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RESUMEN 

Se mantuvieron células en suspensión de B. terni/olla 

desprovistas de nitrato por 24 horas y después se eKpusieron a 

diferentes concentraciones de nitrato. En altilS y bajas 

concentraciones se presentó el fenómeno de entrada y salida de 

nitrato. 

Durante la entrada y salida de nitrato hay variaciones de pH 

desde 4 a 6. Cuando la soluci6n de nitrato fue amortiguada a 

diferentes pH, la entrada y salida da nitrato fue de menor 

magnitud a pH 7, q~e en pH 5.5. 

En la solución de nitrato amortiguada y la que no lo fue, la 

concentración de 10 mH fue en donde mejor sa presentó l~ entrada y 

salida de nitrato. 

En periodos largos de 10 horas se presentó la entrada y salida 

de nitrato, pero en las 2 últi~as horas hubo una caida drástica en 

la concentración de nitrato externo. 

En presencia de potasio, la entrad• y salida de nitrato 

aumentó. En la solución de nitrato gin sacarosa, la entrada y 

salida disminuyó. 

Cuando las células permanecieron por más de 24 horas sin 

nitrato, éstas expulsaron el nitrato que tenían almacenado y 

despu6s lo volvieron a tomar. 



IHTRODUCCION 

El nitrógeno es uno de los elementos más importantes para las 

plantas, ya que forma parte de un vasto número de constituyentes 

celulares <protainas, nucleótidos, etc). Al nitrógeno lo podemos 

encontrar en diferentes estados de oKido-reducci6n, como nitrato 

<NDÍ>, nitrito <NOi>, amonio CNH~> y nitrógeno molecular <Nz>. Una 

gran parte del nitrógeno está en forma da Nz en la atmósfera y 

constituya hasta un 78~ en volumen; una pequana porción de este Nz 

se transforma en NH: y NOÍ. El nitrato sur9e de la oxidación de Nz 

por OMiQ.OD y ozono en presencia d• luz o radiación ultravioleta y 

•is tarde se precipita al suelo por •edio de la lluvia1 •in 

e«tbargo, la mayor parte del nitrato en •l suelo se forma por la 

Acci6n d• bacterias que oxidan al •monio produciendo nitrito y a 

partir de este últirftO nitrato <40). 

En •l suelo l• parte mineral esti conformada por ·arena y 

arcilla, siendo la arcilla la mAs abundante. La ~ayoria de las 

arcillas son de intercambio cati6nico <tienen carga neoativa en su 

superficie>, lo que lag permite que una gran cantidad de catione5 

como Ca2•, Mg2
•, K+, NH:, etc se les adhieran y cu.ando lluev• es 

muy dificil que estas cationes sean lavados del suelo. Da manera 

contraria, aniones como Nai, so~: y Cl son repelido• por las 

cargas negativas de las arcillas y son fácilmente lavados del 

suelo. Sin embargo, la mayor parte de las plantas superiores 
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prefieren ni trato como fuente de ni tró9eno, por lo que el NH: q~e 

se encuentra en las arcillas es rápidamente oxidado a nitrato por 

acción bacteriana. Una vez tomado el nitrato por la planta, se 

reduce a nitrito por la nitrato reductasa C40). 

El nitrógeno es el elemento que generalmente falta en la 

mayoría de los suelos y se ha tratado de solucionar este problema 

con el uso de fertilizantes nitrogenados¡ sin embargo, el uso de 

sales de nitrato 6 <NH,>zSO• son de alto costo por su obtención, 

transportación, almacenamiento y aplicación, lo que representa un 

grave problema para su utilizaci6n en paises tercermundistas. Otro 

problema que se presenta con el uso de sales de nitrato, es que 

sólo se llega a recuperar cerca de la mitad del aplicado, pues 

como ya se mencionó se lava fácilmente del suelo por el agua de la 

lluvia y además pot'que la. mayoría de las plantas toman nitrato 

como fuente de nitrógeno (40). 

1. Oescripcion de la Nitrato Reductasa 

La nitrato reductasa es la enzima que interviene en la 

.reducción de nitrato a nitrito y se considera como una enzima 

redoK, porque contiene transportadores internos de electrones, lo~ 

cuales se reducen durante la catálisis (figura 1>. Por esto, se 

dice que la nitrato reductasa es una pequena cadena de electrones. 

La inducción de la nitrato reducta~a por nitrato ha ~ido 

ampliamente estudiada (5,6 1 15,241 26 1 28,29 1 35,43,44). Cuando la 

planta se expone a nitrato, da»pués de un periodo la9 de 

actividad, éeta aumenta rApidamente &n al9unas horas y mis tarde 

las niveles pa.san a un astado estable de actividad¡ así, la 



nitrato reductasa sigue el patrón clAsico de inducción de una 

Figura 1. Modelo catálitico de la nitrato reducta•• Cuna •ubunidad 
sola.ente) (6). 

enzima por el sustrato. Margan ot al en 1985 (26>, concluyeron qua 

la inducción de la ni trato reductasa puede ocurrir en bajas o 

altas concentraciones de nitrato C0.05 y 20 mH>, siendo más clara 

esta inducción en la de baja ~oncentración da nitrato. 0& esta 

manera, sólo se requiere poca c•ntid•d de nitrato, para iniciar la 

in~ucción de la nitrato reductasa <24,26>. 

La nitrato reductasa es una enzima qua s• ~intatiza de nouo en 

respuesta a la aplicación da nitrato, pues despuás de que la 

inducción de actividad ha terminado comi•nza a disminuir la 

cantidad de nitrato reductasa, sucediendo lo mi!Ufto cu•ndo las 

plantas son transferidas de luz a obscuridad. Esta dis•inuclón en 

los niveles de cantidad de nitrato reductasa pueden ser 

eKplicados, en base a que enzimas como prota!nasa& deoradan 

fácilmente a esta enzima <6,28,351 44>. 
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2. Toma de Nitrato 

Para estudios de toma de nitrato se han usado análogos como el 

1ºc108, 19Noi, 1~N09 (10,11,13,16,19,20,23,24,26). 

Se ha determin•do que el intercambio citoplasmático de nitrato 

en células de cebada es de 17 minutos aproxi~adamente, por lo que 

la toma de nitrato debe determinarse a cortos periodos de tiempo 

(10 minutos) (11). Cuando raíces de cebada son pretratadas con 

nitrato a una baja concentración <10 µH>, su periodo de toma de 

nitrato es mucho mayor que las raíces qu• tuvieron 

pretratamiento de alta concentración de nitrato <100 y 200 

µM) (11). De esta manera, las plantas qu• tienen un bajo status de 

nitrato absorben más nitrato y la5 plantas de un alta gt&tus d& 

nitrato su toma es más reducida. 

Oeane-Drummond y Glass en 1983 (11>, establecieron que en 

periodos cortos de tiempo, pueden estar actuando los siguientes 

mecanismos en raíces de cebadas 

1) Una entrada de nitrato que estA determinada por 

la concentración externa y que ~ dependiente del 

status de nitrato de la ra!z. 

2) Una salida de nitrato directamente relacionada a 

una concentración de nitrato interna. 

3) Una interacción entre 1 y 2, dan el flujo neto de 

nitrato. 

Se ha propuesto que cuando aumenta el periodo de toma de 

nitrato, puede ocurrir al mismo tiempo s!ntesis da proteínas que 

se encuentran en la membrana plasmática y que son moduladoram d•l 

transporte de nitrato <21,24,26>. Además, •a ha establecido qu• 

la6 células epidérmicas de la raíz, son el sitio en donde se 



acumula más nitrato, pues para otros iones como el potasio en 

estas células es donde se acumula más (18,24 1 26 1 38>. 

3. Transporte de Nitrato 

Se ha estudiado muy poco el transporte de nitrato a través de 

la membrana plasm~tica y aón no se conoce como se lleva a cabo. 

Brauer en 1988 <4>, caract•riz6 dos ATPasas en células de ra{z 

de ~a!z y encontró ~ue una de 'stas era sensible a nitrato, 

mientras que la otra no lo era. La ATPasa que fue sensible a 

nitrato se encontró en la membrana vacuolar y la no sensitiva en 

la 1n9mbrana plasmática. Con el 
. 

aislamiento de vesículas 

tonopl•sticas se han podido caracterizar bien estas ATPasas, 

lleo•ndo incluso a establecerse un modelo para al transporte de 

nitrato• través de la lltfmbran• vacuolar (figura 3) C3>. Es 

probable qu• las ATPasas que se encuentran en la membrana 

plasmática bombeen protones hacia el ext•rior de la célula, 

formando un gradiente electroquímico y por un mec•ntsmo si~port el 

nitrato .. transporte al int•rior de la c•lula (8 1 42,48>. Esto se 

ha e&tablecido ya que la densidad de las ATPasas en la membrana 

plAs••ttca y vacuolar son muy similares, 1.1~-1.5 y t.0-1.13 g/cc 

respectivalftente (48). 

Ward et aL .., 1988 (50) 1 encontr•ron que hay una pequen• 

cantidad d• nitrato rmducta•a asociada a la IMHnlJrana plasmitica 

C4X> por lo que no solamente e5 citopla&mática co..a se venia 

sosteniendo. Al exponer raíces de cebada a frag1Mtntos de 

lnmunoglobulina G <IQG) especifica para la nitrato reductaaa, la 

toma y la reducción de nitrato se inhibieron Al mismo tiempo. 



Concluyeron que es probable que haya una relación entre el 

transporte de nitrato y la nitrato reductasa asociada a la 

membrana plasmática, pues esta enzima puede ser un complejo que al 

mismo tiempo reduce y transporta nitrato a través de la membrana 

plasmática. Sin embargo, de man•ra contraria la nitrato reductasa 

asociada a la membrana plasmática y la proteina que transporta 

nitrato pueden ser dos moléculas distintas, pero que pueden estar 

relacionadas porque tienen una estructura similar, ya que ambaB 

son inhibidas por los fragmentos de IgG. 

Posteriormente, Sussman y Harper en 1989 <46) citaron que el 

transporte de nitrato se lleva a cabo por una proteína acarreadora 

en plantas de Arabidopsis thalian.a. 

Tr•tar de comprender cuales son los mecanismos del transporte 

de nitrato en la célula, ha sido uno de los problemaG a resolver 

durante los últimos anos, pues hasta que se aisle y caracterice la 

proteína que transporta nitrato a través de la membrana 

plasmática, se aclararán muchas interrogantes acerca de la 

entrada, salida, reducción y transporte de nitrato. 

4. Int'luencia de Luz 

Se ha determinado qua la asimil•ci6n de nitrato por raíces en 

plantas está intimamente relacionada con las reacciones 

fotosint,ticas, ya que este proceso se acelera cuando la planta 

esta expuesta a luz. Las raíces son capaces da asimilar nitrato en 

obscuridad, haciendo uso de NADH reducido durante la fotosíntesis, 

que es transportado a la raíz <1,28,34,44). Naik et at en 1982 

<28) 1 suoirieron que la luz no juega un papel directo en la 
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asimilación de nitrato y estableció que es importante en los 

siguientes eventos: 

1) Estimula la toma de nitrato. 

2> Promueve la transferencia de nitrato de una poza de 

almacenamiento a una poza metabólica en las cálulas. 

3> Activa la nitrato reductasa existente. 

4> Las reacciones fotosintéticas proveen de NADH para 

la asimilación de nitrato. 

El papel de la l.uz parece ser sólo 1 a de abastecer de NADH para 

la asimilación de nitrato, por lo que la luz no es obligatoria 

para la reducción de nitrato a nitrito; sin embargo, algunos 

autores han propuesto que la luz es esenctll para la toma y 

asimilación de nitrato (2,28>. 

Se ha establecido que puede haber una competenci• por el NADH 

reducido durante la fotosíntesis, entra la cadena respiratori• y 

la enzima nitrato reductasa (1,2,28,34). Bajo condiciones 

anaeróbicas cuando la cadena respiratoria esta inhibida, se 

efectua la reducción de nitrato mientras que en condiciones 

aeróbicas el NADH es utilizado por la cadena respiratoria. 

Entonces, si durante la fotosíntesis la re-5piración mitocondrial 

está inhibid• o es muy baja, el NADH lo utiliza la nitrato 

reductasa. Cuando la planta esta en obscuridad el NADH pasa a ser 

utilizado por la cadena respiratoria, por lo que la toma de 

nitrato disminuye C2B>. 

Reed et al en 1982,1983 <33,34>, establecieron que no hay una 

competencia entre la nitrato reductasa y la cadena respiratoria, 

pues la luz aumenta los niveles de NAOH durante la fotosíntesis, 

por lo que su concentración aumenta en el citoplasma, 
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satisfaciendose los requerimientos de la ni trato reductasa .y 

respiración mitocondrial. Es probable que el NADH pueda originarse 

del ciclo de Calvin Ctriosa-P deshidrogenasa>, aunque tambi~n se 

ha propuesto que el origen de NAOH puede provenir de la 

mitocondria (ciclo de Krebs) (28,34>, porque en condiciones de 

obscuridad se reduce nitrato en hojas de cebada. 

5. Influencia de Iones en la Toma de Nilralo 

Se ha encontrado en varios estudios, que algunos iones pueden 

influir en la toma de nitrato, como el NH:, Cl-, Na+, K+, etc. 

(3,9,10,12,16,21,30,36,37,42,51). 

Cuando se exponen ralees de cebada a Cl-, la toma de nitrato se 

ve disminuida (10). La acumulación de Cl en la vacuola causa una 

disminución en la toma de nitrato a través de la membrana 

plasm~tic.a y algunos autores han establecido que podría generarse 

una sef'[al de retroalimentación negativa que proviene de la 

interacción entre el N03 y Cl en la vacuola, lo que provoca que 

no se tome más nitrato a trav6s de la membrana plasmática 

<9,10,11 1 16); sin embargo, Glass et al en 1985 Cló>, encontraron 

que la toma de nitrato es insensible al status de nitrato y 

Cl-vacuolar. Concluyeron que probablemente la inhibición de 

transporte de nitrato puede ocurrir en el tonoplasto por la 

acumulación de NOi y Cl , lo cual permi t~ incrementar la 

concentración de nitrato en el citoplasma y/o aumentar el 

transporte de nitrato a otros órganos de la planta, al mismo 

tiempo que se aumenta la toma de nitrato a través de la membrana 

plasm1tica C16,24>~ Daane-Orummond y Glass en 1983 <12>, 



propusieron que el origen de la sen:al de retroalimentación 

negativa puede ser de vacuola, citoplasma, de un paso intermedio 

en la asimilaci6n de nitrato a aminoo\.cido, del transporte de 

nitrógeno al tallo, de la reducción de nitrato en la raiz 1 del 

transporte de NADH proveniente de reacciones fotosínteticas, etc. 

El NH: inhibe la toma y reducción d• nitrato (12,21,44 1 51). 

Deane-Drummond y Gl•ss en 1983 (12>, establecieron que la 

sensibilidad al NH:, es una función del status de nitrato en 

plantas de ceba~a, pues cuando las plantas tuvieron un 

pretratamiento con 10 µM de nitrato, la toma de nitrato se vió . 
fuertemente afectada por la presencia de NH4 en el medio, pero las 

plantas que tuvieron un pretratamiento de 100 y 200 µtt de nitrato, 

la presencia de NH: no afectó la toma de nitrato. 

Oa.ks en 1974 (29), determinó que en un cultivo en suspensión de 

Soya, la presencia de NH: inhibe la actividad de la nitrato 

reductasa, por lo que no se puede reducir al nitrato presente en 

el medio y al mismo tiempo la toma de nitrato no se puede dar. 

En plantas de amaranto, se ha encontrado que el Na+ estimula la 

toma de NOS, aumentando la actividad de la nitrato reductasa al 

mismo tiempo. Cuando las plantas de amaranto se colacan en 

presencia de Na+ y NOi en el medio, la toma de nitrato aumenta 

grandemente en comparación con los tratamientos sin Na+; sin 

embargo, no es muy claro por quó se dá esta estimulaci6n en 

_ ~.res~cia de Na+ <:SO). 

6. Influencia de Carbohidralos 

Durante la fotosíntesis los niveles de carbohidratos aumentan 
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en el tejido y se ven afectados por las fluctuaciones del cic~o 

día-noche. Durante la noche se hace uso de la!!ii reservas da 

carbohidratos para la asimilación de nitrato (39>. 

Rufty et aten 1989 C39>, propusieron que hay tres 0tapas que 

afectan el status de carbohidratos en ia planta: 

1) Durante la fotosíntesis la planta incrementa los 

niveles de carbohidratos, almacenandolos en los 

mismos tejidos fotosinteticos. 

2) Durante la noche se utilizan las reservas de 

carbohidratos para la toma y reducción de nitrato en 

la raíz. 

3) Cuando el periodo de obscuridad se alarga m~s allá 

del tiempo not"mal ( 12 horas>, los niveles de 

carbohidratos disminuyen grandemente, por lo que 

la toma y reducción de nitrato también disminuyen. 

Por otro lado, .. Rufty et at no encontraron una relación entr• el 

status de carbohidratos y el transporte de nitrógeno de la raíz a 

tallo y hoja, pues cuando se eKpusieron plantas a 12 horas de 

obscuridad, el transporte de nitrógeno disminuyó, pero cuando se 

extendió el periodo de obscurida.d, el transporte de nitrógeno 

aumentó tanto como cuando la planta estaba en pre•encia de luz. 

Asla.m y Huftaker en 1984 (2), observa.ron qua bajo condiciones 

aeróbicas y de obscuridad, los carbohidratos almacenados durante 

la fotosíntesis se utilizan para la asimilación de nitrato en 

hojas de cebada. Sin embargo, otros estudios han mostrado que bajo 

obscuridad la toma y asimilación de nitrato no •e puede llevar a 

cabo. Aslam y Huf faker, establecieron que lo antet"ior puede 

deberse a que el status de carbohidratos fue muy bajo en las hojas 

utiiizadas en esos estudios. 
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Bajo condicione5 de obscuridad, el periodo de reducción de 

nitrato fue dependiente del status de carbohidratos en la& hojas. 

A su vez el status de carbohidratos fue regulado por la duración 

de exposición a luz y ob•curidad a que fueron sometidas las 

plantas durante su crecimiento, pue& las plantas que crecieron 

continuamente en presencia de luz, su status de carbohidrato& fue 

superior en comparación a las planta-a que tuvieron un fotoperlodo 

norrAal (2). 

" 
En obscuridad los carbohidratos ex6genos como glucosa, fructosa 

y s•carosa incrementaron la reducción da nitrato en hoja• qua . 
fueron deficiantes en carbohidrato&. Por esto, Aslam y Huffaker 

concluyeron que la luz no Juega un papel directo en la reducción 

de nitrato, aunque la aumente grandemente. 

7. Vias Alternativas Dospues de la Toala de Hilralo 

Una vez qua las células de la raiz han tomado el nitrato, é&te 

puade seguir varios caminos (fig. 2), qua se rasul\en en los 

siguientes puntos• 

Se ha 

ll El nitrato pued• tranGportars• inmediatament• a otros 

órganos. 

2) Ser asimilado a aminoácido en el citopla5a& y ser 

aprovechado por la mi~ma c~lula o transportarse a 

otros órganos de la planta en forma de a•inoácido. 

3) Ser almacenado en la vacuola. 

al De la vacuola transportarse a otro!5 6rQAnOS d& 

la planta. 

b) Transportarse al citoplasma y reducirse a nitrito 

por la nitrato reductasa. 

suguerido que hay dos pozas distintas de!>pués de la t""'ª 
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de nitrato en células vegetales: una gran poza de almacenamiento, 

no accesible a la reducción; y por el otro lado, una peque~a poza 

metábolica, en la cual el nitrato es rápidamente reducido por la 

nitrato reductasa(17,28,44). 

El nitrato almacenado en la vacuola puede &er transportado a 

otros órganos de la planta; sin embat"'go, pocos estudios se han 

hecho acerca del transpol""te del nitrato a través de la membrana de 

la vacuola <tonoplasto>. Para éste tipo de estudios se han aislado 

vesiculas tonoplásticas, en las cuales se ha encontrado una ATPasa 

que es sensible a las altas concentraciones de nitrato 

<3, a, 25, 42, 4B> • 

Blumwald y Poole en 1985 (3), propusieron un modelo (figura 3>, 

en el que establecieron que cuando el nitrato pasa de una poza de 

almacenamiento a una poza metábolica, se tr•nsporta nitrato a 

través del tonoplasto. 

El nitrato que pasa del citoplasma al in~eriol"" de la vacuola 

provoca una disipación del gradiente de membrana <A~> y una vez 

que el nitrato se ha almacenado en la vacuola, mAs tarde puede ser 

transportada al citoplasma por un mec•nismo simport NOi/H+ 

provocando una disipación del gradiente de pH <OpH>. 

Las altas concentraciones de nitrato en el citoplasma inhiben a 

la ATPasa que se encuentra en la membrana v•cuolar. Cuando la 

concentración de nitrato disminuye, el gradiente de pH se recupera 

pGf'....J~ -ac;,,;;:ión da la ~TPasa que bombea H+ al interior de la 

vacuo la. 

Blumwald y Poole concluyeron que en la~ célula& intactas puede 

haber un mecanismo como la luz, que regula el transporte de 
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TALLO 
CELULA DE LA RAIZ 

ASIMILACJON DE No;-+ N2 

/ REDUCIDO 

1 XIL 

No; 
INCORPORADO 

""' 

EMA 

"' No; 

VACUOLA 

" ·"" 
. XI LEMA 

~ N~ No; 

Figura 2. diferentes vias que puede seguir el nitrato una vez que 
es tomado por la cálula. 

ADP 

VACUOLA 

/ 
CITOPLASMA 1>"' 

Figura 3. Modelo propuesto por Blumwald y Poole, para el 
transporte da nitrato a través de la membrana vacuolar (3). 
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nitrato de una poza de almacenamiento a una poza metábolica. 

Se ha ~stimado que la vacuola puede contener de un 60-90Y. del 

nitrato total de la célula C17,25>. La cantidad de nitrato 

almacenado puede ser afectada por factores como la toma de 

nitrato, periodo de reducción, luz, eté Cl7). 

B. Cultivo de Tejidos Vegetales 

Durante los últimos aNos el cultivo de tejidos vegetales se ha 

utilizado como una herramienta para la resolución de problemas 

fisiológicos, bioquímicos, genáticos, etc y se ha aplicado a un 

gran nómero de especias para su establecimiento en cultivo. 

La iniciación del cultivo celular pr~cticamente se puede 

iniciar a partir de cualquier parte de la planta C tal lo, h0Ja 1 

ratz, antera, ovar'io, etc>; Sin em!Jargo, la inducción de callo 

(masa de c61ulas desdiferenciadas> a partir del explante da la 

planta, depende del balance hormonal CaUKina& y citocininas 

generalmente> y de condiciones de cultivo como tempet"atura, 

fotoperiodo, y en algunos casos del tipo de explante de la planta. 

Una vez que se han establecido las condiciones para la 

inducción y matenimiento del cultivo de callos, se puade iniciar 

el cultivo en suspensión por la transferencia de pequeNas piezas 

de callo a un •edio liquido, el cual se mantiene en agitación 

durante la incubación. El establecimiento del cultivo 

suspensión depende algunas veces de si el callo es friable o bien 

si hay que agregar hormonas para un buen crecimiento de las 

cálul•s en suspensión. Durante la primet•a incubación en m11dio 

líquido, algun•s células se liberan del explante y se multiplican¡ 
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de ésta manera, el subcultivo o cultivos'· posteriores al cultivo 

madre, consistirán en células libres o 

celulares C45>. 

Las células en suspensión siguen una 

peque"os agregados 

tlpic:a curva de 

crecimiento CU de células contra tiempo>. Se pueden detectar 

varias fases en la curva de crecimiento; la priaera fase se llama 

logaritmica y es donde pocas células se dividen. En la segunda 

fase la población ~rece de una manera exponencial, y de esta fase 

se pasa a una tercera que es la lineal, donde la velocidad de 

división celular y crecimiento es máximo. Al término de la fase 

lineal, las células entran a una fase de desaceleración, en la 

cual la divisi6n celular disminuye. La última fase se llama 

estacionaria y os donde la población deja de crecer, ya no hay 

aumento en el número de células en el cultivo en suspensión. 

La viabilidad de las célulAs en fase estacionaria depende de la 

especie y de la naturaleza de factores de crecimiento; por 

ejemplo, las células que llegan a fase estacionaria por limitación 

de nitrógeno, retienen una mayor viabilidad en comparación con 

células que llegaron a estar despt~ovistas de carbohidr·atos (45). 

g. Bouvardia lernifolia 

B. ferni/olLa (Cav>Schl. o "trompetilla" pertenece a la familia 

Rubiaceae 1 del orden de la Rubiales. Es una planta que puede ser 

herbácea o arbustiva, mide de 1 a 1.5 m de altura. Sus hojas miden 

de 3 a 6 cm de largo, tiene peciolos elípticos, lanceolados 

acuminados, la base es redondeada y de borde entero. Sus flores 

son rojas de 2 a 2.5 cm de largo, agrupadas en cimas terminales. 
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La forma de su flor semeja a una trompetilla y de ahí su n~mbr,e 

común (411. 

Florece durante los meses de JuliO a Septiembre, y esta 

ampliamente distribuida en el valle de México, siendo más 

abundante en la zona sur; sin embargo, también se llega a 

distribuir hasta Te><as (14,41>. 

Estudios de laboratorio realizados con anterioridad han 

demostrado que 8. ternlfolia puede considerarse como uno de los 

mejores cultivos para realizar estudio• bioquímicos, fisiológicos, 

etc. ( 14, 41 l, ya que presenta una rápida pral i feraci6n celular en 

cultivo, no acumulación de productos tóxicos, un cultivo en 

suspensión homogéneo, con un tiempo de duplicación poblacional de 

24 a 36 horas y es pogible obtener callo a partir de hoja, raiz y 

tallo ( 14, 411. 

Estas caracteristicas hacen de 8. ternL/olla idónea para al 

estudio de entrada y salida de nitrato en un cultivo en 

suspensión. 
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OBJETIVOS 

EKiste el antecedente del comportamiento de entrada y salida de 

nitrato en células de Bouvardia terni/otia (14,41>, por lo que en 

este trabajo se plantearon los siguientes objetivog. 

1> Establecer un sistema en cultivo en suspensión de B. ternifotia 

en fase estacionaria, en el cual se puada determinar lOQ periodos . 
de entrada y salida de»pués de 24 horas desprovistas de nitrato. 

2> Probar diferentes concentraciones de nitrato, para conocer el 

efecto sobre la entrada y salida de nitrato en un corto tiempo de 

4.5 horas. 

3> Determinar en tiempos largos de 10 horas, si el fenómeno de 

entrada y salida de nitrato sigue un mecanismo cíclico. 

4) Determinar cual es el efecto del pH del medio en el cual las 

células SR encuentran suspensión, utilizando medios 

amortiguados y no amortiguados, para conocer si la entrada y 

salida está influida por el pH extracelular. 
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MATERIAL 'f METODO 

La inducción de callo de B. terni/olia se generó a partir de 

hoja y se mantuvo haciendo resiembras cada 20 días. Las e~plantes 

de hoja se sembraron en frascos gerber con 20 ml de medio de 

cultivo sólido Murashige-Skoog <27>, con agar o.ax, sacarosa 3%, 1 

mg/l de ácido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D> y 0.005 ppm de 

cinetina <K>. Los frascos se incubaron en cámaras de crecimieÓto a 

25°C con luz continua. Cuando se observaron los primeros cúmulos 

de células, se procedió a separarlas del resto del explante y se 

sembraron en frascbs con el mismo medio y la misma concentración 

de 2,4-D y K. 

Para iniciar el cultivo en suspensión, se disgrEH;)6 el callo lo 

m~s posible con el fin de obtener pequenos agregados en el cultivo 

madre, estos pequenos agregados se sembraron en matraces 

Erlenmeyer con 50 ml de medio de cultivo Murashige-Skoo9 C27> con 

las mismas concentraciones de 2,4-D y K que en el medio de 

inducci6n y mantenimiento de callo. Para todos los casos el pH del 

medio se aJust6 a 5.8 con soluciones de ácido clorhídrico e 

hidr6Kido de sodio, ambas a un concentración de 0.5 M; el medio de 

cultivo (s6lido y liquido> se esterilizó a 121ºc 6 1.15 Kg/cm
2 

de 

presión durante 20 minutos. Después de 10 días de cultivo ~e 

hicieron resiembras a partir del cultivo madre tomando 5 ml del 
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medio de cultivo en agttaci6n con una pipeta est~ril, tratando de 

desechar los agregados más grandes y tomando s61o los más 

pequenos. De esta manera, los subcultivo& posteriores tendrían 

pequeftos agregados y células libres. 

sacarosa-CaClz ~ :~~:~~==~nte 

~ Con•rllugap(on PVC !O mi 
zooo rpm 

10 días de <3 veces) 
cultivo 

~ Con<rllugao(on ~ 
lavado con 1 hr en 
sacarosa-CaClz 

(! vez> 
sacaro11a-CaClz 

~::::::::::::. o 

~ 
0.5 
1.5 
2.5 
3.5 
4.5 

24 horas en 
sacarosa-C.Clz 

.............. ¡ 

1-fi 

lav~o con 
sacarosa-CaClz 

<2 veces) 

colecta de 
IK.l•liitra• a 
difer11nt .. 

tiUOlpD• 

Figura~- Desarrollo experimental desde el cultivo da c~lulas en 
liiUspensión de B. ternifoLLa en fase estacionaria (10 días), hasta 
la colecta de muestras para la determinación d• nitrato. 
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t. Delerminacion de nilralo 

Para la determinación de entrada y salida de nitrato en el 

cultivo en suspensi6n, se sembraron matraces Erlemmeyer de 250 ml 

con 50 ml de medio de cultivo con un "paquete de volumen cel.1.1lar 11 

(PVC) inicial de 2 ml y se incubaron en cáma~as de crecimiento con 

ao!t~ción rotatoria de 110 rpm y 25ºC <14,41). 

A los 10 días de cultivo se alcanza la fase estacionaria y es 

en esta etapa en la que se utilizan las células para hacer las 

determinaciones de entrada y salida de nitrato <figura 5) (41). 

Fue necesario lavar las células para eliminar el medio nutritivo 

Murashige-Skoog en el que se encontraban creciendo, ya que este 

medio contiene nitrógeno, lo que pudo haber alterado los 

resultados de entrada y salida de nitrato en el cultivo en 

susp~nsión. Por otro lado, se consideró que las células deberían 

permanecer algún tiempo en una solución de lavado-incubación para 

eliminar el exceso de nitrato y para que al mismo tiempo se 

dejaran desprovistas de nitrato. 

Se consideró realizar los lavados e incubación en una solución 

que mantuviera un potencial osmótico y que la célula al ser 

expuesta no sufriera un choque osmótico, además de que hubiera una 

fuente de carbono para que las c:élula$ llenaran sus requerimientos 

energéticos. Por ésto se utilizó sacarosa, considerando éste 

compuesto propicio, ya que se utiliza en la mayoría de los medios 

nutritivos. La concentración de sacarosa que se utilizó en la 

solución fue del 37. (p/vl. También, se decidió utilizar una 

solución de CaClz (5 mH>, ya que el Ca2
+ ayuda a mantener la 
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permeabilidad de la membrana de la célula. 

De esta manera, la solución de lavado-incubación fue 

sacarosa-CaCla. 

A los 10 días de cultivo, las células se centrifugan a 2000 rpm 

durante 5 minutos para obtener un PVC de 10 ml y al mismo tiempo 

lavar las células con sacarosa-CaClz (figura 5>, agregando 30 ml 

de esta solución a lag 10 ml del PVC obtenidos. En cada lavado las 

células se centrt,fugan, se les a9re9a la solución de 

sacarosa-CaClz y se agitan para homogeneizar el medio. En ~sta 

primera etapa se hacen 3 lavados, dejando las célulaB en solución . 
de sacarosa-CaClz d••provistas de nitrato por 24 horas, para 

después volver a lavarlas con sacarosa-C•Clz 2 veces y dejarlas 

hora más en éata solución para eliminar el nitrato que pudieron 

haber sacado las células en el tiempo que se les dejó de;provi&tas 

de nitrato. Cuando se cumple 1 hora solamente se lavan lau células 

una vez m~s y se les a9re9a la solución de sacaroaa C3Y.) y nitrato 

a diferentes concentraciones co~ocándolas en agitación a 110 rpm. 

Para los di 1erentcs tratamientos de ni trato se uti 1 izó Ca <NO•>z 

<tabla ll, 

Para las determinaciones de nitrato, •e toman muestras del 

del medio externo en que se encuentran las cálulae en suspensión. 

Las muestras se toman en tubos Eppendorf con aproximadamente 1.0 

ml del medio en agitación a diferentes tiempos (0 1 0.51 1.5, 2.~, 

3.5 y 4.!5 hrsl (figura ó>. 

Una vez que las mueGtras se han tomado a Otfarantes tiempos, &a 

procede a centrttugarlas a 12000 rpm en una microfuga durante 3.~ 
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Tabla 1. Concentracionas de nitrato probadas para 
determinar los periodos da entrada y salida de nitrato 
en c41ulas en suspensión de B.t9rni/olia. 

0.2 ml1 
s 
10 
15 
25 
so 
75 

400 µl de tcido 
Sal ici l lco \ 

al S'l. ~ 

' O ~ <5 repet.> Muestras d:·:~~~~u~::\on y .::~.~~d:~~. j 
diferentes a.~ m~n'almacenamiento 

tiempos ; 

1 Aglla.C\.on 

Tomar lectura en el 
espectrofotométro a 

410 nm 

~ 

10 ml de ~ 
/NaOH 2H 

1 ~ 
Reposo de 20 
minutos en 
hielo 

Figura b. Toma de muestras del medio en agitación para la 
determinación de nitrato a diferentes tiempos. 
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minutos para que las células que se llegaron a tomar durante la 

colecta de la muestra se desechen y del sobrenadante se haga la 

determinación de nitrato por el método de Cataldo <7,41). 

Las muestras con el sobrenadante fueron congeladas para la 

posterior determinación de nitrato. 

1.1. Melado de Cataldo 

El mátodo de Cat~ldo et al (7), basado 9fl la nitrificación del 

'cido salicílico <ácido 2-hidraxibenzóica) (figura 7>, consiste en 

agregar 400 µ1 da ácido •alicílico al 31' <diluido en ácido . 
sulfárico concentrado> en tubos de ensayo de 20 ml, 100 µl d•l 

aobrenadante que contiene nitrato y los tubos se Agitan para 

dejarlos reposar por 20 minutos. La reacción es extre•ada.ent• 

exotérmica, por lo que los tubo• da ensayo deben mantenerse en 

hielo. Despuós, se agregan 10 ml de NaOH 2 M a cada tubo de en&ayo 

para que se tenga un pH aproximado de 12 y se agiten los tubos en 

un vortex para evitar gradientes, después de que se enfria la 

solución se lee a 410 nm en un espectrofotométro <7>. 

Sólo se midió el nitrato que se encontrab& en al medio exterior 

El método de Cataldo no se ve afectado por iones como el NH:, 

Cl-, NOi, etc. Para cada daterminación de nitrato se hicieron 5 

repeticiones obteniendo la media, porcentaje y error estandar. La 

entrada y salida de nitrato a difarentes tiempos se determinó coma 

el porcentaje de nitrato en el exterior celular. En In 

diferentes gráficas mostradas, el tiempo cero siempre corresponde 
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Figura 7. Nitrificación del ácido sal ici l ico <á.c:ido 
2-hidroHibenzoico), diluido en icido sulfurico concentrado. 
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al ,100 'l., pues es cuando $iE!' agrega la solución de sacarosa C3i'.l y 

nitrato a diferentes concentraciones, esto despu6s de que las 

células estu~ieron desprovistas de nitrato por 24 horas. Si al 

tiempo da 2.5 el porcentaje es de 120, la diferencia del 207. can 

respecto al tiempo cero, índica que hay una salida de nitrato que 

&staba almacenado ~n la célula. Si en un principio hay una 

entrada, entonces el porcentaje disminuir! a un valor manar al 

lOOX inicial. En las siguientes horas puede registrarse otra 

entrada o salida de nitrato, por lo que el porcentage disminuir~ o 

aumentará según sea el caso. De esta manera, la salida de nitrato 

de las células se considera como un increm•nto en la concentración 

de nitrato en el medio exterior; es decir, un incremento en el. 

porcentaje de nitrato externo y de manera contraria la entrada de 

nitrato a la célula se considera como una disminución en el 

porcentaje de nitrato externo. 

En cancentracíanes mayores de 10 mM de nitrato, las muestras 

para la determinación de nitrato se diluyeran en una proporción de 

a 10 con agua destilada, pues el rango para hacer la 

determinación de nitrato por el método de Cataldo sin hacer 

diluciones es de 0.2 a 10 mM; Así, cuando se usan concentraciones 

mayores de nitrato, se deben diluir las muestras. 

2. Registros de pH 

Cuando las células cumplieron 10 días da cultivo, se hicieron 

registros dfl pH en el cultivo en suspensión de B. ternifotia 

(medio Murashí9e-Skoo9> 1 as! como aJ termino de las 24 horas de 
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permanecer desprovistas de ni trato y después cada hora, cuando s.e 

les a9re9ó la solución de sacarosa <3%> y nitrato 10 mM. 

2.1. Medios amortiguados 

Más tarde, se procedió a usar medioS amortiguados a pH 6 con 

dos amortiguadores: Bis-Tris <bisC2-hidroxietillimino-tris 

Chidroxtmotill-metano y Mes ácido 2-Cmorfolinoletano-

sulfónico)(40 mM>. La solución en la que el pH se amortiguó fue la 

de sacarosa C3%> y nitrato a diferentes concentraciones: 1, 10 y 

20 mt1 de nitrato <tabla 2>. Todo el procRdimiento de 

lavado-incubación fue el mismo, sólo que en la óltima ae modificó 

1 figura Sl. 

Posteriormente para observar si a diferentes pH se •eguia el 

fenómeno de entrada y salida de nitrato, se procedió a amortiguar 

el pH a 5.5 y 7 en la solución de sacarosa (3%> y nitrato 10 mM 

(tabla 3). En este caso sólo se utilizó el amortiguador Mes. 

Por otro lado, se utilizaron medios •n los que se eliminó el 

nitrato, despuós de que las células estuvieron degprovistas de 

nitr&to por 24 horas, para detectar si la ausencia de nitrato en 

el medio externo producía una entrada y salida da nitrato. 

Otro trat~miento fue eliminar la sacarosa de la solución de 

uacarosa C37.> y nitrato 10 mM con pH amortiQuado a 5.~ con Hes. De 

manera conjunta, en otro tratamiento se utilizó KNO• 10 mM en 

sustitución de cacNOw>z con aacarosa <3%>.y con pH amortiguado 

:5.5 con He&. 

Después de que las células cumplieron 10 dias de cultivo, se 
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Tabla 2. Solución amortiguada a pH b con sacarosa (3lD y 
nitrato a diferentes concentraciones. 

CNOoJ(mM) pH Amortiguador 

1 6 Bis-Tris y Hes 

10 6 Bis-Tris y Hes 

20 6 Bi5-Tr"is v Mes 

Tabla 3. Solución a1nOrtiguada a diferentes pH con 
sacarosa (311:) y nitrato. . 

tNOol 111111) pH Amortiguador 

10 s.s Mes 

10 7 Mes 

lavaron con medio Murashige-Skoog <sin ninguna fuente de 

nitrógeno>, sacarosa 37. y pH ajustado a 5.8 <sin amortiguar). Esta 

solución se sustituyó por la de sacaros•-CaClz. De esta manera, 

las células se dejaron desprovistas de nitrato en medio 

Hurashige-Skoog por 24 horas, para después lav&rlas y exponerlas a 

una solución de sacarosa <3X) y nitrato 10 mH. 

2.2. Periodo Largo do Exposicion a Nitrato 

Finalmente el último tratamiento consistió en exponer a las 

c•lulas a una soluci6n de •acarosa <3%J y nitrato 10 ""1 con pH 
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amortiguado a 5.5 con Hes, sólo que en este caso se hicieron 

determinaciones de nitrato cada hora, en 10 hor•as de exposición en 

esta solución. 
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RESULTADOS 

El primer evento que ocurrió en las c•lulas expuestas a una 

concentración baja de 0.2 ""1 de nitrato (figura B>, fue una •alida 

de nitrato en la pr.imera media hora y alcanzó 121X. Ca.o ya •• 

mencion6, esta diferencia del 21X con respecto al tie.po cero 

ClOOX>, indica que hubo una salida d• nitrato que ••t•b• . 
almacenado en la c6lula. Después de la salida hay una ttntrada de 

nitrato donda el porcentaje de nitrato externa di .. tnuyó a 99X. y 

se prolongó por 3 horas. En la ólti•• hora •• MtQi•tr6 una antrada 

de nitrato que alcanzó un 109X. 

A una concentración da 5 ml'1, solamente hubo una pequena antrada 

de nitrato en la primara media hora <94X>, para después volver a 

salir el nitrato de las células por una hora C101X> y después otra 

ligera entrada en la~ siguientes 3 her&• dia•inuyendo 1tl 

porcentaje a 86Y. <figura B>. 

En la concentración de 10 •M las diferencias entre el 

porcentaje de nitrato externo m!ximc y minímo se hacen más 

grandes, ya que a las 0.5 y 1.5 horas se registró una entrada de 

nitrato decreciendo el porcentaje hasta un 82X (figura 9). 

Posteriormente se registró un aumento en •l porcentaje de nitrato 

externo <salida de nitrato> llegando a un 90X. En la siguiente 

hora volvió a haber una entrada de nitrato (79X> y más tarda una 
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Figura B. Células de 8. ternL/otLa aKpue&ta5 a concentraciones 
bajas y medianas de ni trato, después de un periodo de :?'1 horas 
desprovi&tas de nitrato. 



ENTRADA Y SAIIDA DE NITRATO 

10 mM 

"º 
100 

70 

"'• •• 
roro (h') 

Figura 9. Células de 8. terni/otia expuestas a una concentración 
de 10 .M de nitrato, después de un pariodo de 24 horas 
desp1 .. ovistas de ni trato. 

ligera salida de nitrato durante una hora (81%). 

En la concentración de 1~ mH durante las 4.5 horas sólo sa 

registró una entrada de nitrato que lleQÓ a alcanzar un B6X 

(figura 10). Para la concentración de 25 ft1 de nitrato, al primer 

registro fue una salida de nitrato en la primera hora y mt1dia 

(107~>1 en la siguiente her& hubo una entrada de nitrato (941.>¡ y 

despuós permaneció constante la cantidad de nitrato externo por 2 

horas (951.) (figura 10>. 

A una concentración alta da nitrato <!50 mH>, durante la primer., 

hora y media se registró una salida de nitrato de hasta l20X 
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Figur• 10. Células de B. L•rn!/oLLa expuesta& A concentr•c1onus 
median•IMlnte altas de nitrato, da&pué& de un periodo de 24 hora6 
desprovistas da nitrato. 
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(figura 11>. De manera contraria, se registró una entrada úe 

ni trato de hasta 75'l.. en 75 mH; sin embari;io, a partir de dos horas 

y media de exposici6n a nitrato la entrada y salida de nitrato 

tienden a estabilizarse en ambas concentraciones, en 50 mM el 

equilibrio es entre 90-93% y en 75 mM es entre 95-99%. 

Los registros de pH cuando las células alcanzaron la fase 

estacionaria <10 días> fueron de 4.3, cuando en un inicio el pH 

fue ajustad? a 5.8. Después de que las células se lavaron Y, se 

dejaron 24 horas desprovi&tas de nitrato, el pH registrado fue de 

4.5. Cuando las células sa expusieron a una solución de sacarosa 

<'3'X.> y nitrato 10 mM, los registros de pH cada hora indicaron que 

VARIACION DE pH DURANTE LA ENTRADA 

Y SAUDA DE NITRATO 

'• 

Figura 12. Determinación de pH en el medio en aQitación, cada hora 
despu6s de agregar la solución de sacarosa <3X> y nitrato 10 mM. 
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•había aumento o disminución de pH entre rangos no mayores-de 4 y ; 

(figura 12). Estas variaciones de pH en el medio durante l• 

entrada y salida de nitrato por las cálulas hicieran que s• 

procediera a usar medios amortiguados. 

En la segunda parte de este trabajo, se utilizaron medios 

amortiguados a pH ó con dos amortiguadores: Bi&-Tris y Hes, a 

concentraciones de 1, 10 y 20 ~M de nitrato. 

Las células que ~stuvieron expuestas & una concentración de 

mM de nitrato amortiguado a pH 6 con Bis-Trig (fioura 13>, durante 

la primera media hora sólo se registró una pequena salida de . 
nitrato <106X). En la& siguientes 4 horas se registró una entrada 

de nitrato que ~ue bastante prolon9ada, llevando hasta un 67X. 

Cuando l•a células se ~antuviaron en las mismas condicione5 p•ro 

con amortiguador Mes (figura 13), tambián en la primera •ediA hora 

&e registró una salida de nitrato, aunque de mayor tamaNo que en 

el tratamiento con Bis-Tris <1171.). Después de éata salida se 

inicia una entrada de nitrato por una hora (84X>, paro no &e 

prolonga como en el medio con Bis-Tris, ya que después se inicia 

otra vez una salida de nitrato por 2 horas que alcanzó un YBl y en 

la óltima hora una ligera entrada de nitrato (92Z>. 

Cuando se expusieron las células a una concentración madurada 

de nitrato de 10 mH, las tendencias tanto en el tratamiento con 

Bis-Tris y 112s fuuron muy similaras (figura 14). En un inicio una 

pequena salida y después una entrada de nitr~to, que en el C•BO 

del tratamiento con Bis-Tris termina a las dos y media horas y con 

H~s se termina a la hora y media. Más tarde, en ambos tratamientos 
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se inicia una salida de nitrato que alcanzó un porcentaje de 

nitrato externo máximo de 104 y 109Y. para Bis-Tris y Mes 

respectivamente. 

Cuando las células fueron expuestas a concentraciones 

moderadamente altas de 20 mM de nitrato, en el tratamiento con 

Bis-Tris (figura 15>, en la primera hora y media la cantidad de 

nitrato externo permaneció casi constante, alrededor del 100X 

inicial (99 y 1001..),. En la siguiente hora hubo una salid• de 

nitrato (1111..) y deupuás hubo un• entrad• de nitrato disminuyendo 

el porcentaje de nitrato externo a 1001.. En la últi•a hora ocurrió . 
una salida de nitrato que sólo alcanzó un 1041.. En el caso del 

tratamiento con Hes (figura 1~>, durante tres horas y media se 

registró una salida de nitrato en las células, •ólo que ésta fue 

lioe~a, ya que alcanzó un valor máximo d• 111X. En la última hora 

&6lo se registró una entrada salida de nitrato que disminuyó a 

1081... Las diferencias mixim•5 y min!mas del porcentaje de nitrato 

externo fueron del 13X para Bis-Tris y del 111. par• Mes. 

Una vez terminada eata parte, se consideró qua los tratamientos 

con Mes y Bis-Tris presentaron un comportAlliento muy ai•ilar·en la 

concentración de 10 aM de nitrato, que fue donde meJor &e presentó 

el fgnómeno de entrada y ••lid& de nitrato. 

Cuando la solución de saca•ora <3X> y nitrato (10 mH> fue 

amortiguada a pH 5.~, el porcentaje da nitrato externo disminuyó 

conforme al tiempo, esta entrada de nitrato se prolongó tr•s hora& 

y media y alcanzó un valor de 83X (figura 16>. En la siguiente 

hora se registró una salida de nitrato, que casi llegó a au valor 
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FigurA 16. Célul•~ da 8. t•rni/olia expuest•s a una ~oluci6n da 
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inicial del IOO'l. (97'l.). 

En el media que fue amortiguado a pH 7, el fenómeno de entrada 

y salida de nitrato se disminuye en comparación de pH 5.5 (figura 

lá), pues se registraron 3 entradas y 2 walidas de nitrato de las 

células; gin embargo, son más reducidas que en pH 5.5. 

MEDIO AMORTIGUADO A pH 5.5 

NITRATO 10 mM 

.. 
......, , .. , 

Fioura 17. Células de B. terni/olia expuestas a una solución de 
&acarosa <31.> y nitrato 10 mH con pH amortiguado a 5.5 con Me&. La 
duración de la exposición fue de 10.~ horas. 

El tratamiento en qua las célula& fueron expuestas • &acaroGa 

<3X> y nitrato 10 att, con pH atn0rti9uado a 5.5 con Hes por 10 

horas de exposición <ttoura 17>, durante l• primera •edia hora se 

registró una entrada da nitrato <BlX> y en la siouiente hora una 

salida d• nitrato que 11996 a ~ebasar ul 1001. y alcanzó un 
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porcentaje de 126'l.. En la siguiente hora hubo de nuevo una entrada 

de nitrato y alcanz6 un valor de 94'l. 1 después ocurrió una salida 

de nitrato de las c4lulas y alcanzó un valor de 127%. En las 

anteriores horas (de O a 3.5 ) siempre se registró una entrada y 

una subsecuente salida de nitrato, perd despuélii de tres horas y 

media de eMposición a nitrato ~e registró una entrada de nitrato 

que se prolonQÓ por 2 horas <B7X>. En las 3 horas siguientes hubo 

de nuavo una sal ida y una entrada de ni trato e 121, 111 y 130'X). 

Oaspu~s de ocho hora~ y media de exposición a nitrato, al 

porcentaje de nitrato externo disminuyó drásticamente a un 35'l. y 

fue una entrada da nitrato que ae prolonQ6 ha5ta la siguiente hora 

(33'1:1. 

Se llevaron 4 tratami•ntog control para 5aber si en estos se 

presentaba el fenómeno de entrada y salida de nitrato. En el 

primer control (fioura tB>, se utilizó KNO• 10 mM en lugar de 

Ca(NOa>z. Durante la primera hora y media sa. reoistró una entrada 

de nitrato <647.> y en las si~uiantes 3 horas el porcentaJ• de 

nitrato comenzó a aumentar y alcanzó un valor m!ximo de 9BY.. En 

este tratamiento se corroboró qu• también con KNOa se presenta el 

f.nónMlno d• entrada y salida d• nitrato. 

El wegundo control consistió en exponer a laa c~lulaa a una 

solución de nitrato 10 .tt paro sin sacaroua (fioura 18). En la 

primera hora y media d• &Mpogici6n, la• células sacaron nitrato al 

medio eMterior alcanzando un valor m~xilK> de 116X. En la •i9uienta 

hora hubo una ligera 1tntr•da de nitrato (112X> y después otra 

salida de nitrato que tambián es ligera <t17l>. Sólo en la última 
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FtQur• 18. C•lul•• de B. t•rnl/otia expueata• a un• solución da 
••c•rosa <3X> y KNOs 10 P9l'1 con pH A90rtiQuada • ~.5 con Mes. En un 
.eQundo trat••ianto las células &• •Kpusieron a una solución de 
nitrato 10 •M ain ••casar• y con pH a.ortigu•do a 5.5 con Mes. 



ENTRADA Y SALIDA DE NITRATO 

Figura 19. C4-lulas dv B. tern'i./oL La que fu•ron incub-.da<.2 2.q hnr~H:. 
en medio t1ur&shigo-Skoag <sin nin9unlil fuent~ de ni t1~ó"l!nO) y 
después 11xpue&ta& a una solución de sacaro5a (37.J y nitr·ato 10 mH. 
Un &egundo trat•miento consistió en d&Jar a la célula~ en 1.1 
5oluci6n de sac•rosa-CaClz por •~& dR 24 hor•s. 



hora se registró una entrada de nitrato que fue un poco más 

marcada y que alcanzó un valor de 109Y.. 

En el tercer control se mantuvieron cólulas incubadas en medio 

Hurashige-Skocg por 24 horas, pero sin ninguna fuente de nitrógeno 

en el medio, con pH ajustado a 5.8 <sin amortiguar> (figura 19>. 

Cuando se cumplieron 24 horas, las c~lulas se expusieron a una 

solución de sacarosa (31.) y nitr•to 10 mM Cya que fue la 

concentración en la, que mejor se presentó el fenómeno de entr•da y 

salida de nitrato de los tratamientos donde el pH no fue 

amortiguado>. Durante dos horas y media de exposición a nitrato se . 
registró una salida de nitrato que alcanzó un valor máxima de 1071. 

y en la siguiente hora hubo una entr•d~ de nitrato (991.>. En la 

última hora se registró una salida de nitrato que fue más marc•da 

que la primera <1141.). 

En el último control las c~lulas nunca estuvieron en la 

presencia de nitrato (figura 19>, sólo se mantuvieron en la 

solución de sacarosa-CaClz daspuá& de que cumplieron 24 horas 

desprovistas de nitrato. Esto se hizo con la finalidad de saber si 

las células eran c•paces de sacar y meter nitrato que tuvieran 

almacenado an ausencia da nitrato en el medio externo. En la 

primera hora y media, el porcentaje de nitrato eMterno perman•ci6 

constante <04>. Daspué~ de hora y media se registró una salida de 

nitrato que alcanzó un valor ~Aximo de 19%. El nitrato almacenada 

salió de las c~lulas y se volvió a tomar del medio externo en la 

si9uiente hora (01.>. En la última hora se registró de nuevo una 

salida de nitrato (10%>. 
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DISCUSION 

AlQunos autores han demostrado que la presencia de nitrato en 

el medio axt•rno, estilM.lla la entrada de nitrato en raices de 

Cebada y Maiz CS,6,24 1 26 1 28,44,). AdemáG, debe considerarse que la 

toaaa neta da nitrato es la diferencia entre la entrada y salida de 

nitrato a trav•s da la &MNtbrAna plas~tica (10,19,21,24,31,32>. 

Una probable inhibición del sisteaa de transport• para el nitrato 

d•bido a altas concantracion•• de nitrAto IH1 la célula y el 

aWMtnto en la &alida de nitrato, son factoras qua pueden af.ctar 

la toma neta de nitr•to en l• célula <21>. MacKC>t«\ en 1981 <20), 

propusó qua la acu•ulación da nitrato en la vacuola, parece ser un 

factor qua rastrin9e la entrada y que al mismo tiempo aumenta la 

.. lida d• nitrato d• la c~lula. 

cuando •• •Mpusieron r•ices de Cebad• • concentraciones de 10, 

:so, 100 y 750 µH, l• ••lid• de nitr•ta era ••YDr confor5e l• 

conc90tr•ción d• nitrato au .. nt•b• en al •edio ext•rno (11). 

Ad..S.s, •• h& 90Contr&da que ion•• C090 el Ni: puedan estiaul•r la 

••lid• de nitreta en raic .. de Ceb&da <12>. 

Un• vaz qua el nitr•to as expulsado de la c•lula, ••& tarde 

puede sar reab50rbi~o (21,.-2.W.-L• &alida de nitrato da la célula 

sirve como un proceso pa&ivo y que es independiente de loa 

procesas de toma de nitrato. Por ••to la ~alida de nitrato puada 

iattrvir COIKJ un proceso reQulador de 1& entrada y conc.ntración 
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citoplasmática de nitrato Ul,23,24,31>. Sin embargo, deben 

considerarse otros factores que pueden hacer disminuir la toma de 

nitrato en la ra! z (11). MacKown et al en 1983 (22>, encontraron 

que en ratees de ma!z hay una relación recíproca entre la salida y 

reducción de nitrato, pues cuando hay un aumento en la salida hay 

una disminución en la reducción de nitrato. De manera contraria 

cuando disminuye la salida aumenta la reducción de nitrato. El 

nitrato que entrab~ c'sNOi> erA más rápidamente reducido que el .. -ni trato endógeno < N01> .. 

Cuando las pl•ntas tienen una mediana deficiencia o permanecen . 
desprovistas un corto periodo de un nutriente, puede haber un 

aumento en la toma en una consecuente exposición al nutriente. 

Recientes estudios han confirmado que en plantas que permanecieron 

desprovistas de nitrato por 3 días, la toma de nitrato se 

incrementó cuando se eHpus1eron a una solución con nitrato 

(19 1 47). Cuando plántulas de Cebada fueron desprovistas de 

nitr6oeno, la entrad• de nitrato fue esti~ulada, pero fu• 

restringida la entrada y salida de nitrato cuando cuando las 

plántulas tuvieron un alto status de nitrógeno <19>. 

1. Altas y Bajas concentr~ciones de Nitrato 

Cuando células de 8. ternL/olia se expusieron • concentr&ciones 

bajas de nitrato (0.2 y 1 mf'U, el primer evento que ocurrió fue 

una salida de nitrato. Este aumento de nitrato en el ntedio externo 

muestra que las célulau almacenan nitrato antes de que sean 

desprovistas de nitrato; ademAs 1 este nitrato alm~cenado no es 

asimilado aún cuando las c~lulas estuvieron sin nitrato por 24 
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horas. 

ESTA TESIS HO DEBE 
~t1UR DE lA BIBLID f ECl 

Las células son capaces de mantener variables cantidades de 

nitrato almacenado y no asimilarlo a.ún de.spué:s de 24 horas sin la 

presencia de nitrato. Esto se muestra en la concentración de 0.2 

mM, donde el porcentaje de ni trato externo aumentó de un 100% 

inicial a 121X en la primera media hora, habiendo una diferencia 

da 21%. El 217. corresponde a una concentración de 0.042 mM. En 

altas concentraciones de 25 y 50 mM de nitrato también el primer 

evento que ocurri6 fue una salida de nitrato. En 25 mH la cantidad 

da nitrato que sali6 de las cálulas fue del á% en la primera hora 

y media, este porcentaje corresponde a una concentración de 1.5 

mM. Para l• concentración de 50 ~M la cantidad de nitrato que 

salió de laG células fua del 19% Rn una hora y m•dia y corresponde 

a una concentración de 9.~ mM. Esto refleja que la cantidad da 

ni trato almacenado en las células de B. t.erni./ol ía va de 

concentraciones de 0.042 a 9.5 mM, cantidades bajas y ~edianas de 

nitrato. 

Se ha estimado que la concentración citoplasmAtica de nitrato 

en células de raiz da Pisum. es de 5 a 15 mH, una conc&ntración muy 

cercana a la usti~ada de la que se almacena en células de B. 

t•r~i/oLLa; sin ambar90, conta la poza metabólica es miG pequena 

que la poza da almacenamiento, 86 probablR que la concentración de 

nitrato vacuolar almacenado en Píst.lll\ sea mayor a la citoplasmitica 

1311. 

La salida de nitrato fue mayor conforme se aumentó la 

concentración de nitrato, obteniéndose re~ultados similare& a un 

estudio real~zado con raices de Cebada (12). 



En esta primera parte, se consideró que la concentración de 10 

mM de nitrato fue en la que meJor se presentó el fanómeno da 

entrada y salida de nitrato en células en suspensión de B. 

terni/olia, ya que en esta concentración de nitrato no se rebasó 

el 100% inicial, pues una vez que disminuyó el porcentaje de 

nitrato eKterno, óste sólo llegó a aumentar a un 90X. 

En las diferentes concentraciones probadas siempre se pre~entó 

una entrada y una salida de nitrato a &Kcepci6n de 15 mM donde 

sólo hub6 una entrada de nitrato en las 4.5 horas de eKposici6n a 

nitrato. La entrada y salida de nitrato ocurre a bajas, .adianas y 

altas concentraciones de nitrato y no es dependiente de la 

concentración eKterna de nitrato. 

a. Efecto d• pH 

La& determinaciones de pH en el medio Hurashige-Skoog y cada 

hora cuando las c~lulas se eKpusieron a nitrato, indicaron que 

había grandes variaciones en el pH, pues éste osciló entre 4 y b 

(figura 12). En cultivos en suspensión de Zanahoria e lpomaa sp., 

al pH inicial del medio de cultivo fue aJustado a 5, pero despuéG 

de 10 días de cultive el pH diuminuy6 • rangos de 4 y en algunos 

casos disminuyó hasta 3.8 (36,49). Cuando sa aQreg6 nitrato al 

cultivo en suspvnsión de Z•nahoria, el pH del medio disminuía 

conforme aumentaba la concentración de nitrato (48>. Por lo que 

los medios de cultivo utilizados tuvieron una baja capacidad de 

amortiguamiento, 

Murashige-Skoog. 

lo que también sucedió con •I media 

Deane-Drummond y Glass en 1982 ClO>, observaron el efecto de pH 
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en la toma de nitrato en soluciones con pH desde el rango de 4 a 9 

<pH inicial sin amortiguar) en ratees de Cebada. En el pH ácido la 

toma de nitrato fue mayor en comparaci6n ·a un pH básico, por lo 

que la sensibilidad de toma de nitrato sob1~e el pH, puede ser 

función de la especie y del status de nitrato en el tejido. 

~.1. Medios AnDrliguados COiferenles concentraciones de NilraloJ 

Por las variaciones de pH en el medio, se pensó en un principio 

que estos resultados podrían apoyar la idea de que las ATPasas que 

se encuentran en la membrana plasmática bombeaban protones al 

medio exterior celular formando un gradiente electroquímico, el 

cual era aprovechado para transportar nitrato través de la 

membrana plasmática por un mecanismo simport o antiport, por lo 

que las variaciones de pH se presentaban por el gradiente 

electroquímico formado. Sin embargo, los resultados mostrados en 

los que se utilizó nitrato a l, 10 y 20 mM con pH amortiguado a 6 

con dos amortiouadores <Bis-Tris y Hes>, indicaron que si se 

presentó el fenómeno de entrada y salida de nitrato. En los 6 

tratamientos tanto con Bis-Tris y Mes <figura 13, 14 y 15>, el 

primer evento que ocurrió fu• una salida de nitrato de las células 

a excepción de 20 mM con Bis-Tris, en la que primero se mantuvó 

constante la cantidad de nitrato externo en hora y media para 

después haber una salida de nitrato en la siguiente hora (figura 

15). 

Esta salida de nitrato que se presentó como primer evento fue 

de la misma magnitud que en los tr~atamientos donde no se amortiguó 

el pH. En la concentración de l mM (figura 13>, el tratamiento con 
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Bis-Tri& registró una salida de nitrato en la primera media hora y 

alcanzó un porcentaje de 6. En el otro tratamiento con Hes, hubó 

una salida de nitrato en la prim~ra media hora y el valor 

alcanzado fue de 17X. El 6 y 17X corresponden a una concentración 

de 0.06 y 0.17 ~M para Bis-Tris y Mes r .. pectivamente. 

En el tr•t•~iento con 10 "'11 l• salida de nitrato ttn los 

tratamiento con Bis-Tris y Hes fueren del 2 y b'l. r~spectivamente. 

Estos porcentajes ccrrespcnden a una concentración d• 0.2 y 0.6 mH 

con respecto al 1007. inicial que fue de 10 eM. 

Para la óltima concentración de 20 mH, el porcentaje alcanzado . 
en Bis-Tris y Has fueron del 11 y 7X y corresponden a 2.2 y 1.4 mH 

respectivamente. La cantidad de nitrato qua salió da las células 

fue similar a los trata~ientos donde el pH no fu• aeortiouado. 

La concentración de 10 •H de nitrato, en el trat .. tento con 

Bis-Tris y Hes, se consideró que fue la mejor, porque durante 

cuatro horas y media de exposición de las células & la solución, 

•e presentó clara•ente el fenómeno de entrada y salida de nitrato 

alcanzando un 106X como porc11ntaJa m•ximo. Por esto so procedió a 

utilizar esta concentración para un& p&rt• postarior da aste 

trabajo, que consistió en probar diferente• pH con He•. Sólo •• 

utilizó Mes ya qua el rango de &.artiguación es mayor para Mes qua 

para Big-Tris. Los pH prob&dos fueron 5.~ y 7. 

2.2. Diferentes pH (Nitrato 10 lllliO 

Posteriormente, se pretendia conocer si a diferentes pH se daba 

el fenómeno de entrada y salida de nitrato y a1ectiva~ante a 

diferentes pH ocurrió la entrada y salida de nitrato, 
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p~esentándose un compo1·tamíento muy si mi lar en pH 5. 5 como en ~1 

tratamiento de pH 6 con 10 mM de ni tt~ato, sólo que en éste caso no 

~e habia present.'"-\do en la primera medía Hora una pequcf"ía salida de 

nitrato (figura 14 y 16>.Para el caso de pH 7, la cantidad de 

ni trato externo se mantuvó casi constante durante las 4. 5 horas 1 

alrededor del lOOX inicial <figura 16). De esta manera, se 

consideró que el mejor tratamiento fue el de pH 5.5, porque 

presentó un comportamiento similar a los tratamientos de 10 mM de 

nitrato y pH amortiguado a 6 con Bis-tris y Hes <figura 15). 

Cuando las células se expusieron a nitrato 10 mM con pH 5.5 el 

fenómeno da entrada y salida de nitrato se pre&entó claramente, y 

presentó un comport•miento $imilar ·al tratamiento da pH 6 y 

nitrato 10 mM <sin pH amortiguado) (figura 9, 14>. 

3. Periodos Largos do Exposicion 

Cuando células de 8. tornL/olLa se exp~s1eron a un periodo 

l~roo de 10 horas a una solución de 10 mM de nitrato y pH 

amortiguado a 5.5, se presentó claramente el fenómeno de entrada y 

salida de nitrato durante las primeras ocho horas y media, pero a 

las nueve y diez horas y media el porcentaje de nitrato disminuyó 

dr~sticamente a valores de 35 y 33X respectivemente (figura 18>. 

Esta cAida en el porcentaje pudó deberse a que las células después 

de que estuvieron un largo tiempo de exposición, asimilaran el 

nitrato que lle9Aron a expulsar dos horas antes. 

4. Efecto de Potasio 

Para conocer si con KNOa se presentaba el fenómeno de entrada y 
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Sialida de nitrato en células de B. terni.fotia, su utilizó a una 

cancentraci6n de 10 mH, con sacarosa<3%) y pH amortiQUado a 5.5, 

en las mismas condiciones que en el tratamiento con Ca(NOa)z. 

En la e::posición a KN03 hub6 una entrada de nitrato y una 

salida de nitrato que fueron bastantes evidentes y que fueron de 

mayor magnitud en comparaci6n al tratamiento con C•(N01)z (figur& 

15>. 

Rufty et al en 1,981 <:S7>, encontraron que ratees de Tri90 

desarrollaron un periodo máximo de toma de nitr•to cuando se 

mantuvieron en presencia de potasio; además, el transporta de . 
nitrato de raiz a talla también aumentó cuando el potafiio estaba 

pre6ente. La toma de nitrato fue mayor con KN01 (20X) que con 

Ca(NQ3)z, pero •enor la reducción cuando en el ntedio habla KN01. 

Ruf ty et al concluyeron que eH probable que el potasio estimule 

las ATPaGas de la membrana plasmitica para formar un gradiente 

electroquímico el cual se aprovecha pv.ra el transporte de nitrato 

al interior de la célula, además de que el pot•slo y nitrato sean 

transportados Juntos al xilema y por eso el transporte fue 

estimulado cuando habla potasio en el medio eKterno. 

5. Efecto de Sacarosa 

Cu•ndo se eliminó la sacarosa del medio, las dos s•lidas de 

nitrato que se registraron en las 4.5 horas de exposici6n fueron 

de poca magnitud, ya que el nitrato quu salió en la primera hora y 

media <17%) sólo un 5% se 11996 a tomar del medio externo. Por lo 

que la sacarosa puede ser un factor determinante en la entrada y 

sal1da de nitrato, ya que puede ser un origen de energía para la 
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célula y si los procesos de transporte de nitrato a través de ~a 

membrana plasmática requieren energía, cuando no hay sacarosa 

entonces el fenómeno de entrada y salida de r.1tr-atc1 se ve 

disminuido. 

6. Colulas Incubadas on Mura$hlgG-Skoo9 

El tratamiento en el que las células fueron incub.,das en mc•dio 

t1urashioe-Skoo9 sin ninguna fuente de nitrógeno, ~•e hizó con la 

finalidad de conocer si la9 células eran capaces de tomar y 

expuls•r nitr~to, una vez que cumplieran 24 horas incubadas con la 

prewencia da otroG nutriente• como Mg2
•, Fe2 +, so~: Zn 2 •etc. 

Cuando las c4lul•• fueron expuestas ~ sacarosa <37.> y nitrato 

10 ~M de9pués de h•ber cumplido su incubación en medio 

Mura&hige-Skoag, se presentó el fenómeno de entrada y salida de 

nitrato, aunque en la& primeras dos hor•s y media sólo se registr6 

una salida de nitrato, pero en la siquiente.hora hubó una entrada 

de nitrato y después de nuevo una Galida de nitrato que fue de 

mayor maonitud que la pri.ner•· 

7. Celulas Sin la Presencia de Nitralo 

Cuando las c~lulas cumplieran 24 horas sin nitrato, se Lavaron 

y 5& les volvió a deJar sin la presencia de nitrato. Se 

rec¡iistraron 2 s&lidas y una entrada de nitrato, por lo que du1~ante 

el tiempo quo permanecieron sin nitrato por 24 horas, las células 

probablemente también e><pulsaron y tomaron nitrato.. En éste 

tratamiento se demuestra que no e5 posible dejar sin nitrato 

completamente a las células de nitra.to, pues hay sal1da y después 
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una entrada de nitrato. 

Las células de B. lernifotla probablemente siguen una dinámica 

de mantenimiento de nitrato dentro de la célula a pesar de que no 

hay nitrato en el medio externo, pues sigue habiendo nitrato en 

las células aún cuando permanecieron 24 horas sin presencia de 

nitrato en el medio y es probable que durante este tieMpo sólo 

asimilen una pequefta cantidad. 

La interacción c:J.e la poza de nitrato vacuolar y citoplasm!ticA 

puede ser muy compleja, ya que del nitrato que pasa al citoplasma 

<tomado del medio externo>, puede transportar•• a la vacuola o . 
bien salir de nuevo. El nitrato de la vacuola •e transporta al 

citoplasma y del citopl•sma •l •edio exterior y el nitrato qua esta 

en el medio exterior pueda volverlo • tDfnar l• célula. 

8. Siste...a Establecido 

Podemos considerar quo el sist.,.• establecido an el que se 

emplearon células an suspensión de B. ternl/otta 9f1 fase 

e&t•cionarta, con un periodo de 24 horas sin la presencia de 

nitrato y 5U consecuente eKposici6n a ástv, .. bueno para 

determinar la entrada y salida de nitrato sin vl uso de análogos 

de ni trato come 1ºc10;, 11NOii 6 teiNOi. 
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CONCL.USIONES 

El fenómeno de entrada y salida de nitrato se presentó en ~•ltas 

y bajas concentraciones de nitrato en el medio y no fue 

dependiente de su concentración externa.. 

Durante la exposición de la células n. nitrato, se registraron 

variaciones de pH, cuando el pH fue ácido, la entrada y salida de 

nitrato fue de mayor magnitud en comparación a pH neutro. 

La concentración de 10 mM de nitrato fue la que presentó 

mejores resultados, respecto a una mejor apreciación de la entrada 

y salida de nitrato, tanto en los medios con pH amortiguado como 

en los que no fue amortiguado. 

La sacarosa parece ser un factor determinante en la entt~ada. y 

salida de nitrato, pues cuando se elimina d~l medio, el fenómeno 

de entrada y salida de nitrato se ve disminuido. 

Con KNOa <10 •M> 9 la entrada y salida de nitrato fue de mayor 

maonitud en comparación con Ca(NQ3)z. 

Se propone que solo una pequena cantidad de nitrato se llega a 

incorporar a las células durante el periodo en que permanecieron 

desprovistas d• nitrAto, pues cuando las células permanecieron por 

mis de 24 horas sin nitrato en el medio externo, éstas expulsaron 

el nitrato que ten1an almacenado y despu~s lo volvieron a tomar. 
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