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RESUMEN

En este trabajo se presenta wun estudio scbre 1la
influencia del contenido relativo de agua {CRA) sobre los
niveles de glicina betalina y prolina.

Los dos modelos de trabaic que se utilizaron son:
explantes de hoja vy planta completa de 6 semanacs de
edad de Anaranthus hypochondriacue L, La perdida de agua se
provocsd, para los explantes mediante el uso de una solucidén de
polietilén glicol (PM S000) al 17.8% (PEG potencial hidrico de
=1.0 MPa) y para la planta completa mediante la suspensidén de
riego durante siete dias.

Paralelamente se examind el efecto de salinidad
sobre los dos sistemas (explantes y planta completal)s para
aello se trabajd comn dos concentraciones distintas de cloruro
de sodio 150 mM para explantes v 300, mM para la elanta
completa. Se analizd ademis el efecto que pudiera tener el
Ca++sobre la pérdida de agua v sobre el astrés salino.

Se midieron 1los niveles de glicina betaina v
prolina durante la pérdida de agua vy £1 estrés salino.

Se encontré que el explante v la planta completa
presaentan wvelocidades de pérdida de agua distintas pero
responden acumulando glicina betaina dentro de wun mismo
intervalo (70-60%) de Contenido Relativo de Agua (CRA).

Paor otra parte, la prolina no se acumula en
explantes sometidos a déficit de agua. La planta completa
acumula 900% con respecto al control a un contenide relativo
de agua muy bajo (55-35%).

En el estrés por salinidad los dos sistemas

utilizado=zs, planta completa vy explante, respondern acumulando



glicina betalna (250X vy 300X con respecto al control.
respectivamente) No se epcontrd una relacidn directa de
acumulacidn con respecto al Contenido Relative de Agua.

Por otra rarte, la prolina solo se acumula en  la
prlanta completa (730% con respecto al contraol).

El calcio parece tener ern ambos tratamientos
(pérdida de agua v zalinidad) umr efacto protector,
permitidndole al sistema de explantes responder a Contenidos
Relativos de Agua mis elevados, con respecto a los
tratamientos sin calcio.

Se concluye que las hojas de amaranto son capaces
de sintetizar glicina betaina. La acumulacidén de &ésta se da
independientemente de la velocidad da pérdida de agua. E1
contenido relativo de agua es un  parametro adecuado para
corgcer el status hidrico de un tejido. La acumulacidén de
prolina sélo puede ser estudiada en planta completa va Que no
Se acumula en explantes. La glicina betaina =se acumula en
respuesta a salinidad: no existe relacién entre dicha
acumulacidn v el contenido relativo de agua. E1 calcieo tiene
un efecto protector contra la pérdida de agua en =1 sistema de

explantes. La luz estimula la acumulacidén de glicina betatina.



Summary

Influernce of relative water content {RWC)Y onn alycine
betaine and proline levels,

It has been used two systems for this work: detached
leaves and whole plants of 6 wWeaks of edae of Anaranthus
hypochondriacus L.. Water lost to detached leaves has been
rerformed using palvethvlen glvcol 6000 17.8% equivalent to
—1.0 MPa water potential. Water lost to whole plants has been
provoked by water withholding by 7 davs.

Salinity effect on both systaems has been studied: two
concentrations of NaCl was used: 150 mM to detached leaves and
300 mM to whole plants. Calcium influence on the water 1lost
and salinity stress was analyzed.

Glvcire betaine and prolinae levels durina water lost and
salinity stress was measured.

Petached leaves and whole plants showed different water
lost velocities. Biochemical response measured as glycine
betaine accumulation is presented in the same range of
relative water content (RWC 70-60%).

However ., detached leaves under water deficit were unable
to accumulate proline. Whole plants accumulated proline 900X
with regard to control to low RWC (55X-35X).

Under salinity stress, both systems used, whole plants
and detached leaves accumulated glycine betaine (250% y 300
with regard to control respectively). It has not been found
carrelation of accumulation of 9lycine betaine and RWC in this
stress tvpe. On the other hand, preoline only was accumdlated

in whole plants (750X with regard to control).



Under water los=t and salinity ztress calcium seems a
protective effect. Calcium permit to svystem of detached leaves
to respord i RWC greater with regard to without calcium
treatments.

It has been concluded that amaranto leaves are able +to
synthesize glycine betaine. This accumulation is water lost
velocity independent. RWC iz a aood a good parameter Lo know
the tissue hydric status. Proline accumulation under salinity
stress; it has nrot relation between glvycine betaine
accumulation and RWC. Calcium has a protective effect against
water lost in detached leaves systen. Glycine betaine

accumulation is syimulated by light.



I.- INTRODUCCION

La disponibilidad del agqua es usualmente la
limitante mas importante del crecimiento vy supervivencia de
unz planta. En ocasiones una planta morirad o detendrd su
crecimiento debido a un déficit en la cantidad de agua
disponible para ella, ya sea por falta de riego o por grandes
cantidades de sales disueltas en el sueloc (principalmente
Natl).

A lo largo del desarrcllo evolutivo las plantas han
desarrollado una gran cantidad de estrategias adaptativas para
sobraevivir 2n escasez de agua, ésto Ha traldo como
consecuencia 4que muchas especies vegetalas regulen =u
metabolismo v fisiologia de diversas maneras en funcidn de la
cantidad de agua disponible.

Se ha propuesto que las plantas al perder  agua,
sufren un cambic &n su potencial hidrico (&ste se hace mas
negativo) v como consecushncia a dicho cambio disraran una
s=tie de mecanismos que le éermiten evitar la pérdida de mas
agua. Algunos de 2zos mecanismos que Se hant propuasto son: ia
toma de iones tales como Na“, K ' v NUB_ vy la sintesis y 1la
acumulacidn en los tejidos de la planta de scolutos orgianicos
entre ellos 4glicina betaina, prolina, azdacares, malato,
citrato v oxalato. Con estas estrategias la célula wvegetal
aumenta su potencial ocsmdtico (lo hace mas negativo) con la
que impide mayor pérdida de agua. Pe esta manera le es posible
a la célula mantenar la turgencia v sobrevivir (Greenway,

v Murmns 1980: Hanson v Hits, 1932; Wyn Jones y Gorham, 19833 .



Por otro lado, se empieza a pensar que los cambios
.en elvolumen celular pusden asnerar sefales celulares mAas
ecpecificas de la pérdida de agua due los cambios
fisicoquimicos de rpotencial de agua (Kaiser, 19823
Berkowitz y Gibbs, 19838). La medicidédn de los cambics en el
volumen celular puede ser hecha a través de un método
indirecto conocido como Contenido Relativo de Agua
(CRA) {(Sinclair v Ludlow 1935).

Se considerd importante estudiar la acumulacidén de
glicina betaina vy prolina en relacidén a cambios en el
contenido relativo de agua provocadozs por pérdida de agua en
hojas de amarantoc, va que la glicina betéina vy la prolina se
han descrito como osmolitos citoplasmaticos que se acumulan
por accidn del déficit de agua tanto e bacterias como en
rlantas.

Se escogid =1 amaranto come modelo de estudio
debido a que es una planta mesofitica, C-4 que tiene urn uso

muy eficiente de agua.

El amaranto pertenece a la familia de las
amarantiaceass; es una planta con metabolismo -4, no
resistente a sequia, rFrero que tiena las ectrategias

metabdlicas, anatdmicas vy fisioldgicas de una planta C-4 para
hacer un uso mas eficiente de agua. El1 amaranto probablemente
sufre cambics en su metabolismo al ser sometido a déficit de
agua, algunos cambios podrian ser a nivel del metabolismo

nitrogendo. En la actualidad e1 amaranto esta recibiendo gran
interdés debido a su gran valor hutritive v a que tiene una

alta eficiencia en 2]l uso de agua.



. II.- ANTECEDENTES

II;i.— Aguia .

| La distribucidén de la vegetacidn v &1 tipo o
especie de ©ésta sobre la superficie de la tierra esta
controlada mas por laa disponibilidad del agua que pGor
cualquier otro factor. Debido a esto, 1la relacidén entre la
planta v el gua ha =ido de gran interds para muchos
cienti ficos durante generaciones. El agua constituye el 20-90X%
dael peso freasco de una planta. Una dismirwcidn en el contenido
de agua de la planta casi siempre causa una disminucidén en la
actividad fisioldgica. A lo largo del desarrollo evolutivo han
surgido una gran cantidad de estrategims adaptativas pPara

sobrevivir en escasez de zgua. (Kramer, 1969).

Ir.1.1. valor termodinamico del agua.

La importancia del agua en los organismos
vivos resulta de sus propiedades fisicoquimicas dnicas.
Como =son, entre otras =su alto calor especifico (4.2 J g_’);
2l calor de vaporizacidn que ez el mas alto conocido hasta
hoy (2441 J g * a 100°C);v el calor de fusién (333.6 J g M
el cual ez también inusualmente alto. Ahora bien, =1 alto
calor especlifico del agua tiende a estabilizar las
temperaturas de los organismos vivos vy su medio ambiente dque
lo rodea. El alto calor de vaporizacidn del agua hace que la
evaporacidn de ésta tenga un efecto pronunciado de
enfriamiento Vv la condensacidn tiene un efegﬁo de
calentamiento (Kramer, 1969).

El agua al ser transparente a la radiacidn visible

3



Permite 8 la luz penetrar a través de =lla v hace posible que
las algas 1lleven a caba fotosintesis vy crecimiento &
profundidades considerables en medios acuosos. Ademas posee
alta fuerza cohesiva interna entre las moléculas que l1le dan
una fuerza de tensidn vy una viscosidad més alta que la de
muchos otros liquides. Esto permitse la fuerza de tansién
requerida por la te=oria de cohesidnh para aue la circulacidén de
el agua se cumpla.

Por otra parte, 2l agua al ser unma meolécula
dipolar tiene wuna alta constante dieléctrica ia cual
contribuye a su comportamiento como wn =olvente polar casi
perfecto.

Todas estas caracteristicas son de aran

importancia en las relaciohes agua-planta (Kramer, 1969).

II.1.2. Potencial de agua vy sus componentes.

Cuando el agua fluye de abajo hacia arriba
puede producir trabajcoc. El agua en la base ha perdido parte de
sU capacidad para hacer trabajo v tiene un contenido de
enargia libre menor que cuando esta en la parte de arviba.
Asi, se tiene un flujo de agua cuva fuerza conductora es la
diferencia en energla libre entre la parte de arriba v la de
abajo.

De manera similar, el movimiento de agua en
el sistema suelo-planta-atmésfera ez debido a las diferencias
en el contenido de energla (capacidad para hacer trabajo) del
agua en las diferentes partes del sistema. Por tanto, se puede
decir que el agua fluye del su=lo hacia la atmésfera a traves
de la planta en respuestz & un gradiente de energla.

4



Entre los fisidlogos de plantas, == comndn
axpresar el contenido de energila libre del agua en forma de
potencial de agua (. El1 cual se define como la ermergala libre
ror unidad de volumen de agua, asumiendo que el potencial del
agua pura =s cergo bajo condicionaes estandar. En vista de que
lza energia por unidad de volumen tiene las mismas dimensiones
que la presidn, el poktencial de agua es expresado en unidades
de presién yva sea 1 bar o 21 Mega Pascal (MPa).

Ern el sistema suelo-planta-atmésfera, los
potenciales de agua son usualmente hegativoz vy el agua Tluve a
través de regiones con valores mas negativos, esto es, la
atmésfFera tiene un potencial de agua mas hnegative Gue lé
planta v ésta & su vez tiene un potencial de agua macs
negativo que el del =uelo. En el tejido vegetal, el potencial
de agua puede alcanzar el edquilibrio por la apariciéon de una
presidén hidrostatica (presidn de turgencia) y por lo tanto se
Puede expresar por la ecuacidén

I = m% + 4}
donde 1& representa el potencial ozmdotico v ﬂ; representa =1

Potencial de presidn o de turgencia (Fitter y Hay., 1981)

I1T1.1.3. Relaciones de agua en las células vegstales.

En una célula vegetal el medio externo es el
agua en la paned celular v en los espacios intercelulares
(apoplasto) el cual estad sujeto a la presidén atmésferica. La
mayor parte del agua celular estd contenida en la vacuola. La
maembrana celular vy el tonoplasto (membrana vacuolar) puaden
considerarse un complejo semipermeable. El1 potencial hidrico
del citorplasma es mas hegativo que el del apoplasto por 1o

5



tanto el agua tiende a fluir hacia el citorplasma. el potencial
hidrico de la vacuola = mas hegativo que el del citoplasma
Pror lo que el agua fluye hacia la vacuola, aumentando el
potencial de agua de ésta v asi incrementa el wvolumerns de 1a
vacuola. En una ceélula éspe flujo de agua padria continuar
hasta que la diferencia en potencial de agua entre
aroplasto, citoplasma y vacuola llegue al equilibrio.

£n una hoja, =21 volumen celular esta limitado
por la pared celular vy =6l un pequefio influio de agua puede
ser acomodado por la elasticidad de las paredes c=lulares.
Consecuentemente la presidn de turaencia desarrollada en 1la
vacuola, presiona el citoplasma contra la superficie interna
de la pared celular aumentando el potencial de agua wvacuolar.
Al aumentar la presidn de turgencia las células s=  presionan
una contra otra con el resultado que las hojas originalmente
flaccidas, incrementan su turgencia. En el equilibrio 1la
presidn de turgencia alcanza su valor maximoe v va no hay
tendencia para que mas agua fluya del apoplasto a la vacuolsz.

E=s comarm asumir 4que <1 &gua citoplasmatica
esta en equilibrio termodinamico con =1 agua vacuclar.
Consecuentemente, bajo muchas <condiciones, el potencial de
agua en el citorlasma sersd identico al de la vacuola, pudiendo
simplemente decir que

‘pco!. = wci.!.: ';'vac

el potencial de agua celular es igual al potencial de agua
citoplasmico v este a su vez es igual al potencial de agua de

la vacucla (Fitter y Hay, 19€1).
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IT.1.4. Volumen celular v su telacidn cotv los potenciales
hidricos.
El volumen celular estaA iwntimamente ligado &
los cambios en el potencial de agua celular, va gue al tomar
agua la célula aumenta su  volumen hazsta donde su  médule

elastico se lo permite. Por el contrario, al perder agua el
voelumen celular disminuve dandose un aumerito an el Ppotencial

osmédtico {(se hace mas negativo) como se muestra en el diagrama
de H&fler (fig 1).

Recientemente se ha propussto que cambios en
el volumen celular podrian estar involucrados en cambios
metabdlicos tanto en «células animales (Cala, Finn, 1935
Mills, 1987) comc en celulas vegetales (Kaiser, 19381a, 1931b.,
1932; Robinson 19335; Berkowit=z. 1988,). En los experimentos de
Kaiser se ha estudiado 1a relacidn entre volumen celular,
volumen cloroplastico y fotosintesis, encontrandose Una
estrecha relacidn entre cambios en el volumen y actividad

Fotosintética.

II.1.5.Contenido Relativo de Agua.

En 1los dos parvrafozs anteriores =a han
dezscrito las relaciones hidricas celulares de céluylas
"tipicas", gin embargo existe considerable variacism en el

Protencial osmético vacuolar entre especies vegetales . También
la respuesta a la pérdipa de sagua en las células de algunas
especies puede ger diferente a la mostrada en 1 diagrama de
Hofler. Puesto que alguna especies resistentes a sequia evitan
la pérdida de turgencia (v por tanta no dejan de crecer) FOor

acumulacidn de soalutos dentro de la vacuola, haciendose mas

7
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negativo el potencial osmético.

Debide a é&sto y a las dificultades
metodoldaicas que representan las mediciones de potenciales
bidricos, algunos autores (Sinclair y Ludlow, 1985) prefieren
indicar la pérdida de agua en el tejido pPor la fraccidn de
agua perdida, parametro conocido como Contenido relative de
aéua (CRA) ma&s que por la depresidn en 21 potencial de agua.
El CRA ha mostrado ser wna medida mas adecuada que los
potenciales hidricos, para correlacionar la actividad
metabdlica con la pérdida de agua. Se considera posible
utilizayr 1 CRA como un indicador del veolumen celular (Ritcher
1978,‘ver fig 1). Ademas, e dice que 1 CRA puede indicarnos
los cambioszs en el volumen celular por las siguientes razones:
1) la densidad <del agua no sufre grandes cambios al
incrementar la temperatura del ambiente durante los
tratamientos de pérdida de agua por 1o que es posible
considerarla de 1 ga/ml v 2) se puede suponer qQue al secar un
tejido dnicamente se pierde agua, por lo que su pesc permite
calcular la variacidénm de volumen, con base en la densidad del
agua. Finalmente eas necesario aclarar que no se esta
considerando al CRA como 1 volumen total real de las células

sino como un estimador del mismo.

II.Z2. Amaranto

El amaranto es una planta con metabolismc C-4,
mesofitica, nho es resistente a la sequia peroc muestra un uso
de agua muy eficiente (300 g de agua transpirada / g de
materia seca producida), mientras que el trigo y la cebada,

que sSon plantas C-3, tienen un mavor consumoc de agua por gramo
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de materia seca producida (540 v S20 respectivamentea)
(Larcher, 1975, citado por Fitter y Hay, 1983).

Dado <que el amaranto noc es resistente a
la sequia, no pPresenta caracteristicas mor foldgicas o
fisioldgicas semejantes las que se han descrito en plantas
resistentes a sequia. El amaranto no cuenta con un sSistema
radicular excepcicralmente grande, ho tiene tallos suculentos,
o cuenta con hojas pequelias, i suberizadas, no tiene estomas
sumnergides v rio tiene wvellosidades.

Una caracteristica que s de 1llamar la
atencidédn en el amaranto, 2s su  rarpida toma de agua para
restablecaer la turgencia de sus hojas, ésta se lleva a cabo en
aproximadamente 20 minutos. Esta caracteristica ha sido uno de
los motivos para llevar a cabo estos estudios sobre 1a
influencia que pudiera tener la pérdida de agua sobre =1
metabolismo celular. Otra razdn importante, es el hecho de que
el amarantoc es una dicotiledon2a mesofltica, no resisztente =a
sequia. Es posible esperar cambios vy reajustes celulares para
adaptarse a la pérdida de agua.

No existen estudios bicquimicos sobre
respuesta del amaranto a pérdida de agua, la granm mavoria de
los estudios, son sobre aspectos nutricionales por su alta
calidad proteica vy agrondmicos para determinar si es
resistente a sequia vy para evitar la 9ran variabilidad
gendtica que se presenta en esta familia. En estudios
realizados en este laboratorio, Del Rfo Portilla (19883)
encontrd que €l amaranto presenta un punto de marchitex
permanente de 37X de CRA; vy el punto de dafio celular en 42% de

+ CRA.
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II.3. Salinidad.

El crecimiento vy supervivencia de las plantas
en alta salinidad derenden de <u adaptacidén a bajos
potenciales de agua vy a altas corncentraciones de Na "’ vy Cl .
El efecto adverso de bajo potencial de agua externo puede ser
remediado por toma de electrolitos yva sea en la vacuola o en
el citoplasma pero esta toma crea dalBo por excasc de iches.
Par tanto las posibles adaptacione=zs varian aentre la exclusisn
de Na+ y Cl o bien la rApida toma de esos iones para usarlos
Coma ;os.solutos idnicos principales en las células (Greenway
v Munns, 1980).

. Se comnoce poco acerca de los mecahismos gue
afectan el crecimiento y la supervivencia c¢elular en plantas
sometidas a estrés salinoc, va que no se ha podido distinguir
entre el dafo causade por la disminucidén en 21 potencial de
agua v el de exceso de iones. Greenway ¥y Munns (19380) sugieren
que en plantas no haldfitas las hojas expandidas son afectadas
por 2l exceszo de iones y que las hojas en expansidén  son
afectadas ror =1 déficit de agua. En estas ddltimas, no se
conoce cémo es que los iones ejercen su éfecto adverso, se ha
sugerido gque podria afectar 1la perﬁeabilidad de la membrana o
la estabilidad de las actividades enzimaticas.

Se ha propuesto que los mecanismos primarios
que proporcionan  resistencia a salinidad a las células
incluyen: enzimas estables en alta salinidad, exclusidn de
ionmes vy compartamentalizacidn de iohes (Daines v Gould, 19853
Ahmad et =l., 1987). En las dos «<ltimas posibilidades, un

requerimiento secundario es corregir =21 desbalance osmético
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causado por la redistribucitn de lps‘iones .a través de las
- membranas.

Una manera de evitar el dafe celular v
mantener el crecimiento en este tipe de estrés, es 1la
acumulacidn de solutos organicos en el citoplasma para Qque
estos contribuvan al balance osmdtico, cuando los electrolitos
estan en menor concentracidn en el citoplasma que en  la
vacuola y para proteger a las enzimas de las altas
concentraciones de electrolitos en el citoplasma. Los solutos
que se incrementan a alta salinidad en muchas especies
incluven glicina betaina (Storey vy Wyn Jonhes, 1975; Grieve ¥y
Maas, 1984), prolina (Lonhe &t al., 1987) vy sacarosa (Perry et
al., 1987).

La evidencia disponible en haldfitas
Principalments, sugiere gue la glicina betaina puede tenar un
Ppapel en el mantenimiento del crecimiente mas que en l1a
supervivencia celular; la prolina en cambio parece terer un
Frapel relacionado con la supervivencia mas gque con el
mantenimiento de=l crecimiento (Greenway y Munns, 1930).

La interaccidén entre Na+ v Ca++ ha sido
extensivamente investigxda. Uno de los puntos estudiados ha
sido el del papeael del Ca++ en =1 transporte selectivo de
catioches, especialmente K+ ern celulas vegetales {Kent v
Lauchli, 19285, Ben-Hayyim , 1957).

Cramer v sus tColaboradores {1985, 1936) han
demostrado que uno de los problemas que se presentan 2 las
c®lulas sometidas a estrés salino, es que 1 Na+ desplaza al
Ca++ asociado a la membrana celular. Por otro lade. se sabe
que la relacien celular Na+/K+es de gran importancia

12



para 1 metabolismo. Comunmente se acepta que a altas
concentraciones de NaCl, se da una competencia entre Na+ v K+
que cohnduce a reducidos hiveles de K* intracelular. Los altos

niveles de K* intracelular han sido correlacionados con altos
niveles de tolsrancia a salinidad (Crougharny =t al.,; 1979,
Watad et al., 1983, Ben-Hayyim et al., 19385, 1987).

Ern varios sistema=s vazgetales se ha demostrado
que el aefecto diferencial de altas concentraciones de NaCl
esta parcialmente relacionade cormt bajas concentraciones de
cat?t » tales estudios apovan 1la idea de gue el efecto
protector del Ca++ se debe al mantenimiento de 1la integridad
de la membrana, que evita la salida de K+ (Kurth et al., 1936
Ben-Hayyim, 1987). No existe informacidn disponible sobre si

. . . + ++
existe interaccién entre K v Ca .

II.4. Solutos Compatible=s

En vatrias revisiornes se ha reconocido que en
células de baja vacuolacidn, los compuestos orgahicés vy el K+
hacernt 1a mayor contribucién &a la adaptacién hiperosmaticas
mientras que en células &ltamente vacuoladas el KC1 y/o el
NaCl son los osméticos mas importantes (a excepcidn de las
bacterias halofilicas) (Wyn Jones ¥ Gorhaml933) . Los
citosolutos organicos acumulados son  frecuentemente 1lamados
=olutos compatibles, el término fue introducido por Borowitzia
¥ Brown (1974) para describir sustancias no inhibitorias y con
funcidén metabdlica que se acumulan cuande la planta esta
sometida a bajos potenciales de agua. Un nimero de posibles
‘solutos compatibles han sido reconocido= en rlantas supericores
¥ muchos mas en organismos inferiores (Poljzkoff-Mayber et
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al., 1987).

Se ha producido =uficiente eaeviderncia para
demostrar en cada c&so que la scumulacisn de estos=s
osmoprotectores es de valor adaptativo mas gque un  reflejo de
dafo metabdlico. Por otro ladeo no =se ha encontrado una
relacidn entre 1a resistencia a saqula v potencial
acumulatorio de prolina aunque si s ha encontrado esta

relacidh en el caso de glicina betaina (Grumet y Hanson, 1986).

IT.4.1. Glicina betaina.

La glicina betaimna (N.N,N -trimetilglicina) es
un compuesto cuaternarioco de amornio el cual se acumula en las
hojas de un amplio rango de especies vegetales e repuesta a

estrés de agua y/o salino. Su formula es:

CH3
+
CJH:3 N—CHZ‘CDGH

CH3

Se ha reportado que la glicina betaina =se acumula
en haldfitas tales como Spartina, Suaeda maritima v Beta

maritima (Wyn Jones et.al. 1977, Briens et.al. 1982, Stumf
19285). No-halafitas tales come espinaca, cebada, tvrigo v sorgo
(Hanson v Scott. 1980: Hanson vy Hit=. 1982; Wyn Johe=s Vv
Storey, 19813 Grieve y Maas, 19843 McDonnell vy Wyn Jones,
1988). La mavoria de las especies estudiadas 4que acumulan
glicina betaina pertenecen vya sea a 1la familia de las
quenopodiaceas ¢ a la de las gramineas

Tambisrn se ha encontrado que las cianobacterias

halofiticas acumulan altas concentraciones de glicinma betaina
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cuande son crecidas bajo condiciones salinas (Reed et &l.,
1984, Moore et al., 1987). Al iguzl que las eubacterias
(Imhoff v Valera, 19354; Cairnaey et al., 1985:; Landfald v
Strom, 1938&)

[.aa via de sintesi=s de glicina betaina ha sido
estudida en dos tipos de plantas C-3 (Hitz et al., 19813
Coughlan v Wyn Jones, 1982) una en quenopodisceass v l1la  otra
en dgramineas ( fig 2). La P-colina gque es oxidada &
betainaldehido v posteriormente a glicina betaina, proviene de
serina fotarrespiratoria, en las quenopodiaceas (Coughlan v
Wyn Jones, 1982). En las gramineas proviene de la degradacién
de fosfolipidos (Hanson y Rhodes, 1983; McDormnhell y Wyn Jones.,
193838). La oxidacidéh de la P-colina se lleva & cabo en el
cloroplasto (Hanson vy Scott, 1980) vy e= influenciada por la
luz (Weigel et al., 1936), de ahi es exportada al citoplasma
donde se& acumuJla. Se ha encontrado una isoenzima de 1la
reaccidn de betainaldehido a glicina betaina en citoplasma
{(Weigel «t al., 1988) pero la mayor parte de la sintesis se da
en el cloroplasto.

Se ha propuesto que la acumulacidn de é&ste
compuesto en las especies vegetales en particular, es
importante en la respuesta &l estrés pPorque tiene s
sighificado adaptativo. Se ha propuesto gque este compuesto
actda como un osmotico no tdxico lecalizadoe prefaerencialmente
et 21 citoplasma v en el cloroplasto de las células vegetales
donde puede actuyar coma un protector de enzimas (Wyn Jones vy
Storey 1981: Robinson , 19353 Grumet y Hanhson, 1986), en la
comnpartamentalizacién de iones (Ahmad, et.al. 1987), en 1a

estabilizacidn de membranas (Jolivet, 19382) v ery la
15 2



. fa

T daed e pi—— e oo e td i E -

: Chlcroplnsrt

al,Via. Sotuble pIVia de Tipidos

B oxogiularate =1—ICA cycle
H r~f-glutamaote . -
- glulomar
s a Cytoplasm )
‘ /S Y20, ; ’
NADPH ———= Possible comparimenlation in the Gramineae
ATP: by ——-—- Equilibiatian and for ttansport
] A0 ’
RuBP POAI—]] P :
o COz “Phospho-.  Glycinebetaine chot i -
hydroxy- olin
! ADP| | pyruvore . s o i —— 1.2/06
: ” Betaine aldehyde - :
I 2 Phospghoglycotliote KATP ? - ADP PC ‘
2 Glycoilate photon —= AP A)DP cie jp, / ¢
. o5pho- it A\ Fhosphoryl coP
Peroxisome serine - Chaline [P} CE— cholpine AN :hoHneA PDME
"2 Glycoliole ©0;, Glycerate Se— 7] X rc
C . 1 .
2 Glygxylate-&(HCOOH) Dime hyle‘lhunnlumme Ethanolamine
. OH-pyr. 2 T2 . . PMME
2 Glytine [} \ AP, k
Serine - C. ”f’ B . -\ G
1 ] K {Methytethonslamine § - ADF, PEy,
Mitochondrion Py - . PA
03 cjoi G L AIP ﬁDP CIP PR, _ lZDG/ —F
. ) - Phosphoryl COP
.2Glycine W Serine-- Serine iEthanolarmine |P)— = e:nanolaming  élhanclamine
JHy —\__/ N :
-Glulomate — Glutamine «-- into pHosphetidy! senine e b
ATP ADP. P
. « Possible pathway s of placincbetaine biosynthesis and their selationship 1o photurespintion and lipid metabolism. - - - - - Equilibrium
and/or trangport; +—+—+ -+~ possible companimeniation in the Gramincae

4

Fig. 2.- Posibles rutas de biosintesis de glicina betainas.

Equilibrio

¥

compartamentalizacidn en las

¥ Wyn Jones (1982).

/o transporte;
gramineas,

posible
Coughlam



replicaci®n del DNA a nivel bacteriano (Maury, 1938).

IT.4.2. Prolina

Algunas esrecies vegetales y alguhas bacterias
aéumulan prolina libre como respuesta a wun deéeficit de agua o
cuando se encuentran en un medic salino (Paleg, 1981). Muchos
estudios se han llevado = caboc para conocer las causas
metabdlicas de la acumulacidn de prolina durante el estrés de
agua proponiéndose las siguientes: i) Su  posible papel como
osmalito compatible, regulando v reducisndoe la pérdidad de
agua celular. 2) Como protector de enzimas, va que la prolina
afecta la solubilidad de ciertas proteinas por interaccidn de
la prolina con los residuos hidrofébicos en la superficie de
la proteina (Paleg, 1984). 3) La pralina puede ser una fuente
de energia vy grupos aminoc rapidamente utilizables (Paleg,
1981).

Entre las especies vegetales mas estudiadas
que acumulan prelina libre e eancuentran: cebada, frijel,
mali=, trigo, sova, algoddn vy tabaca ( Singh et &81.,1973;

Mc Michael v Elmore, 1977:; Hanson et al., 19793 Dix v Pierce,
1981 Moftah v Michel, 1937: Ibarra et al. 1939).

En las planta=z superiores, la principal ruta
de =intesis de prolina se localiza en el cloroplasto vy sSu
precursor es el acido glutamico (fig 3). La prolina se
oxida a glutamico de nuevo mediante una serie de reacciones

semejantes a las que le dieron origen (fig 4).
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IIT.- HIPOTESIS

La pérdida de agua en una ¢c2lula provoca que
se ¢dé¢ un cambio e su volumen celular, en el potencial de
éolutos v en el potencial de turgencia. Por otro lado, se ha
reportadce que el contenide relativo de agua puede ser un
reflejo de los cambios de volumen celular. El1 cambic en el
volumen celular hace que se den cambicos en la pared v/o
membrana celular, los cuales pueden ser traducidos en seflales
de pérdida de aguas; esto traera como  resultado cambios
metabslicos y fisioldgicos. Entre los cambios metabdélicos se
aesperatria la acumulaciédn de solutos, entre ellos glicina
betaina v prolina. Y dado que en la mavaria de los estudios
realizados sobre cambios metabdélicos en respuesta a deficit de
agua se ha acunulado mucha informacidn en la cual se desconoce
la cantidad de agua presente en el tejido; es importante
caracterizar metodeologias de Facil aplicacidn v  que nos den
mayor informacidén acerca del status hidrico del tejido
sometido a d&ficit de agua.

Con base a lo anterior se proponae que los
cambios en el contenido relativo de agua provocados por la
pérdida de agua tienen influencia s=scobre las sefales que
directa o indirectamente inducen la acumulacidn de glicina

betaina v prolina.
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IV.-.0BJETIVO

Caracterizar un sistema que responda biocquimicamente al los
cambiocs en contenido relativo de agua provocados potr perdida
de agua. La respuesta bicquimica se estudia a través de 1a

acumulacidn de glicima betaina v prolina.

IV.1.- OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar si la glicina betaina se aencuentra presente an
las hojas de amaranto.

2.- Establecer si la planta es capaz de sintetizar glicina
betaina v prolina como consecuencia al déficit de agua.

3.—- Caracterizar si el sistema de explantes responde de 1la
misma manera qQue la planta completa.

4. - Determinar queé relacidén existe entre la acumulacidén de
glicina betaina v el contenido relativo de agua.

S.- Estudiar qué otros factores influyen en la sintesizs de

glicina betaina (Luz, oscuridad, NaCl v Ca++).
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V.- MATERIALES Y METODOS

V.1.- Material bioldgico.

Se utilizaron hojas de Amaranthus
hypochondriacus L. tipo mercado (INIFAP, Chapingo, Méxicos
donado por el 1Ing. Eduardo Espitial. Las plantas se crecieron
en tierra bajo condiciones de invermnadero con fotoperiodo de
12-14 horas, temperatura de 18°-30°C. Se utilizaron las hojas

totalmente expandidas de plantas de 6 a 8 semanas de adad.

V.2..- Tratamiento de pérdida de agua.
V.2.1.- Explantes.

Se utilizaron 2 metodologias para provocar el
déficit de agua de los explantes de hoja:

Hojas totalmente expandidas se colocaron en
ura camara de crecimiento a 25%¢ y con luz durante 8 horas v
se dejaron secar al aire, estcoe significa sin ninguna saolucidn
deshidratante.

Se tomaron hojas maduras vy turgentes v se
sumergid el pecifolo en solucidn de PEG 6000 para un potencial
de agua de -1.0 MPa. Un grupo de estas hojas se colocd en luz
v el otro en oscuridad. Se tomarorn de 8-9 hojas a 1,2,4,6,8 v

(=]

10 horas, se congeld (en congelador de -70° C) el tejido para

medir tanto el CRA como GB y proalina.

V.2.2.—- Planta completa.

Se formaron dos grupos de plantas: uwno se
mantuvo en oscuridad y el otro en lu=z, s dejaron de regar
durante 7 dias las de 1luz vy 12 dias las de oscuridad.
Diariamente se tomargn de 8-29 hojas para determinar el
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contenido relativo de sgua {CRA) v pPara ocuantificar glicina

betalina (GB) ¥y erolina.

V.3.- Medicién del contenido relativo de agua.

Se cortaron circulos de 8 mm de diametroc de
cada hoja, se pesaron para determinar el peso fresco (PF).,
inmediatamente después fusrorm colocados en la camara de
saturacidn. Esta se guardd en una bolsa de plastico negro  por
cuatros horas (tiempo establecido para el sistema por Del Rio
1988). Al finalizar este tiempo =se pesaron de Puavo para
conocer &l peso de turgencia maxima (Pt). Posteriormente, los
discos de hoja se colocaron en una estufa a 80°C con vaclo,
Ppor 24 hora= para obtener el peso seco constante (Ps). E1  CRA

ge calculd con la siguiente formula:s

cRA = L. =P . o0

Pt - Ps
(Slavik, 1974).

V.4.~ Determinaciédn de metabolitos.
V.4.1.- Medicién de glicina betaina.

El extracto se obtiene a partir de 1 gramo de
hojas, las cuales tse pulverizan en mortero, se pasan a un tubo
de vidrio v se le afiade S5 ml de agua desionizada. Se
homogeniza en politrdn (Ultra turrax, Janke-Kunkel Ika-Werk)
por 45 =Segs., ge filtra a través de & capas de gasa vy Se le
afiade TCA (concentracion final de 10X). Se centrifuga a 15000
rpm por 2Z0 min. Se toma el sobrenadante vy se extrae el TCA con
étar etilico (por tres veces). Cada muestra es neutralizada v

=] . .
Puesta a secar en una estufa con vacio v a 80 C (Precision,
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GCA company). Se resuspenden las muestras en 200 1 de agua
desionizada v 100 ul =e toman para cuantificacidén de aminas
cuaternarias v 100 Ll se pasan a travées de una columha de
Dowex-S0W (Siama, H+, 200-300 mesh). Se lava con agua Yy se
eluye con 4 ml de NH‘DH 4N, el eluido se pone a secar en la
estufa con vacio a 80°C. Se resuspende la muestra en 100 w1l de
agua. A cada muestra se le aflade reactivo de Dragendorff vy se
centrifuga a 7000 9. Con mucho cuidado se quita todo el
sobreradante v se resuspende el sedimento en 1 ml de KI 2.45
M, zse toman 10 ul v se llevan a 1 ml con KI 0.49 M. Se lee a

467 nm contra un blanco de KI 0.49 M (método de Stumpf, 1984).

Preparacidn del reactivo de Dragendorff:

Mezclar partes iguales de Bi(Noa)z 0.35 My KI Z,.45 M.
(Stumpf, 1984)

Activacidén de la resina Dowex-50 W.

Se prepara en batch, se lava c<¢oh alcohol ektilico al 96%
caliente, despuds se lava con abundante agua v se le agrega
HCl I N por 1 h (agitando con frecuencia), finalmente se lava
varias veces con agua desionizada hasta pH neutbro {manual de

Sigma) .

V.4.2.- Cuantificacidén de preolina.

Cada muestra se homogeniza en un mortero con
ac. sulfosalicilice al 3% en proporcidn 0.5g de tejido a 10 ml.
de Acido sulfosalicilico. El homogenado se filtra a traves de
un embudo Buchner con papel filtro Whatman #2 en un matra=
Kitasatc &l vaclo. Se pasan 2 ml del filtrado a uwun tubo de
ensayo (15Sx150). A cada tubo se 1le afiaden 2 ml de Acido

acético glacial v 2 ml de ninhidrina Acida. Se agitan las
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mezclas v se pohen a reaccichar 1 hora en baflc maria =
ebullicidén. La reaccidn se detiene en un bafo de hielo. Una
vez que adquieren la temperatura ambiente se extrae la muestra
con 4 ml de tolueno, agitando en vortex por 15-20 seg. Se
aspira el tolueno con pipeta Pasteur vy se lee a S20 nm

{método de Bates, 1973).

Preparacién de ninhidrina acida:

En oscuridad

Para S0 ml 1.25 g de ninhidrina
30 ml de Acido acético glacial
20 ml de acido fosfdérico 6ﬁ

Calentar ligeramente para disolver.

V.5.- Precurser radiactivo.
V.5..1.- i®Hl-Colina.

Se wtilizd clorure de ftmetil-?Hl -colina
(Amersham) en una cantidad de 0.37 MBg/por experimento. Se
tomd una alicuota de 10 ul de colina radiactiva, se colocéd en
un tubo de Eppendorff, donde se sumeragi el peciclec de una
haja, para que ésta absorviera la colina, durante 30 minutos.
Después se le afladieron S0 upl de agua. una vez tomados por la
hoja, ésta se colocd en una solucidn de PEG (¢ = -1.0 MPa)
v/o en una de NaCl 13530 mM, se deid por & horas en luz vy/o
oscuridad segun fuera el caso. Posteriomente se dividid en
tres partes: peciolo, parte distal vy parte proximal de la
hoja, se congelaron a -70°C. Las muestras se homogenizaron en
un tubo con una varilla de vidrio y arena. Al extracto 3se le
afiade TCA (10%Z concentracidn final) v se centrifuga & 15000
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repm pot 20 minutos. Se toma el sobrenadante v se neutraliza.
Se pasa el extracte a travées de una columna de Dowex-S0W
{(Sigma), la cual separa colina de glicina betaina, se lava con
agua v se eluye con 4 ml de NH‘GH 4N, se toma una alicuota de
100 ;1 del eluido a la cual se le afiaden 3 ml de 1liquide de
centelleo v =e determina la radiactividad.

El medic de incubacidn (soclucidén de PEG o de
NaCl) se procesd como =1 sobrenadante del extracto de hojas
pasandolo a través de una columna de Dowex-50W vy se siguidé la

misma metodologia que para los extractos de hoja.

V.6.- Salinidad.
V.6.1.- Planta completa.

Las plantas fueron regadas durante 7 dias con
NaCl 300 mM vy mantenidas en fotoperliodo normal. Cada dia se
tomaron de 8-9 hojas v =e les midié el CRA ¥y su contenido de

(GB) v prolina.

V.6.2.- Explantes.

Los Frecioclos de los explantes fueron
sumergidos en NaCl 150 mM v puestos en luz. Se tomaron de 8-9
hojas a 1,2,4,6 v 8§ horas. Se midid el CRA v se congels el

resto del tejido para cuantificar GB y prolina.

V.7.-Tratamiento con Calcio.

Para los tratamientos de pérdida de agua en
explantes se utilizsé CaCl2 3mM + PEG (¢ = -1.0 MPa). Para el
tratamienta con cloruro de sodio se wtilizd CaClz 3mM + Natcl

150 mM.
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VI.~ RESULTADOS
Todos los resultados presentados en este trabajo son la
media de cuando menos 3 repeticiones.
VI.1l.~ Presencia de glicina betaina er hojas de amaranto.
Las hojas totalmente expandidas de amaranto sin déeficit

de agua pose&n de 0-10 nmoles/gps de glicina betaina.

VI.2.- Capacidad del amaranto para sintetizar glicina betaina
en respuesta a déficit de agua.

Los explantes de amaranto sin deficit de agua
contienen cantidades muy peqefias. de GB . Los explantes
sometidos a pérdida de agua por secado al aire a 25°C v en lu=z
durante 8 horas, presentan una acumulacidn del 600X de GB (fig

S).

VI 3.- Determinacidén de la concentracidén Sptima de PEG.

Esta determinacidn se 1llevd a cabo aen
explantes de hoja.

Se probaron varias concentraciones de PEG para
obtener diferentes potenciales de agua (fig 6) se decidids
utilizar la concentracidén de PEG, a 17.8% (potencial hidrico
de -1.0 MPal) va que a ésta concentracidn s obtuvo
una acumulacidén de GB alta, ¥y un cambic en el CRA menor que
con las otras concentraciones de PEG, en la figura 6 se puede
observar que a la concentracidén de PEG para un potencial de
agua de -0.8 MPa, =e obtiene una acumulacidén mavor de glicina
betaina, perc €1l CRA nc es menor de 604, era de interds

dizminuir el CRA v por ello =e utilizd la concentracidn de PEG
' 26
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de 17.8%.

VIi.4.- Efecto de la pérdida de agua sobre el CRA.

El CRA es un parametro dque puede ser utilizado
como un indicador del staius hidrico del +tejido. En las
figuras 7 v 8 se ve el efecto de la pérdida de agua. sobre el
CRA en planta completa (fig 7) v en explante {(Fig ). Los
explantes presentan una velocidad de pérdida de agua mavor que
las hojas de 1a planta cqmpleta; los primeros alcanzan un CRA
de 60X a las 10 horas, mientras que el mizsmo valor de CRA se

alcanza en 6 dias en la rplanta completa.

VI.S5.- Establecimiento de ur sistema que responda
bioquimicamente a la pérdida de agua en funcisn del CRA.

Se ha reportado que 1la GB vy la prolina son
osmolitos compatibles que se acumulan en hiojas de plantas bajo
estrés salino e hidrica, por tal razdén su acumulacidn se
utilizd como parametro bicquimico de respuesta a déficit de
"agua en dos sistemas, planta completa v explante. En  amaranto
la pérdida de agua ocasiona un incremento en los niveles de GB
tanto en él sistema de planta completa como en el de explante
(fig 9, 600% con respecto al control). El1 incrementce observado
se alcanzd en un rango de CRA de &60-70X independiente de 1la
velocidad de pérdida de agua en los dos sistemas.

A diferencia de lo observado en la acumulacidn
de GB., la prolina solamente es acumulada en las hojas de
Plantas completas (fig 10), aqul se observd un incremento del
200% con reshecto al control. Las explantes no sonh capaces de
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acumular dicho compuesto (fig 10). La prolina en las plantas

completas se acumula a CRA de S55-35%.

VI.6. - Efecto de oscuridad sobre el sistema.

Hamnson vy colaboradores han reportado que 1a
sintesis de la GB es dependiente de luz (1986,1988), por lo
cual fud de interdés determinar si en el sistema de explantes
sometidos a déficit de agua en oscuridad se presenta la
acumnulacidn de GB.

Se encontrd que el sistema de explantes capaz
de sintetizar y acumular GB adan en oscuridad (fig 11, 500X con
respecto al control) en un intervalo de CRA de 70-80X%. En el
sistema de planta completa en oscuridad el CRA casi no varia a
lo largo de 11 dias descendiendo bruscamente en las siguientes
24 hs hasta un CRA donde ze considera que ya alcanzaron su
Punto de marchitez permanente, por lo cual no se cuantificd

GB.

VI.7.- Efecto de calcio.

El <calcio ta sido ampliamente reportado
como, un probtector de membranas (Cramer et al., 1986) v puesto
que se sabe que células sometida=s a estrés de agua sufren dafio
membraral, se penss que seria interesante estudiar el efecto
del calcio en el sistema de explantes.

Las hojas se <sometieron a déficit de agua
mediante el uzo de PEG 6000 (w = -1,0 MPa) v =se le afadid
Caclz.

En la fig 12 se puede observayr 1a

acumulacisn de S00% con respecto al control de GB en un
34
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intervalo de CRA de 80-70)X, este intervalc es'menor'al.que se
muestra en la figura 9 (CRA de 70-60%), en la cual el sistema de

explantes no contiene calcio.

VI.8.- Determinacidn de Cclina como precursor de Glicina
betaina.

Sa ha reportado que la colina es el precursor
de la GB, la colina citoplasmica entra al cloroplasto v ahi es
oxidada basta GB. Se llevarcon a cabo una serie de experimentos
utilizando lsHl-colina, la cual fué captads por los explantes
vy posteriormente é&stos =e sometieron a pérdida de agua
utilizando la solucidn de PEG de -1.0 MPa {en luz tabla 1 vy en
oscuridad tabla 2) v a estrés szalino con NaCl 150 mM en luz
(tabla 3}.

En la tabla 1 se puede observar que la hoja es
capaz de absorver (°H l-colina y transformarla en laH]-glicina
betaina cuando se encuentra en deéficit de agua. El1 61.9%X de 1la
colina es transformada a glicina betafina en luz, en la tabla 2
cbservamos que en oscuridad la hoja transforma solo el 37X de
la (PHl-colirna en I3H]-glicina betaina. Por otra parte, cOoOn
base a la informacidn dae que la glicina betalirna no es
metabolizada (Ladyman et al., 1980), se analizd el medio de
incubacidn, con respecto a la presencia de glicina betalna. Se
encontrd que un porcentaje de 7.8X de la glicina betaina
sintetizada es exportada al medio de incubacién {(PEG en 1luzd)y

18.5% es exportada en oscuridad (tabla 22}
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-Tablé{i.-'Toma Y. conversion de i®HI -Colira ean 12Hl -Glicina
'betaina, rPor explantes de hojas de Amaranthus

'hypochondriacus sometidas a déficit de agua en luz.

CPM »x 107

Radiactividad %4 Radiactividad total

Total GB % GB Total GE
1986 626 57.6 22.3 z0.3
_.--;;;; 1152 599.3 40.0 33.2
---116; 1002 66.9 30.7 33.2
......... 525 237 68.7 7.0 . 7.5
Total 4869 3017 61.9 100.0 100.0

Tabla 2.- Toma vy conversion de [2Hl-Colina en [®H) -Glicina

betalina, por hojas de Amaranthus hypochondriacus

.., sometidas a déficit de agua en oscuridad.

CPM % 10°
Radiactividad % Radiactividad total
Total GB % GB Total GB
492 363 74.8 $.9 19.8
T T 2780 900 32.4 55.23 48.4
T AsE T 248 54.3 9.1 13.3
“T1300 7 3as 26.6 25.8 18.5

S028 1861 37.0 100.0 100.0
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- Tabla 3.- Toma y conversison de (PHl-Colina en 1®Hl -Glicina
betalna por explantes de hoja de Amaranthus

hypochondriacus, en NaCl 150 mM en lu=z.

CPM x 10°

Radiactividad % Radiactividad total

TJotal GB % GB Total GB
603 382 62.8 23.1 33.5
T T l3ez T 581 42.9 50.5 S0.9
I~ S 28 5.3 2.0 2.5
T T ess T 150 23.4 24.4 13.2
2636 1141 43.3 100.0 100.0

En la tabla 3 se muestra <que bajo estrés
salino ¥ en luz sslo L 43.3%. de 1a ®Hl -colina
tomada por el explante es transformada a t°Hl-glicina betaina.
{(tabla 3). La exportacicdn al medio de incubacion es de 13.2%,

ésta es mayor que en el caso de déficit de agua aen luz.

VI.9.~ Efecto de clorurc de sodio.

El estrés salino ha sido objete de wunm gran
namero de estudios, dste tipo de estrés presenta tanto
un cambio en el status de agua del tejido como un dafo celular
provocade por los iocnes Na' y Cl17 per se. Se ha reportado que
algunas especies haléfitas y no-haldfitas acumulan grandes
cantidades de glicina betaina (Poljakoff et al., 1988). Para
estudiar el efecto de NaCl, primero =e determind ia
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concentracidon Sptima de NaCl aplicada a los explantes que
Permitiera wver una respuesta bioquimica. Se hicieron
experimentos con concentraciones de 100, 150, 200, 300, 400 vy
S00 mM a wun mismo intervalo de tiempo (4 h), midiendo al mismo
tiempo el CRA. Los resultados obtenidos com 100, 150y 200 se
muestran en la fig 13. Los datos con 300, 400 v S00 mM nho se
presentan debido a qQue en estas concentraciones se& observd
grave dafo tisular en los explantes durante el periodo de
estrés; de tal manera que no se cuantificéd el CRA ni  1a
glicina betalina.

Una vez que se determind que la concentracidn
optima de NaCl, en la cual existe mayor acumulacidn de glicina
betaina, era 150 mM se procedid a someter a los explantes &
estrés con la mencionada concentracidn por un periode de 8 h
an luz, encontrandose unha acumulacidén de glicina betaina de
300% con respecto al control, (fig 14). Los datos se presentan
en funcidn del tiempo va que el CRA casi no varid.

La planta completa se expuso tambidégn a una
concentracién salina de 150 mM. Se encontrd que la planta no
manifiesta ningdn tipo de estrés {las hojas no sSe  ven
marchitas, ni hay acumulacién de GB ni prolina) ni dafio
aparente de hingdn tipo, en un tiempo de 15 dias: se observd
una disminucidn en &l crecimiento de las plantas a los dos
meses de estar en éste tratamiento. Se procedid a usar 300 mM
durante 7 dias, encontrandose que la planta en luz es capaz de
sintetizar alicina betaina 250% conh respecto al control {fia
151,

De igual manera la planta sintetiza prolina

B00% con respecto al contreol, (fig 16) &n éste tipo de estrés.
a0
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VI;10.— Efecto de calcio durante el estrés salino.

Se ha reportado que un compeonente del estreés
séliho'es el dafio que +<¢ste causa a nivel de la membrana
celular {(Cramer et al. 1985). Los iones Na+ son Ccapaces de
desplazar iones Ca++ de las membranas celulares provocando un
cambio en la plasticidad de la membrana lo cual ocasionha que
los iones vy el agua gue se encuentran en el citoplasma se

desplacen hacia el exterior, produciendo un dafio celular. Por

+
>

otra parte, se sabe que si & un suelo salino se le afade Ca’
el dafio por sal &s anulado. En base a estos datos, se lievdé a
cabo una serie de experimentos para conocer el efecto que el
Ca++ pudiera tener en los explantes sometidos a salinidad.

En 1= figura 17 se muestra el efecto de CaClz
I mM en 100, 150 v 260 mM de NaCl durante 4 horas. Aqul
se muestra que el CRA casi no varia, =Sin embargo, se presenta
acumulacidn de glicina betalina, 220X, 3003 ¥ 190% con respecto
al control, para 100, 150 v 200 mM de NaCl respectivamente. En
la fig 18 se muestran los resultados con NaCl 150 mM v CaClz
3mM  durante 38 horas. El calcio parece tener un efecto
Protector sobre el sistema de respuesta. Los explantes
responden acumulando glicina betaina, 2804 con respecto al
control, a tiempos mas corteos (2 h) en comparacidén de su
contraparte que no contiene calcio (ver fig 14); el pico
maximo de acumulacidn en los explantes con calcio, se observa
a las 2 h, el cual se presentd a las 4 h cuando el sistema no
contiene calcio. Por otra parte, en ambozs tratamientos (sin

calcio v con calcia) se da acumulacidén de GB.
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VII.- DISCUSION
. Las.respuestas bioquimicas a déficit de agua con
frecuencia han sido reportadas en funcidén del tiempo e que se
dejd de regar o en funcidn del potencial hidrice wu osmético
{Mc donnhell vy Wyh Jones, 19838; Ahmad y Wyn Jones, 19793 Storey
vy Wyn Jones, 1977) alcanzado por el sistema puesto en estrés.
Al reportar cambiog metabsdlicos en funcidh del tiempo, se
dasconoce el status hidrico del tejido y las conclusiones
obtenidas de tales estudics hno pueden correlacionarse con
cambios biocquimicos referidos a pérdida o estrés de agua. Por
otra parte las mediciones de potencial hidrico u osmético,
tienen problemas metodoldgicos que o pPermiten conccer el
contenida de agua real en el tejido. Las mediciones de
potencial hidrico ze hacen a lo largo de varias horas sin
tomar en cuenta {(como se muestra en este trabajo) si la célula
lleva a cabo ajuste osmético o no. Por otra parte la medicidn
del potencial osmético se lleva a cabo congelando y moliendo
el tejido sin tomar en cuenta que al moler se mezcla &1 agua
del apoplasto con la del interior de la c¢élula. Problemas de
egte tipo provacan errores al momento de interpretar los datos
¥ relacionarlos con cambios bioquimicos.

Un método que se puede qtilizar Para conocer el
status hidrico del tejido 2= el CRA. Este métoda es sencillo v
no estresante para el tejido. Este método tierme la ventaja de
que mide la cantidad relativa de agua presente en el tejido.
De ééta manera se puede hacer una cortrelacion entre el cambio
en la cantidad relativa de agua presente en =1 tejido vy
cambios metabslicos. Ademis este parametro es un indicador del

volumern celular (Richter, 1978) v puesto que la perdida de
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agua provoca cambios en el volumen <elular (Kaiser., 1982
Berkowitz vy Gibbs, 19388) es posible correlacionar loz cambios
en 2l volumen celular (medido a través del CRA)Y con los
cambios bioguimicos. Los cambios mas estudiados con respecto
al volumen celular han sido sobre la fotosintesis (Robinson,
1985: Kaiser, 1282: Berkowitz vy Gibbs, 1988).

En los datozs sobre cambios de contenido relativo de
agua se observa que las hojas de amaranto sSon capaces de
acumular glicina betaina (fig S). Este resultado era en parte
esperado va que en la literatura sSe ha reportado que la
glicina betaina se acumula como respuesta a estrés de agua v/o
salino en plantas pertenecientes a la familia Chenopodiaceae
vy Gramineae. y puesto qQque la familia Amaranthaceases e= muy
cercana a la Chenopodiaceae, era probable que el amaranto
acumulara g9licina betaina como respuesta a pérdida de agua.

Durante €l tratamiento de pérdida de agua eéen
explantes v planta completa en presencia de luz, se encontrdé
que existe una acumulacidén de gli&ina betalina dentro de un
intervale de CRA de &0-70X% (fig 9)/ independientemente de 1la
velocidad de pérdida de agua y como se observa en las figs 7 v
8, el explante v la planta completa pierden agua a diferentes
velocidades. Ezte ferndmenc es de gran importancia, dado que se
puade asumir que el CRA es un parametro adecuado para
correlacionar cambios en el metabolismo celular (acumulacidn
de glicina betairna en &ste caso), con déficit de agua. E1
amarantc acumula glicina betaina dentro de un intervalo
definido de CRA independientemente de como se lleva a cébo al

proceso de pordida de agua. Si consideramos que 21 CRA  pPuede
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ser un indicador indirecto del volumen celular, estos datos
concuerdan con los reportados poy Kaizer (1982) quien encontrd
gque la actividad fotosintética de diversas plantas con
difaerente capacidad de manejo de agua, esta determinada por un
mismo intervalo de volumen celular.

El patrdn de acumulacidn de gliciha betalnx
obzservado en los dos sistemas, planta completa vy explante,
sugiere que este compuesto es muy mévil va que no hay
evidencias de que sea degradado en plantas (Ladyman et al.,
1980). En estudios con btrigo en estrés salino, se ha reportado
que la disminucidn tan brusca de la concentracidn de glicina
betaira esta relacionada con la sehesencia de 1a hoijia
(McPonnell v Wyn Jones, 1988).

Se ha especulado mucha acerca del posible papel de
la glicina betaina dentro del metabolismo celular durante el
déficit de agua. En estudios con plantas haléfitas se encontré
que éste compuesto se acumula en altas concentraciones (400
pHmol/aps) v se propusac que pudiera  tener un papel  como
osmorregulador (Wyn Jones vy Storey, 1977). Enn hojas de
amaranto la cantidad acumulada (aproximadamente 4 umol/gps) no
(=13 suficientemente grande {(rno contribuye de manera
signhificativa para aumentar el potencial osmédtico en 1
citoplasma, calculos realizados en este laboratorio nos
indicarn que 4 umclas/gps representan 7 x 16°° MPa) como para
asigharle un papel de osmorregulador. Ez pozsible que a tales
concentraciones tenga un papel €n ¢l sistema de sefales que le
indiquen a la c&lula que esta perdiendo agua. Ne sSe sugiere
que la glicina betaina tenga un parel de segundc mensajero

50



sito méds bien que éste compuesto sea parte de un sisteﬁa de
efectos en cascada en donde 1la g9licina betaina sintetizada
podria tener accidn directa vy especifica en sistemas como
sintesis de DNA (Meury, 1988), sintesis de RNA y proteinas,
activacién de sistemas enzimdticos vy membranales, etc. Ury
compuestoc de alto coste celular, como 1la es la glicina
betaina, debe terer una funcidn bien determinada dentro del
metabolismo.

Muchos experimentos deberan llevarse a cabo para
podar probar lo anterior, nuestros datos son insuficientes
para saber si esto es cierto.

La prolina es otra osmolito compatible repartado
que se acumula bajo estrés de agua v/o =salino {Bogges et al.,
19763 Naidu et al., 1937).

La respuasta de acumulacidn de prolina se did de
maneara diferente. Los explantes no son capaces de acunular
&ste imino 4Acido, en cambio 1la planta completa acumula
prolina (fig 10), Ezste comportamiento va habia sido observado
v reportado en mal= (Ibarra et al., 19388) . los autores
proponen que probablemente se& deba a que la ralz tiene un
sensor que le indica a la planta que esta en déficit de agua.
Al utilizar explantes la sefal proporcionada por la ralz hno
esti presente.

For otra parte, la planta de amarantoc sometida a
sequia acumula prolina a CRA muy bajo (punto maximo 35X de
CRA, valor en el cual las hojas de amaranto ya sufren dafio
celular v va alcanzaron el punto de marchitez permanente)
cuandeo la glicina betaina ha disminuido a niveles basales (Fig
10). Algunos autores aceguran que la acumulacidn de prolina se
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di bajo estrés de agua severo (Hanson et al., 1979a) s los
datos obtenidos en esta investigacidn sugieren que la
acumulacidn de prolina en éste caso. es resultado de dafio
metabdlico mas que una respuesta a la pérdida de agua para
llevar a cabo osmorregulacidén, por lo tanto no tieme un valoyr
adaptativo v ho puede usarse como umn indicador para
seleccionar plantas resistentes a sequia.

Se ha reportado gue la sintesis de glicina betzina
es estimulada por luz (Weigel et al., 1986 y 19838). Al 1llevar
a cabo déficit de agua en hojas de amaranto, en oscuridad, los
explantes acumulan glicina betaina (Fig 11 vy tabla 2). Los
experimentos con [°Hl-colina indican que la sintesis es menos
eficiente en oscuridad que en luz (ver tablas 1 vy 2). En
estudios con las dos udltimas enzimas de la via de =zintecis de
la glicina betaina Weigel v colaboradores (1926, 1988) han
reportado que la enzima que cataliza la reaccidn de oxidacisn
de ceolina a betainaldehido es estimulada per luz. Esta
estimulacidn es a travées de 1la disponibilidad de NADPH v
ademas requiere Dz, s&e desconoce aun a que nivel exactamente
actdan. Esto explica en parte la baja eficiencia enn la
acumulaciédn de glicina betaina observada en la tabla 2. Por

-atro ladoe, se ha reportado que la relagidn NADPH/NADP alcanza
un maxkime a muy baja irradiacidn (Heber et al., 1982) v puesto
que la camara utilizada para los experimentos de oscuridad se
abria a intervalos regulares la irradiacién podria sar
suficiente para producir pequefias cantidades de NADPH v Gz
suficientes para oxidar a la colina Fara finzalmente

transformarse en glicina betalina.

lLa P-colina dque es oxidada a betainaldehido, en 1la
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quenopodiaceas, Proviensa de serina fosforrespiratoria
(Coughlan v Wyn Jones, 1982). La P-colina puede provenir de
otras vias metabdlicas; se ha reportado que en las gramineas,
este compuesto proviens de la degradacidn de los fosfolipidos
(Hitz et al., 19813 McDonnell vy Wyn Jones, 1988). Las
amnarantaceas ¥y las quencopodiaceas pertenecen al orden de las
centrospermas, por pertenecer al mizmo orden se sugiere que
probablemente el amarantc sintetize la glicina betaina a
rPpartir de serina fotorrespiratoria. Esto explicaria 1a
acumulacidn de amonio y activacidn de Glutamino sintetasa (GS)
que preceden a la acumulacidn de glicina betaina observada en
experimentos paralelos a este trabajo, llevados a cabo en este
laboratorio (Gambca et al., 1989). Sin embargo hay Que sefalar
gque =1 amaranto s uha planta que lleva a cabo metabolismc C-4
v esto podria indicar que el origen de 1la serina no sea
totalmente respiratorio (las plantas C-4 tienen niveles bajos
de esta via) ¥ por lo tanto adn bay que definir el origen de
la P-colina en el amaranto.

Al estudiar los efectos celulares del estreés
salino, se ha encontrado que este tiesn=e dos componentes, Lno
de perdida de agua y otro de dafic por exceso de ioness; vy no ha
sido posible separarlo unc del otro. Existen varias especies
vegetales {(haldfitas y no haldfitas) que en presencia de altas
concentraciones de NaCl acumulan glicina betaina (Storey

N
vy Wyn Jones, 19755 Ahmad vy Wyn Jones, 19793 McDonnell v Wyn
Jones, 1988; Hanson v Rhodes 1923). Las hojas de amaranto
sometidas a estrés salino parecen sufrir mas por wn  dafio
idnico que por }a Pérdida de agua y esto se puedé observar en

las figuras 14 v 15, donde la acumulacidn de 4glicina betaina
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se teporta en funcidn del tiempo va que 2]l CRA casi no varia.
Estos datos sugieren fuertemente que la acumulacidn de glicina
betaina es por el efecto de los iones Na+ y C1~ per se Yy ho
como una respuesta a pérdida de agua.

Se han propuesto varios papeles para la glicina
betaina durante el estrés salino entre ellos proteccidn de los
sistemas enzimaticos v compartamentalizacidn de idignes (Wyn
Jones 1984; Ahmad et al., 1987). El hecho de que el Na® se
compartamentalice en la vacuola esta bien documentado, Ahmad
(1987) encontrd que la glicina betaina parece actuar a nivel
de tonoplasto facilitandoe la entrada de Nat en 1a vacuola. En
amaranto, sometido a szalinidad, encontramos que la acumulacidn
de glicina betalna es menos eficiente gque en déficit de asgua
(ver tablas 1 v 3 y figs 7, 8, 14 v 15). Es posible pensar que
bajo las concentraciocnes de NaCl utilizadas en este trabajo la
glicina betalina pudiera estar actuando a nivel de transporte
de iones hacia la vacuola, como lo demostraron Wyn Jones v
coloboradores (1984) en vacuolas de betabel. Concentraciones
por arriba de 200 mM de NaCl, son muy téxicas para los
explantes. Como se menciona en resultados (seccion VI.S8.)
cuando se usaron concentraciones de 300, 400 y 3500 M el
tejido sufrid un grave dafic tisular.

El calcio es un factor importante en la resistencia
de variasg plantas a salinidad v a déficit de agua. Sa sabe
que @]l estrés causa dafio en la membrana celular. Cramer ¥
colaboradores (1985 y 1986) encontraron que los iones Na+
desplazan a los iones Ca**de las membranas. Por otra parte se
encontré que el efecto del NaCl sobre el calcio asociade =&

membrana es predominantemente intracelular {(Lynch vy Lauchli,
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1988), en estos experimentos se encontrd que el NgCl depleta &
la célula de calcioc. Con base en sus datos estos autores
propusieron un modelo hipotético del papel del NaCl:; Este
modelo predice que la salinidad activa el sistema  regulatorio
de fosfoinositidos el cual altera 1la actividad del ca*?t
citosélico. Esta respuesta podria disparar una variedad de
cambios metabdlicos en c&lulas salinizadas que podrian  tenher
un significado adaptative para resistencia a salinidad.

Al adicionar calcio extracelular e= pPosible que
disminuye el efecto de salinidad debido a wun  aumento en 1la
entrada de calcio vy wuna disminucidn en la entrada de sodio.

En los experimentos de pérdida de agua (fig 9) vy de
salinidad (fig 14), se observa gque el calcio pPosiblemente
disminuya el daBio membranal evitando asi la salida raeida de
agua v iones (entre ellos K+). Pero por otro lado, este idn no
protede del dafMo intracelular de pérdida de agua o de los‘
iones Na+ v Cl~ sobre los sistemas enzimaticos. Como se puede
obsaervar en las figs 10 vy 15 en los doz tratamientos se
acumula glicima betaivia a concentraciones semejantes. La
acumnulacidén de glicina betalina se da a wun CRA (70-30X) mas
elevado {patra déficit de agua) v a tiempos mas cortes (para
salinidad). El calcio parece tener en ambos tratamientos wun
efecto protector, permitiéndole al sistema responder a un CRA
mavor ¥y a tiempos mas cortos, con respecto a los tratamientos
sin calcic. ademas del efeacto protector de membranas.

Estos datos sugieren la posibilidad de que el
calcio, en los explantes de amaranto.pueda tener un efecto
similar al descrito por Lynch y colaboradores (1988). La
pérdida de agua v/o salinidad podrian estar provocando camb?os
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en . la liberacidn de 1los fosfoinositidos de 1a membrana
élasmatica vy estos provocal cambios en la concentracidn de
Ca++ citosdlico. Este efecto podria repercutir en <cambios
metabdlicos entre ellos sintesis y acumulacidn de glicina
betalina para defenderse del ecstré=s, dado gque se cohoce quea a

través del calcio se regulan varios sistemas enzimaticos

(Sane et al., 1987: Lyrnch v Lauchli, 1988).
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. VIITI.- CONCLUSIONES

l1.- Las hojas de amaranto son capaces de sintetizar glicina
betaina independientemente de la velocidad de pérdida de
agua.

2.- El status hidrico del tejido puede ser medido en funcidn
del contenido relative de agua.

3.~ Existe una estrecha relacisn entre el contenido relstivo
de agua v la acumulacisn de glicina betaina.

4. - La acumulacidn de prolina sélo puede ser estudiada en el
sistema de planta completa.

Se.- La glicina betalina v la pralina se acumulan en repuesta a
galinidad. No existe relacidn entre esta acumulacidn vy
el gontenido relativo de agua.

&.- El1 calcio tiene un efecto protector contra la pérdida de
agua en el sistema de explantes.

7-- La luz estimula la acumulacidn de glicina betaina.

Parte de este trabajo ha sido enviado para su publicacisn a
Journal of Plant Physiolgy : Influence of cellular wvolume ohn
rapid biochemical changes during water loss in Anaranthus
hypochondriacus L.. Gamboa de Buexy A., E.M. Valenzuela and E.

Murillo.
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