Ashraf 'y Rasul, 1988) encuentran que el porcentaje de germinacidn
decrece drésticamente en soluciones salinas con conductividades

eléctricas similares a las que aqui se manejaron, llegando hasta un

27



50%, con respecto al control en una sallnldad de aprox1ma amente 150

mM. En: nlnguno de’ estos trabajos senalan la forma ‘en que ‘se valoro la

germ1nac1on

CONCENTRACION mM DE

NaCl EN HOAGLAND % DE GERMINACION

0 98 - 24

25 99 = 2A

50 Y.

100

150

200

250 -

CUADRO I.- Germinacién de semillas de frijol mungo expuestas a di-
ferente concentracién de NaCl. A, By Cson 2, 5y 7
dias, respectivamente, en los que se observd el
surgimiento de las primeras hojas definitivas. n= 3 4

D.E.

Los efectos provocados por la sal, disminucién en la velocidad
de germinacidn y una 1nh1b1c1on a altas concentraciones de NaCl (>150

mM) , pueden deberse a un> educ1da absorcién de agua por parte de las

semillas germlnantes y/o os efectos téxicos que los iones Na* y Cl°

pueden ejercer sobre ellas.

28



Con respecto a 1os result:ados de los efectos que‘.-‘el NaCl tlenev

(Figura 2 cy:

Una'dlSminﬁclén € “como es el

caso del tallo, 1nd1ca que e ‘hidratacién,

Yy que a pesar de ello la planta consery la; capac_;.déd“de seguir

broduc:.endo una biomasa similar a las del”grupo=¢0ntr01. En lo
referente a la hoja, este es el fnico O&rxgano que presenta una
tendencia a reducir su produccidén de biomasa (un 18% aprox.) bajo

condiciones de salinidad, a pesar de que el andlisis estadistico

29



A

PESO FRESCO DE 5 PLANTAS (g)

2} [MHoJA
EiTaLLO
1.6+
[(Jraz

—Ll — LI
& 2 & 012
o
- 011
<
c %o.oe— % '
20+ Eo.os— Z
° 7
3 2 ]
%15— — 5—'_7 &‘ w™ %
o || % o Z
& s - by ]
5‘10- % T T z ¥ T T
g Z & @ & &
z /
w 5 /
g Zi&z
/
0 T T T T T T
& ¥ & ¥

FIGURA 2.- Peso fresco (A), seco (B) y contenido de agua (C) de
las distintas partes del frijol mungo cultivado
durante 6 dias en solucidén nutritiva (SN) y solucién
nutritiva con Nacl 100 mM (SNS). n=3 + D.E.
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turgenc1a, pues;: Como’: se observa en .1 -2°°C, “este tejido

presenta un coﬁsuierable deflc:Lt hldrlCO

La reducc:.én env peso fresco yrseco 'de la hoja puede entenderse
también como un decremento. en el‘ér'ea foliar, que resultaria en una
menor transpiracién, y por ende, en una menor pérdida de agua, lo que
hasta cierto punto seria benéfico para el vegetal durante el estrés

salino. Ademds, .la inhibicién de la expansién celular de la hoja

31



puede traer:consigo:iuna‘reduccién en el consumo. de: carbono!y: nergid

en.este" 6rgano,

Eh todos ellos las

los: 28 dias de haberse

‘dltimo de’estos

hizo hasta las

desarrollo), miééf?as'ég
llegaban a la ‘médﬁrez y: pfoduciah  semillas en un 63 y 21%,
respectivamente, con respecto a las control.

Asi, los resultados encontrados en el presente trabajo permiten
decir que durante las etapas estudiadas, germinacién y pléntula, el
frijol mungo presenta una considerable resistencia a la sal; hasta
150 y 100 mM, respectivamente. Sin embargo, como lo seflalan las otras

investigaciones mencionadas, esta resistencia parece disminuir

32



confqrmeﬁééTavénza:eﬁvei'd"sa'roilo de a planta; -a pesar da- 8116,

=68.79) 'y en la

‘A diférénc1a vdé la’rafz, en donde précticamente no ‘existe

variacién en el comportamlento de este ion, entre los 3 dias‘enAQue
se reallzaron las determ1nac10nes (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 planta4 (Fe=8.54 y 25.23, respectivamente), en
concentraciones de 100 y 150 mM de NaCl. Sin embargo, las

concentraciones encontradas en estos dos Srganos son siempre menores
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FIGURA 3.- Niveles de Na* en los diferentes &rganos de plantas
cultivadas durante 3 (A), 5 (B) y 7 dias (C), en
distinta concentracién de NaCl. n= 3 + D.E.
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a las-'que se valoraron én:;agraiz‘fFigﬁra‘B)L

'écumulavuna
cantldad de

La

vegetal

este ion en=1as célulaside arénquima’ del” x11ema de ralz Kfémer et

al., 1977, cltado pox: Horst _1990)'y tallo (Ralns, 1969,.c1tado por

Horst, .op. ecit.). -La facumula01on de Na+ ‘en: estas gelulas, puede
deberse a un pfoééso Ae:ihtercambio Na*/Kff‘deihé¢hoA en Atriplex
hastata se ha demostrado, por ﬁicroanélisiﬁ;b;ﬁ7;éybs‘X,.que la
proporcién K*/Na* es muy baja en las Célﬁiéé parénquiméticas,
comparada con la de los vasos del x11ema adyacente. . '
La mayor acumulacién de Na‘* en la raiz puede estar dada tamblen
por una retranslocacidén de este ion, desde el tallo yla hoja,-hacia
dicho dérgano, como ha sido reportado para Phaseolus Vulgérié‘(Jacoby,

1964 y Lessani y Marschner, 1978); existe evidencia (Yeo et al.,
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1977, 01tado por Horst 1990) de que'las celulas de transferen01a delf

este,

Asi, la reabsprcmon de: N
mecanismo eféct_j
las hojas.
La forma en que la
sistema saturable, ya que
una diferencia notorla entre
_cultlvadas en 100 y 150 mM de NacCl.
El papel de la raiz como "cohcehprédéf"

encontrado en uno de los trabajos antes’ men01onados (Imamul y Larher,

1983), en donde se reportd que en plantas de frljol mungo, con 4
semanas de desarrollo y sometldas,a’un'estres similar al de la

presente investigacién, este  érgano. almacenaba concentraciones

superiores a las de la parte aere ‘aproximadamente 2500 pmoles/g de
peso seco, para el véastago, y de 3500 para la raiz.
Por otro lado, los altos nlveles del Na* antes mencionados,

junto con el reporte de Saiim'y Pitman (1988), en donde se sefiala

que plantas maduras de frijol mungo (14 semanas de desarrollo)
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sometidaéta.ld : d 'ﬁaCl”pfésén n haéﬁa 40dO-kmolésgdeJNaf‘POr.

como Na*
,ipues se ha
r Wiécbnsin 38,
es;@s iones en
Qn#@”Qﬁe en. su

1988) .

‘Con la 1ntenc1on de conocer si la presenc1a de-NaCl provocaba,
aparte del ya mencionado aumento en la concentrac1onvtlsular del,lqn
Na*, un desbalance en otros elementos que si son esenéiales para el
vegetal, se decidié determinar los niveles de K%, Ca*t y Mg**
(Figuras 4, 5 y 6).

Para el caso del K* (Figura 4), podemos observar que el aumento
de NaCl en la soluclon. nutrltlva produce una disminucién en 1la

concentracidén de este 1on en ralz (Fe— 239.42, Ft=3.4) y, aunque en

menor grado, en tallo. (Fe=25.28), en los tres dias en que se hicieron
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las determinaciones; de forma inversa, la hoja mostr6 sélo ‘un ligero

incremento’ en Kt (F

anto un transporte i

tbrdeivCaff;s:

provocados

concentrac

severo_céﬁb'pagg:aléan?gr'éifﬁﬁiVel minimo" (1% con réépecto al peso
seco o 250 pﬁoles/g de'éééo seco) que se ha reportado (Epstein,»1972)
puede permitir un crecimiento normal de la planta. En cuanto él K* -
foliar, se puede pensar. que el pequefio incremento mostrado sé
relaciona con el decremenéo qﬁe éste presenta en el talio, pues ‘una
de las caracteristicas que tiene este ion es la alta movilﬁdéd_a
todos los niveles de la planta_(entre\células, tejidos, asi-cbmouun
transporte a larga distancia, via 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 miltiples funciones que se ha

dicho tiene en los vegetales: activacién de enzimas, regulacidén de
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FIGURA 4.- Niveles de K' en los diferentes 6rganos de plantas cul-
tivadas durante 3 (A), 5 (B) y 7 dias (C), en distinta
concentracién de NaCl. n= 3 + D.E.
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transporte membranal neutrallzac1on de anlones y: mantenlmlento dexu

para- el. Ca*
concentracion
tercer' y

disminuciényp

' tal_lo (Fe—GO 62) pes
en la hojag(Ee=2.22).

El decreméntof'e' la concentra01on de . Ca** vya -haBia‘ sido

demostrado en frl]ol mungo sometldo durante 28 dlas a estrés salino

(Imamul y Larher, 1983)’ y al_parecer este efecto de la salinidad

sobre 1la captaC16n:de dlChO ion, su transporte y fijacién a la

membrana, se da:en un gran nimero de vegetales (Rengel, 1992), y para
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algunos  -autores . ésta. es uléf”éadéa}'prihéipai”fdé;Iinhlbiéiéﬁ‘,deiy

nutritiva (Fé;7;i8,; Jukh ntras que en la pa‘t aerea (tallo y
hoja) se davﬁnévdiémin‘ulén en su concentrac1on (Fe—lo 89 vy 8. 85,
respectlvamente) k

El 1ncremento del Mg;; a nivel. radicular y la disminucién
encontrada en véstago, bajo estrés salino, posiblemente se deban a
que este‘catién estd siendo utilizado en algiin proceso de adaptacién

en la raiz. En el laboratorio en donde se realizd este trabajo (datos

no publicados), asi como en otra  investigacién (Kasamo y Nouchi,
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1987) se ‘ha’ v1sto que el’ Mg++ activa: 1a"ATPasa as membrana plasmatn.ca

vegetales (Epst

: seco, Y que un ‘aum

lon en la vacuola, mente.en: forrna de sales, ‘al’ actuar

como "contralones" de lo ‘an:.ones organ:.cos e. J.norgam.cos contenidos

en este organelo‘.‘.Los _n1veles~de Mg"'+ encontrados agui, para el

vésﬁago, siempre e‘sﬁu\‘r“:‘;eféh:ﬁbr‘ encima del valor mencionado (Figura
6). Por otro lado, sev ha demostrado que solo una relativamente
pequefia proporcién, del total de Mg** existente en los vegetales, es
utilizado para las miltiples funciones que este catidn realiza en el

cloroplasto y citoplasma (Kirkby y Mengel, 1976, citado en Horst,
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1990), por 1o que podemos suponer que‘ la dlsm:mucmn"‘

adapt:ac1on que estos pueden estar desarrollando y soportando con ello': i
un mejor crec:Lm:.ento.

ELl. aumento dréstico en la concentracn.on de Na* en r{:odbs‘"losf

organos, como ya se menc:.ono, podrla contrlbulr a2 una dlsm:.nuc:.on en

ion no es



1 XILEMA
CELULA 2FLOEMA
FOLIAR
3CELULA DE
TRANSFERENCIA
4CELULA DE
PARENQUIMA
TALLO B5VACUOLA
6CITOSOL
7 TRANSPORTADOR
IONICO
7
. » +
CELULA L4 Na
RADICULAR- - g
Na

FIGURA 7.- Flujo y distribucidén de los iones cuantificados en
plantulas de frijol mungo sometido a un estrés con
NacCl.
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tolerado, gené?élmente,?a3hiVél;de17diﬁp$olv(El¢wérs.ét a1ﬁ,‘i97?);

almacenamien

orgénicos

probable 'qu

adecuado determina

ha propuesto tienen esta.funci
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IV 4 NIVELES_DE PROLINA.

Como ‘se ‘menciond en la 1ntroducc1on, dlversos autores proponen :

como -‘solutos

comunlcac:.on personal )

En cuanto a 1os resultado

los tres tiempos_'estu_dlados,

dio un incremento, - entx nla .concentracién de

. prolina conforme se-aument ién -de NaCl en el medio

nutritivoe. La cantidad del e siempre mds alta en el

védstago que en la raiz; ‘per a'p Ae:e‘s‘t'o_‘, dicho aumento parece




ser insignificante"si lo comparamos:con los-incrementos que:se.dan en-

adapta01on, con.un

confllctlvo ‘alinoiexistir pruebasique nos}permltan dec1d1rnos por

fqnafu;opralpos1b111dad
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IV.5 PATRONES PROTEICOS.

Varias son las investigaciones que sefialan que la adabtaciéh;de
los vegetales hacia el estrés salino podria involucrar la sintesis
"de novo" o la sobrexpresidén de algunas proteinas. La suposicién en
que se basan estos estudios es que la habilidad de las plantas para
crecer y sobrevivir bajo un estrés salinb, se debe a alteraciones en
la expresidén génica, las que se exhiben como gambios en los productos

génicos (RNAm y proteinas). De:éstaS'moiéculas, posiblemente la que

ha recibido m&s atencién:es. la “denominada osmotina, que fue

descubierta en células de taﬁ%cqf(Nidbfiana tabacum L. var. Wisconsin
38) adaptadas a un estrés 6sm6£i¢p (Singh et al., 1985 y 1987). Otras
proteinas, antigénicamenté andlogas a la osmotina de tabaco, han sido
también detectadas en varias especies vegetales (Singh et al., 1987
y Casas et al., 1992). El1 nombre de osmotina es ‘meramentev
descriptivo, ya que, a pesar de que esta proteina se ha estudiadé
extengamente (Singh et al., 1987a y Singh et al., 1989), a la fedha_
no se ha establecido su verdadera funcidn.

Considerando que la resistencia del frijol mungo ante el estrés
salino podria involucrar cambios en la expresidén o en la sintesis "de
novo" de algunas proteinas, se procedidé a obtener los perfiles
protéicos de la raiz, tallo y hoja de plantas creciendo con y sin
NaCl en el medio. La figura 9 muestra los patrones de raiz 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
concentr;cién de 3 proteinas catédicas, en la raiz el.estrés 1llevd,

aparentemente, a que Se sintetizara una proteina que no existia en
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SNS SN

FIGURA 9.- Patrones protdicos de raiz (A) y hoja (B) de plantas
crecidas en solucién nutritiva (SN) y =solucidén
nutritiva con NaCl 100 mM (SNS) durante 7 dias. Las
flechas indican las diferencias mds notorias entre
ambos tratamientos. 1= 50 ug de proteina, 2= 100 ug.
El gel fue teifiido con azul de coomassie.
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las plantas control

A partlr 'de . estos resultados ge de01dlo segu:.r trabajando .

ivel’ rédicﬁlar, ¥ que

ondiciones 'estresantes

ceriel momento del estrés

‘de "raiz. Para ello se

_i'ti"&é_ldas durante 1, 3,
NaCl:(100°mM) . E1 gel obtenido

roteina’en cuestién se hace més

_vtjnli'és,'_"nd existiendo una diferencis
"-’énibéfgo, de manera distinta a lo
‘.fibf-'!“_ 1a proteina aqui si se presenta,
aunque en menor ad ,‘enA la'v raiz de. las plantas cultivadas

lnicamente en- la soluc:Lon nutr:LtJ.va (ver densitogramas de figura 11).
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la; diferencia

con azul,de‘ccomassievpara hacer méds'"cuantitativa®,

encontrada en 1aﬁflgura 10. E1 gel, obte eStépéxbériménto\es el

de la flgura 12, carrlles 1 yos densxtogramas se presentan en

la figura 13A'y 13B, respectlvamente ~En esta dltima figura puede

observarse el increﬁento-en 1: "telna {(pico 10) en condiciones de
salinidad. SR

En el mismo gel (Figura‘lz) se separaron proteinas de peso
molecular conocido (esténdares), para determinar el peso de la
molécula que se sobreexpreso durante el estrés salino. El resultado

de este andlisis arrojé un valor de 39,400 Daltons (39.4 kD), razén

por la cual se decidié denominar a la proteina “P4AO".
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N

FIGURA 10.- Patrones protéicos de raiz de plantas cultivadas en

solucidn nutritiva (SN) y solucidn nutritiva con NaCl
{SNS) durante 1, 3, 5 y 7 dias. La flecha indica la
diferencia méds notoria entre ambos tratamientos. El
gel fue tefiido con plata amoniacal.
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FIGURA 11.~ Densitogramas de los patrones protéicos de raiz de
plantas cultivadas en solucién nutritiva (a) vy
solucién nutritiva con NaCl 100 mM (B) durante 5 dias
(gel de la figura 10). La flecha horizontal sefiala la
direccidn de la corrida y la vertical la diferencia
més notable.
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lEl_carriifz deila}figﬁré_12fcé;rgspdndé éﬁbf§€§iné“ éé'f;iz de

.sehizo - para

al., 1991),

con una

,esuitados de este

densitograma "C" de- 1a 13

este tratamiento exlstlo un n‘remento en P40,vpo fue comparable al

obtenido con NaCl 100 M

En un trabajo reczente (Larosa et al., 1992), se ha confirmado
el hecho de que las plantas, como las células en cultivo, acumulan la

proteina osmotina y su RNAm cuando se les éxpone al NaCl. Sin embargo,
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21.5

1 2 3 4 b5 P

FIGURA 12.- Patrones protéicos de raiz de pliantulas cultivadas
durante 5 dias en solucidn nutritiva (1), solucidn
nutritiva con Nacl 100 mM (3), y con ARB 10 uM (4 ¥y
5). El carril 2 corresponde a plantas mantenidas
desde la germinacién, durante 8 dias, en medio salino
(100 mM de NaCl). P= Estdndares de peso molecular. El
gel fue tefiido con azul de coomassie.
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FIGURA 13.- Densitogramas de los carriles 1 (A), 3 (B) vy 4 (C) del
gel de la figura .12. La flecha horizontal sefiala la
direccién de la corrida y la vertical a P40.
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cuando los tejidos veget‘ales ‘son 'tratédoé' cdn,AAB: se acumula dJ.cho

RNAm, pero la protelna no aparece‘ o) al’ enos no.es detectada con los

Considerando lo ant :Lor : y el antecedente en donde se sefiala

que en el frijol mungo‘ una alta concentracién de Ca** en el
exterior de la raiz atenua los efectos adversos provocados por la
sal, restableciendo los ,niveles intracelulares del K* y con ello un

adecuado crecimiento vegetal (Nakamura et al., 1990), se decidid
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realizar un' experimento ’en: ‘dondela ‘coricentracién‘de: Ca** se -

elevaba de
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FIGURA 1l4.- Patrones protéicos de raiz de plantas cultivadas du-
’ rante 5 dias en solucién nutritiva . (A),:: solucidn.
nutritiva + NaCl 100 mM (B) y golucidn:nutritiva +

Nacl 100 mM + CaCl, 10 mM (C). La flecha sefiala’a:P40. "
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IV.6 SEMIPURIFICACION Y CARACTERIZAC'ION PARCIAL -DE P40

El prec:.pltado obtenido con 85" de sulfato d

desnatuializante (SDS y mercaptoetanol)
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FIGURA 15. - A,.patrones de proteinas de raiz de frijol,

cultivado
durante 5. dias bajo-un estrés sgalino (carriles la

+7), iy- en. solucién Hoagland (carriles '8 y 9},
obtenidas :por precipitacién con sulfato de amonio.
35% (1), 50% (2 y 3),:65% (4 y 5) y 85% de sulfato.de
- amonio--(6-a-9). B, estdndares de pesc molecular (I)
y.:la misma proteina de los carriles 6 y 7 del gel A

(II vy III).
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FIGURA 15.- {continda)
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ABS. A 280 nm

2.5

~“~PROTEINA
- AZUL DEXTRAN 2000

FRACCION

No. D

FIGURA 16.- Proteinas y azul dextrén 2000 eluidos de la columna

de Sephadex g-200. Cada fraccién consistia de

aproximadamente 2 ml.
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transportador Na*/H'' 'de ‘tonoplasto rb: 1988),

proponiendo estos autores que dicho ahm nt a intesis de

ultado ‘similar ha
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sido repbrtadoyi'p"atrébetabel (Beta '\.rqiga’ris)“env'donde la -'expp’siéién"de

asintesis de un
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FIGURA

17.-

(), Patrones protéicos de los picos I y II eluidos
de la columna de sephadex (ver figura anterior); gel
tefiido con plata amoniacal. Estas proteinas fueron
también corridas en un gel "nativo" (sin SDS) (B). La
flecha a la izquierda sefiala a P40, mientras que las
otras la posicién de los estdndares utilizados.
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IV.7° AISLAMIENTO DE.VACUOLAS..

ue:se’podrian' mencionar:icambios en la‘composicién.’

Z‘Par§VCUmpli

organeiés‘aé4raiz\devplénpulas con’ iasﬁd_cdésafrollo, esto debido

a que las demds determinacione e hicieron en organismos con estas
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caracteristicas: Sin' embargo, ‘al’ principiode la’técnica utilizada

fkosfatyqs_.

(Boudet et~ al

aislamiento de'e

con ayuda

métodos) *
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Las vacuolas obtenldas asi. ret‘enian'algunds constituyentes




Es necesario hacer modificaciones a.esta técnicade 'aislamiento

ciones. No.obstant

un'‘buen principio’p btener - estos

de. las -cuales .tiene - poco

conocimiento.,
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FIGURA 18.-

. R s

A, protoplastos obtenidos en la interfase manitol/
manitol-sacarosa (X 400), B (X 1000); C, vacuolas
emergiendo durante el shock osmético 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=protoplasto C=Constituyentes citosdlicos.
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FIGURA 18.- (continia)
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FIGURA 18.- (continda)
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V-CONC LUSIONES

-radiata) puede germlnar en: una.
mxent;:;as~

‘resiste

para llevar a cabo este proc

-El incremento- de:Mg*
salinizadas, probableniefite S| proceso de excrecidn’

del Na* o con la comparta 'ént;fa;l 23
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.—El amlnoac1do prollna se 1ncrementa ‘en: todos los organos de las.f

plantas cultlvadas en sallnldad Sln embargo, estos aumentos no. son"

adic;_ -1 _ cit itenie prev1ene
el 1ncre ent nlc mente el

NaCl

menos 9" su

precipitaciénicohdgulf .,; ¢ amonlo (855 de saturac1on) 1d¢$pués de

a:obtenlda con '50%..de sulfa y. antes de

haber‘descartédbﬁié'pas

dializar, fraccionandc flnalmente en una“columna&de¥$ephaéex G-200.

-La metodologiavﬁéilizada para el,aisiéﬁieééo de vacuolas de
raiz de frijol mungo (raices tipitas),:'pefmige obtener estos
organelos en forma éparentemente pﬁra; sin’ embargo, el rendimiento
obtenido es bajo, por lo dque éS» necesarlo h&der algunas

modificaciones a la técnica.
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