
FACULTAD DE CI€NCIAS 

efecto de los guonidinos . 
en la absorción de potasio 

y respiración de rarces 
aisladas de cebada 

tesis profesional . 

mo. teresa bengochea coñas 

méxico,d·f· 1975 

BIBLIOTECA 
10 DE ECOJ,.OGII 



INTROQUCCION 

La célula vista JI" descrita inicialmente por Robert Hooke en 1615. se 

Ct';¡8idera como la unidad básica de la organización de los seres vivos, sin

imrO l"tar que ellos sean B.t'1imales unicelulares, plantas u organismos gran -

des compuestos por millones de células. las cuales varfanen muchas propi~ 

d.1Úic'stDles como tamaño, organizaciOnínterna y externa. 

Cada célula tiene una forma de aislar su medio internó del medio ex \-

temo que la rodea, éste factor de aislamiento 10 'realiza lamembranaplasm! 

rica. Las células vegetales y algunas animales tienen una capa adicional, una' 

pared celularrfgIda la cual rodeae.l\.1:eriormente a la membrana plasmática .. 

A continua.ciOn se presenta un esquema de una célula tipiea de rafz. 

:\ 1 t t.l'X:ondria 
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La pared celular es¡;l esqueleto de las cel\.lla veSetdes. aunque en -

algunos casos especiales pueden aparecer desnuda.s. Consta. principalmente-

de pared primJ,ria. y lártlina media.. Es una estructura relativamente, rfgida-
) 

aCm en células me ristemá.ticas y ésta rigidez y dureza de la pared secundaria 

es causada por la presencia de grandes cantidades de celulosa y hemicelulo -

sao Es,t§. altamente hidratada. permitiendo asr el libre movimiento de sUs - j' .. 
tancias en solucLón acuosa a través de ella. pero previniendo el movimiento-

de' moÍCculas grandes (3). 

Da a la célula consistencia. protección, soporte a las partes internas 

y hace pOSibles las alteraciones en las formas celulares las cuales son tan -

importantes para la diferenciación del tejido • 

. Aunque separa a la célula de lo que la rodea, su funcionamiento en es 

te sentido es muy poco eficiente, pues la mayorfa de los materiales que ea tAn 

en el medio de contacto. atraviesan la pared sin dificultad alguna. 

La lámina media es una. sustancia cementante entre dos células adya -' 

. ce.ntes y también se encuentra entre pared primaria y secundaria de pa~ c~ 

lular •. formada en gran parte por coloides pécticos (3). 

En todas las células el citoplasma est§. rodeado por una membrana: la 

membrana; plasmlitica. que' se encuentra en estrecho contacto por dentro con 

la pared,interior o primari,a de la pared celular, tiene un gros?r de 75-tOO -

AO. Sirve para separar el contenido celular del medio ambiente. En célul,:lS 

eucarióticas también strvepara definir el citoplasma delimitando valios orga - . -
nelos; sin embargo ella hace algo.n:~s que limitar, pues es ademt\s el sitio -

,de muchos procesos bioquímicos muy complejos. Estos procesos incluyen -



.. '? 

la toma de sustancias orgánicas é inorgánicas. selecci6n yexclusi6n de cier 

tos iones de la superficie celular y la regulaciOn de la toma de agua ( 3 .·8 ). 

La importancia de esta estructura para la célula viva está por encima· 

de todaponderaci6n teniencloen cuenta que encierra directamente alcitoplas

roa y las inclusiones citoplasmáticas. sepuede afinnar que .ella contiene la -

to~alidad del sistema vivo r lo proteje. 

Esta membrana realiza el vital papel.de regular el paso de materiales 

hacra el interiOr y el exteriOr de la célula. En otras palabras goza de una -

. penneabilidad diferencial gracias ala cual puede.hacer que ciertas sustan. -

cías penetren en la célula y otras no lo hagan. Además representa una vCa: de 

entrada de una sola direcciOn para algunos materiales y no pennite su salida. 

También impide ~m un. grado muy impOrtante la penetraciOn de gran número -
, --~ -, . ' ' ? 
... . . . i 

de .sustanciasque son tOxicas al citoplasma ( ~). . ; 

. Cuando s~ observa con el microscopio 6ptico resulta: muy difrcfl die -

tinguir hasta dOnde llega la membrana y en donde empieza el citoplasma. de

bidoa que son iguales en color y refringencia, pero si se diferencian bien.con 

el microscopio electrónico. 

En una ·observaci6n al microscopio electrOnico se ve que esta membr!. 

na consiste de 2capasextenias redeando a otra capa media. Esta estructu -

ra de la membrana aparece en todos los seres vivos y por esto ha sido tlesig

Iiada como unidad de membrana (27 ). Desde los traQajos de Dawson y Da -

nIelli en 19351 hasta los de Robertson • Fox y Singermás recientemente. -

los modelos de membranas que se han postulado conservan todos basicamente 

Una constituci6n semejante, las. cuales e.J;."Plican las propiedades fisiológicas -. 
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tOTE 
de la mismá. En dichos modelos , la l11üdad de m::rn.brana. co~~l~ ~~:rCºt.OGI,I 

. capa bimolccular lipfdica ~ cubiertu.en úmbos lacl()s con una ca~a proteica. -
. . . . 

1 ... a parte soluble en agua: O polar son los e:>..'trernos de la parte lipidica la cual 

da hacia afuera O sea que está en contacto con las pclrculas o capas'protei _ 

ella ( 3 • 4 ). 

.'EsqUema de l1n.rnod~10 de membrana 
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'El citoplasma oe una c61ula rncristemátic3. está r0~O~,- ¡:ido P01- Ui¡ COi~ 

plicado sistema vesicular Hm[tado por membrun<is llama~o J~cí:rculo endoplA:=. 

mico o ergastoplasma. Se cree que las membranas que limitan éste sistema 

tienen una -estruct.ura lipoproteica hasta cierto punto an~loga a la de la mem -

brana protoplasmática., 

De acuerdo con diversas obser,raciones, el retrculo endaplásmico es-

tablece continuidad con la membrana nuclear yse extiende hasta la superficie 

de la célula. En realidad. se han encontrado membranas pertenecientes a e~ 

te sistema en las paredes primarias de algunas c6lulas ypenetnll"1do incluso-

, en las células vecinas. Se ha señalado que la continuidad de la membrana 

nuclear y el retrculo endoplMmico implica la existencia de UIla extensa supe! 

ficie de contacto entre el material nuclear y el citoplasma de la Célula!. 
, - , _ i 

! 

Los centros sinteti~adores de ATPo mitocondrias~ son corpústulos -

de forma s variadas, limitados. por una doble membrana que encierra' una m!,. 

tri~ interior. La membrana interna presenta numerosos repliegues que avO!!. 

zan profundamente en el seno delarr.atriz. Algunos de estos repliegues pue

den llegar a formar un puente en el interior del condriosoma o mitocondria y 

establecerconexi6n con la membrana intern.a del lado opuesto. Todos estos

tipos diversos de repliegues de la membrana reciben el nombre de crestas. -

Las crestas de los condriosomas han llamado profundamente la atenci6n por-

su gran parecido con. el sistema de laminillas que se encuentran en los c1oro-

plastas. 

El Aparato de Golgi está formado por dos estructuras diferentes; unos 

grupos de saquitos aplanados que son lascistemas. las cuales éstán limitadas 
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por uno. membrana y vanas pequeñas vesrcuias esmricas que se agrupan jun-

to a los bordes de las cisternas. Hay una hipótesis que dice que las vesícu

las se separan de la superficie de las cisternas por estrangulamiento de la -

membrana.' 

Las membranas del Aparato de Golgi se parecen en cierto modo a,las 

- . del retrculo endoplasmático. En efecto, algunos sostienen que puede haber -

alguna fusi6n entre las cisternas del Golgi y el retrculo endoplilsmico. 

Distribuidas por todo el citoplasma se encuentran gotitas relativamen 
, -

-te claras parecidas en rnuch9s aspectqs a l?urbujas ~e ai~e dentro del agua,.

estas gotitas reciben el nombre de vacuolas. A medi.da que la célula va ma

durando y va aumentando de tamaño, las pequeñas vacuolas se fusionan entre 

sr para formar al final una gran vacuola ú.nica que suele llenar casi totalmen-

te la cavidad celular. En éste caso el citoplasma queda relegado a tapizar la 

pared celular, en forma de caIJa fina que rodea a lavacuola. 

. La vacuola está limitada p¿r una membrana lipoproteica simple (tono 
,- -

plasta) y encierra agua que contiene numerosos materiales en disoluci6n y -

suspensiones que en general son llamados jugo celular. De la misma mane

ra que en la membrana protoplasmática, la. membrana yacuolar presenta pe!. 

meabilidad, selectiva. 

El nú.cleo está limitado por una doble membrana de compc)sicwn lipo-: 

proteica. Esta membrana separa el citoplasma de la sustancia granular - -

(nucleoplasma ) del núcleo., Por microscopra electrónica se saben dos cosas 

muy importantesde la membrana nuclear, que ella establece continuidad con 

el retículo Emdoplásmico, y segundo, que la membrana nuclear presenta poros 
- 6 - ' 



. relativamente anchos. El núcleo es generalmente d~splazado a un lado de la .. 

célula a rer:mItas de la compresión del citoplasma contra la pared celular de-

bida al crecimIento de la vacuola • 

. Las células vegetales exhiben características. únicas para el tram:po!. 

te iOl').ico, aunque dichos mecanismos. ya a nivel molecular. puedan tener se

mejat1zas con células animales y microbianas. 
. . . 

G 
No hay células de ningLíll otro organismo que superen a las plantas su-

periores en competencia y versatilidad en los mecanismos de tra.nsporte iOni 

,.có. Esto e'S espe~ialme!1te cIerto en células de ralees de plontas fibrosas. -. 
. .. ~ '" 

Las rafcesque es.tim en suelos tienen que adaptarse a hechos tales c~ 

mo: 

l. - El aumento de la humedad en los Intersticios entre las partrculas s6li
das del suelo después de la lluvia o de riego. 

2. - La variabilidad ei1·la composición del suelo. no es constante ~i en el -

espacio, ni en el tiempo. 

3. - Los cambios de PH, pueden ir desde 4 •. 5 hasta 6.5, en un ~rea muy -

reducida, dependiendó de la naturaleza de la fase sólida que esté más 

cerca. 

4. - La posibilidad.de que si hay sequra, se reducirá el volumen de la so -

lución, en un volumen dado de suelo, elevando la concentraci6n del su~ 

lo, dando como resultado cambios en su composición iónica. 

5. - Variantes en la composición gaseosa. 

6. - Los cambios de temperatura a que las rafees están sujetas, por ejem-

pIo. dfa y noche. 
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. Hay además otros tres atributos que caracte.rlzan el transporte i6'"i.;C:o 

.en rafees y que a saber son: 

a. - La avidez con la cual ellas extrnen ~ones de nutrientes inorgánicos en 

soluciones extremadamente dílt,tidas, acumulando concentraciones mu-

cho m~s altas que las que había en la soluci6n e>.1:erna. 

b. - Un~ muy marcada selectividad en el transporte iónico y la discrlmin~ 

ción que pueden efectuar entre dos cationes alcalinos, por ejemplo, -

NayK. 

c. - De las céiulas de las ratees, las que má.s intervienen en éste tipo de.

transporte presentan marcadas diferencias con respecto a las células 

animales y de microorganismos. pues en éstas últimas se establece -

equilibrio con el medio. La razón para ésto en las rarees es laextr~ 

madamente baja concentraCión de muchos nutrientes i6nicos en el me-

dio externo, definiéndose éste como el espacio exterior en el cual los. 

iones inorgánicos tienen libre y reversible acceso de difusión. y de -

donde las raícesabtienen los iones, acompañado del hecho de que co -

mo órganos las rai'ces no sólo acumulan iones sino que también los el!.. 

VIan al tallo, de modo que el transporte i6nico continúa aún cuando se 

haya obtenido un nivel estable de sales en la célula de la raíz. 

(

', ,.' Existen varias hipótesis para explicar el movimiento i?nico. 

ellas se encuentran~ 

Entre 

. 1.- La teoría de poros o canales. 

2. - La teorra de los acarreadores o de difusión facilitada. 

La primera teoria se postuló en base a que se han demostrado (Hille )
- 8 -



canales p::lra el paso de Na. los cuales· son también pennectb1cs a otros sus -

titutos orgánicos del Nj e impermeables a ca.tiones metilados. Los iOlles de 

Na se mueven por su propio moyimiento térmico .encol1trnndo barreras un-

. poco m~s grandes que aquellas que se encuentran en ordínaria difusiOn acuo-

. sao . r Lateoria de difusión facilitada (acarreaaores ) implica que hayuna -

¡. interacción del sustratO con un componente de la membrana ( acarreador ) • 

. Aparentemente los acarreadores se unen al ión en la parte externa de la mel,!! 

brana formá.ndoseel complejoi6n-acarreador. Este complejo atraviesa -

la membrana, gira y sufre otros desarreglos espeCiales dentro de ella, re-

sultando que el iOn·es trafdo alIado interno. SimulUmeamente, o después. 

de este cambio, el complejo iOn-acarreador se desliga como resultado del -. ., 
~ 

cambio en la configuraci6n molecular del acarrea.dor para que el lOnse 'se--

pare adentro. Cuando la absorci6n va en contra. de gradíentede conc.entra-

ciOn, se visualiza de inmediato que ~e requiere gasto de energfa. 

El siguiente esquema explica la teorra anterior~ en donde la membra--

na es impermeable a iones libres, pero sin embargo no son libres los iones 

que penetrana<ella, pues entran unidos al acarreador. Ya una vez dentro, -

el acarreador cambia su configuraciOn, y en vez de aceptar al ton, 10 recha

za, . convirtiéndolo en ión: libre, y por esto no puede salir, pues la m~mbra-

na es impermeable a este tipo de iones. Asr.pues. los Iones absorbidos son 

atrapados por la célula. 

- 9 -~ 



EXTERIOR 

M 

ME1'lBRANA. INTERIOR 

M 

M"" IOn 

R:= Acarreador 

MR=Complej o ión -acarreador 

R' "" Acarreador en su configu.raciOn de 
soltar .iOnes. 

Esquema de la teoría del Acarreador. 
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Este tipo de transporte puede ser de dos tipos: 

Bomba primaria o traslocaci6n primaria enla cual la traslocaciOn es

tádirectamente unida a reacciones bi6quimicas en las cuales se hidJ;'olisa el -

ATP a ADP+ Pi utilizandose esta energía, estas translocaciones pueden ser: 

4e grupo o por medio de enzimas. 

,;Bomba secundaria o traslocaci6n secundaria por definiciOn no está unt. 

da a reacciones químicas ó metabolicas, pero puede estar secundariamente -

acoplada por potencial electroquímico. Pueden ser; Unip6r si la tras locación -
. -. ~, 

es de un solo sustrato por medio de un aCarreador. Simport en el caso de que 

latraslocaci6n sea de dos salutos hacia .el mismo lado y Antiport si se t:rasl~ 

ca un soluto hacia un lado y el otro hacia el lado opuesto ( 20,21 Lehinger ) ~ 

Para determinar la existencia de los acarreadores hay varios criterios: 

1. ~ Saturación cinética en la absorci6n •. 

2. ~ Selectividad d~lsistema. 

3. - Jnhibidores específicos. 

, 4.- Pueden demostrase genéticamente. 

Hay saturación cinética cuando un sistema que está realizando absor-

ción de un sustrato a diferentes. concentraciones , en un momento dado ya no -

puede aumentar su rango de ~sorci6n aunque las concentraciones del sustr! 

to siga..Tl aumentando. 
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~¡yidad significa que para que un i611 o grupo de i6nes sean trul!. 

portadO!J se unen a un acarreador o grupo de acarreadores específicos dando 

por re.s ultad o que si estos faltarru: o fueran inhibidos, los iones no poorian -
\ 

ser trasportados • 

. , 
Inhibidores específicos· son aquellos que inhiben di:rectamente al ac~ 

rreador. apropiz.do para transportar un ion especffico por ej. oabaina que in-

hibe el transporte del Na. 

Demostraci6n genética se ha visto que si se induce lma mut¡:¡.ción en -

donde se haya determinado la existencia de cierto acarreador, la siguiente -

generación noser~ capaz de absorber la molécula para la cual este acafrea" 
¡ 

dor era especffico. 

Respecto a la selectividad sabemos ( 11) que cuando se hace un auali - . 

ais cinético, la absorción de un ion puede estar afectada por otro, ya sea ac~ 

lerando o inhibiendo. o no .teniendo efecto alguno. y se ve: que si inhibe, pti~ 

de ser por efectos de interferencia competitiva, como en el caso de potasio, 

• rubidio Y cesio los cuales se ha propuesto. interaccionan con sit¡os de un aca-

rreador común { 11 ,. 

Generalmente se acepta que la absorción i6nica es llevada a cabo por 

acarreadores metabolicamente producidos. Al tratar de encontrar inhibi.do

res especrficos se han efectuado, estudios de inhibidores respiratorios en la ,. 

absorciOn iónica los cuales han cobrado mucha importancia. Lundegul.uh ha -

inhibido la absorci6n. de sales con cianuro , Weeks y Robertson han inhibido la" 
-12 -
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absorci6n de sales en zanahorias con monóxido de carbono y se ha visto que u 

es fotoreversible, Robertson también ha inhibido la absorción con 2,4 dini--

trofenol, asimismo se ha usado olígomicina como inhibidor (l8. 19, 23, 27). 

La bibliografía revisada se inclina a relacionar al delo de Krebs con 

la absorci6n í6nica y se ha tratago de determinar la relación entre el ciclo 

gltcoUtico y el de Krebs con los mecanismos de absorción, los resultados -

han indicado que los procesos metab6licos dan la energ!a necesaria para --

la absorción de iones (23). 

ATP 6 compuestos semejantes'pueden estar involucrados en la absro

ci6n f6nica, por ejemplo reaccionando como intermectiariosdel ciclo de Kiebs 

para formar acarreadores i6nicos o para destruirlos. De aéuerdo con e::>'te-

punto de vista, el metabolismo necesita ambos tanto para proveer ATP. como 

intermediario, esto s ultimos actuarían funcionando como acarreadores --

ionicos (8, 10, 12, 16, 19, 23). Sin embarho no se han encontrado en plan-

tas inhibidores exclusivos de la absorción ionica. 

Por otro lado el concepto de que los iones son transportados a las cé-, 

lulas vegetales de rafees por medio de acarreadores se basa en una gran va-

riedad de experimentos y consideraciones las cuales han sido finalmente apo

yadas por el hecho de que su cinética de absorci6n~~s:a. de acueroo con la cin~ 

ticacM.sica (11) en cuanto a saturación y selectividad, como ya se menciono. 

Se ha propuesto que este tipo de mecanismo (acarreador) radica en el 

plasmaIema, Osea la primera membrana que tiene contacto con los iones del ~ 
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medio e:h'temo. Los acnrToaoores ionicos do la clase postulada con base en la. 

evidencia cinética,no se hlli"1 identificado ni en plt:últas ni en animales pero si-

se han estudiado in vitro algunas sustancias que funcionan como acarreado:j;'es 

y son ciertos antibi6ticos polipeptidicos los cuales se unen a iones de K con .,. 

alto grado de esp..ocificidady aceleran su ,movimiento a través de la membra-

. na, o sea que actuan como ienoforos o acarreadores ionicos como ejemplbte-

nemas a la valinomicina . 

. La naturaleza bioquímica de los acarreadores se propone en base a los 

estudios de Epstein y Ragen, que pensaron que· deben ser semejantes a pro .

teinas; ya que al interferir la sfntesis proteica con inhibidores apropiados, se 

interfería la absorción ionica. 

Se ha propuesto acarreadores especificas de K y Rb enraíces de plan

tas superiores y esto rué lo que nos indujo a tratar de hallar un inhibidor de -

la. absorci6n de dichos iones en raíces de cebada. En estas investíga~icnes -

de absorciOn iOnica se usa frecue~temente el. 86Illi como marcador radioactl ~ .. 

vo para el K, ya que el Rb es m&s conveniente de usar que el 42K, pues el pr! 

mero tiene ·18,6 días de vida media en comparaci6n con 12,5 horas del otro • 

y como ya se menciono anteriormente estos dos iones presentan interferencia 

competitiva debido a que sus constantes de absorción son de 1 a misma magni-

tud, indicando el mismo sitio de unión con el acarreador, pues iones relacio-

nadas por sus propiedades químicas pueden tener virtualmente af ¡nidades igu~ 

les para el acarreador común por 10 que éste no discrimina entre uno y otro -

{6 l. 

Se sabe ( 2 ) que las guanidenas y sus derivados pueden interactuar es
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pxitlcameJ;lte con sitios receptores bio16gicos de catioues, que tienen efecto;; 

hipoglicemicos como la sintruina, que tienen afiniciad con ciertas sust:1l1cias -

como el Na en el canal de sodio del nervio ( Hille) y que eo/-cificamente in.'ñ

. ben sistemas dependientesdeK asi como el transporte de Ken levaduras (25) 

por eso se pensó que eran las sustancias mns indicadas para intentar ver si -

tenran efecto inhibitorio de la·absorciOn de K y tratar de e>."plicar comofuncio 
. -

naba este. 

La investigaciOn del uso de las guanidinas ha dado una gama de result,! 

dos como sustancias de investigaciOn asi como agentes terapeúticos.porej~ 

pIo la Fenetilbiguanidina y la Alquilomonoguanídina las cuales inhiben a las m! 

tocondrias, la Tetrodoxina inhibe a las membranas electricami;:nte e>."Cltables. 

Las álquiloguanidias son bases fuertes orgunicas con un pK de 1 Ls en 
, , . ~ , 

un pH fisiológico. Así pues casi todas las molet.ulas de guanidina menos una 

. peq:ueña fracción de moléculas sin carga no se puede ignorar, ya que pueden ~ 

tener gran importancia en la farmacología de derivados deguartidinas. 

¡"a segunda cualidad de la guanidina es la simetria de la molécula pro

tonada, lo cuál provee estabilidad. La 8ustituci6n de N destruye la simetrra-. 

y esto da en parte la tendencia él reasumir la forma simétrica insubstituible -

que da a los derivados delas guanidinas sustituidas con fosfatos mucha ener -

grao . 

Otra cáracterTstica es su tamaño y su forma, la guanidina es una mo.

lécula plana con distancias del orden de A 13.2 mm. entre el carbón central -

. ycada nitrOgeno. y esto"es lo que probablemente la hace mucho más pequeña. 

que el Na hidr~tado o el iOn de I<!' 
-15- . 
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',La estructura de la guanidil1a es la siguia1te: 

NH 

HN~C/ 
2 ' '" ' 

"'NH 
2 

La caracter!stica estructural común, o sea el residuo guanidina, no le 

da al grupo m¡¡lyorespecificidad que, por ejemplo, le da un grupo aroino. A'

, pesar de esto, ciertas respuestas bio16gicas a los derivados de las guanidinas 
( . 

, paracen distingüírlas en un grupo aparte de otras bases org&nicas. 

, Es obvio que paracad:? uno de los compuestos de los derivados,: la por

ci6nde la tnol~u1a ajena al grupo de'guanidinas, debe porporcionar mucho de 

su especificictad. Sus. características se basan en las dos principales cualida -

des estructurales: la base misma de la guanídina cargada positivamente y la -

cadena adyacente o gnlpos sustituyentes, muchos de los cuales son altamente

hidrofóbicos. ',Desde luego, ninguna molécula con estructura hidrofóbica y ca!, 

gada puede pot~neialmente actual como detergeme catiónico. 
, ,,', ,-16-
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OBJETIVOS 

Los objetivos de este estudio fueron: 

Ver el efecto de las alquilguanídinas, en especial de la Octil-

guanidina en-la absorción de K. 

Probar varias guanidinas en la respiración. 

El sistema empleado fué rarees ar 8100as de cebada. 

Con estos estudios se pretende disecar el fenómeno de la absor-

ciOnpara definir, primero si laguanidina 'puede ser simplemente un inhi

bidormetabólico, Cbmo podría esperarse de los trabajos de Gómez (15) -
. '1 ' 

b' 

a un inhibidor de transporte de K.. Peña. (25). 
i 

Esto permite plantear para el futuro inycstigaciones en las que se 

intentara relacionar el transporte de iones con la fisiología general de -

la raíz o de tooa 1~ planta, principalmente con el crecimiento • 
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MATERIALES Y METOros BIBLI TECA 
C'l!NIRO 0& ECOLOG!,í;, 

Para el estudio se usaron semillas de cebada ( Hordellm v1.11gare, vari~ 

dad Apizaco MV-72). El procedimiento para germinar las semillas y obtener 

un cultivo fué el siguiente: las semillas se lavan tres veces con agúa destila

da, se ponen en aereaci6n vigorosa y constante en la oscuridad durante 24 h2. 

ras, se enjuagan y se siembran siguiendo el mé'todó mcx:lificado de Epstein(i), 

el cualbasicamente. consistió en los siguientes pasos: 

Se ponen las semillas sobre una gasa, que está sostenida en una rejí -

Ua de pl1stico, ésta se dispone sobre una charola de plástico a la cual se le -

pusieron cinco litros desoh,.'c16n de CaS04 5 mM. introduciendo los bordes -

de la gasa en el medio de cultivo para que absorba por capilaridad. Se tienen 

en la oscuridad cubiertos para impedir las influencia.s de la luz y se dejan por 
I 

espacio de 6 dfas a 24°C ± 3 en aereación continua, y pasado este tiempo~ se 

cortan segmentos de 2cm descartando 5 cm del ¿pice y3 cm de lab51se, y se 

enjuagan con agua destilada bren f.ria ( O ± 3°C). Se ponen grupos de 16 seg-

mentas en agua helada hasta el momento de ser empleados. 

Para los estudios de absorci6n se incuban los segmentos de rafees en-

una mezcla que contien amortiguador 0.02 M de maleico (pH 6 ), CaS040.05 

mM, y diferentes concentraciones de las alquilguanid i.:nas con agua destnada~ 

hasta completar siembre un vo~umen de 4 ml. 

El medio de incubación se mantiene en agitaci6n constante en un baño

de Dubnoff a 30 "C. La soluci6n se equilibra a la temperatura del baño dura!!. 

te 10 minutos, luego se añaden las rafees por el tiempo en el" que van a absoE 

~r, el cual depende del experimento. Se decanta el Irquido, se enjuagan 2 -. 

-18-
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veces con 30m1 RbC15mí\'1 y O.5mM de CaS04 a 01'3~C. ySé!dcjnn en el se-

guñdo lfquidoduranre 30 minutos para quitar el Rb adsorbldo. , Se deca.nteoel-· 

l(quido y se añaden 30 ni! de agua destHada helada y se dejan las raices -

por 15minutos.cu seguida se secan entre 4 toallas de pápe1 Kleenex pO!üendo 

2 arriba y 2 abajo, luego se pesan y se incineráuen una mufla durante 5 horíls 

a5CO oC , en unaplancheta del contador de radiactividad. 
, ., 
,1,'S.as cenizas son redisueltas con 0.2 mI dengua destilada, se S€c¡;m con 

rayos infraroJos y se cuentan en el contador Geiger. 

Para estudios de respiración, las rafcésse germinandelamisma ma

neraquese describi6 anteriormente para losest:-+dios de absorción iónica,-
.' . t, " . . 

sin embargo. seusaron segmentos de 5 cm de largo; al cortar se elimll1urdl1 
" . i ' ", . 

1 c~apical y 4 cm basales de las rarees, luego .se lavaron 3 veces con 

destilada y se integraron lotes con 51 segmentos que se con;en'aron . 

helada. 

Se.midiÓla respiración p0l;" el método PolarogrS,fico( 29)poriíendo 

el vaso del ox!metro20 mi de sol\.lciÓn, los cuales contienen 17 mI de agua des .' .' .... .. -
tirada~ 2 mI de CaS04 0.5 mM y 1 mI de amortiguarlor de maleico O .. 02 M 

.(pH 6) a 3000. En 10820 mIde soluci6n hay.8 microirtomos de oxígeno. 
. , 

. Cuando se establ.liza larespiraci6n délas rarces(apro.ximadaniente a -
. . . . . 

los 2 minutos de inicIada}, se añaden las diferentesconcentraciol1esdealquil ' 
. . .' . -, 

guanidinas en un volümen que o~cnaentre 10 y 50 lambdas, para evitar Iaal .; 

teraciOn de la cantidad de oxígeno por haber aumentado mucho el volúmem. 

Después del tiempo indicado se sacan las rafees, se secan entre 4 toa .. 

lIa13 de papel Kleenex y se determina el peso hOm:::do. 

-19-



RESULTADOS 

ABSORCiON: 

Las características del sistema de absorción del 86Rb en rafces aisla,.. 

das de cebada se observan en las figuras No. 1 y No. 2. La absorCión del -

86Rb es una función lineal con respecto al tiempo de incubación de las rafees .., 
86 -". ". 

( 15 minutos) . 1 . En la absorci6n del Rb se ve que conforme aumentan 

las concentraciones de elemento e11 el medio de incubación, aumentfl la 

absorción del mismo, especialmente a las concentraciones má's bajas, mostra!! 

do una cinética, satur8,ci6n.a las concent:r:aciones m.rts elevadas (1.5 y.2.0uM). 

Siendo la máxima absorción de 1.68 n molesjmg de peso húmedo a una concen~ 

tración de 2 uuvó{ (Fig 2). 

En las 3 A Y 3 S, se observan los resultados de la acción de la-

Octilguanidina en la inhibici6n de la captación de 86Rb durante un de 15 
I 

minutos. En el primer caso (Fig 3 A) la Octilguanidina se desde el 

principio de la incubación y en el segundo caso (Fig 3B) se incubaron las 

dUrante 3 minutos con Rb y posteriormente se añadi6 la Octilguanidina. En á~ 

casos la Ootilguanidina inhibe la absorción del 86Rb, tomAndoÍe 3 minutos-

el emr.ezar a actuar como inhibidor de la absorción de dicho SOl:0D'0 en rar 

ces. 

En la 4 se ve el efecto de la Octilguanidina a una concer:tración .-

d~ 441 uM en la absorción de 86Rb , cuando se usan diferentes concentraciones 

de éste "'UL\JlJU( 0.25 , 0,50 > 1.0 , 1.5 Y 2.0 uM); se observa que la OctilguE,. 

nidina actúa como inhibid~r de la absorción del 86Rb a todas las concentracio -

nes empleadas ( 4). 

-20- " 



Haciendo lma granea de Lineaweavcr-llurk ( Ó de dobles recrprocas ) -

de la absorción del 86Rb por rafees de ccbada y la acción inhibitoria de la 

· O::tilguanidina ( fig. 5), seve que la Octilguanidina no solo aumenta la Km pa

ra elUb (de .222 a .476 mM pa ra la rJ de 228 uM y de .222 a .588 para la n de 

441 uM~sino que además disminuye la V max. desde 2 basta .83 n molesjmg de 

peso húmedo para. la [J de 228 uM y de 2 hasta .38 para la [1 de 441 uM. 

Se probaron diferentes concentraciones de Octilguanidina (114,228 Y -

441 uM) en la absorci6n del 86Rb 1 mM en un peli6?ode incubación de 10 mi

nutos. Se observ6 que la Octilguanidina es un inbibidor a cualquiera de las c0E!. 

· centraciones probadas, siendo la inhibici6n máxima media de 50 uM de OctH -

guanidina. 

Se hiz6 un estudio comparativo entre cinco diferentes Alquilguanidinas 

(Oct.il, Hexil, Butil, Etil y Guanidina simple) pa:!:<1 ver cómo infltiran tanto las ~ 

diferentes longitudes de la cadena alqui! como las diferentes concentraciones a 

las cuales fueron estudiadas ( 114, 228,556,1000 Y 1500 uM) en la absorción ,.; 

· del 86Rb• En la figura 6 se ve que el grado de inhibici6n depende del grado de 

lipofllicidad o sea de la longitud de la cadena de carbonos aumentando la acciÓn 

lnhibitoriaconforme aumenta el número de átomos de carbono •. Se nota acle -

ml1s que las alquilguanidinas m~s polares, Butil y Etil inhiben la absorción en 

un mAximo de 50 y 25% respectivamente, mientras que las menos polares. 6-

sean las mt'ts lipofHicas ( He;<il y Octílguanidina), ;¡fenen una inhibición máxIma 

de 80%. La guanidina simple a bajas concentracicm.es no sólo no inhibe. sino -

que acelera ligeramente el proceso de· absorción tJFtg 7). 

La relaci6n del número de {ttomos de carbomcon la inhibici6n del - -

-21-



86Ub se observa en la figura 8, en donde los lomando en cuenta-

las diferentes concentraciones de las álquilguanidinas y el número de d.tomos-

de carbono de cada una de ellas, son: a una conccntración de 114 uM, la guan!,. 

dina simple tiene un 20 %c.e aceleración en la absorciún del 86Rb• otras -

palabras, no inhibe sino que ayuda a la absorciún. La Etil, Butil y Hexilguan-

dinas aumentall su inhibición en ése orden, de-creciendo la capacidad inhibíto-
" 

ria pa:/a la Octilguanidina. 

A una concentración de 228 uM; la ~uanidina simple aumenta la absor -

ción del 8óRb en una menor proporci6n que a la concentración anterior, mien~ 

que la Etil, Butil y Hexílguanidinas aumentan su inhibici6n en ese orden, 

volviendo a decrecer para la Octilg,I.Janidina. 

Para la concentración de 556 u¡'V1: todas las guanidinas (excepto IaOctil 
, ,:, -

guanidina) van aumentando la inhi.bición en la absorción del 86Rb ,segúl1 ~l nci-

mero de [¡tomos de carbono para las tres primeras guanidinas, pero la He~il y , 

la Octilguanidinas casi se igualan en su inhibición al mismo tiempo qué se 

tie.'1en ya constantes, o sea que es la misma inhibición a: éstas concentraciones 

para las dos ( fig 8) . 

. RESPIRACrON: 

En la figura 9 se ve la respiraci6n basal en raices aisladas de cebada, 

obse.rvándose el patrón de consumo de oxígeno en función del tiempo: Se de -

terminaron 400 mg como la cantidad mínima de rafees en las cuales se puede-

. medir la respiración, tardando el sistema entre 23 y 25 minutos en: consumir

los 8 microatomos·de oxígeno que hay en los 20ml del vaso del ox[metro. Elini ~ 

elo de la respiración so hace con una ve10cidad de l. 50rnicroatomos de oxigeno 
-22-
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/milljmg de peso húmedo, teniendo el primer cambio a los cuatro minutos a -

una velocidad de 1.23 , el segundo cambio es a los 5.8 minutos a una veloci -

dad"de 0.91 y el t'lltimocambio es a los 23 minutos a una velocidad de 0.04 .

La disminuci6n total de la velocidad deSde el principio de la respiraci6n has

ta los 25 minutos fué de 1.46. 

La variaci6n entre las velocidades basal<2s iniciales de los diferentes -

lote€)e rafees estudIados oscilan dCIf.tro de un rango de 1.10 a 2. 8tmi:croa~ 

mas de oxtgenojminjmg de peso húme:do. Sin embar.go la descríp:::i6n anterior 

est~ tomada de uu¡;solo.1ote de es una dsoscri.pci6n reJ,re:selrltati 

Seestudi6 el efecto ge tres diferente;; concentraci.ones de Cctilguanidi-

, na ( 160. 320: y 800 Ui\1) en la respiración, observándose que a las me-

nores concentraciones no hay efecto significativo ( Figuras IDA y lOB). 

< En la figura lOe se ve el efecto de la OctilguarJdina á la rrÚ'l.s alta con

centración que se probó donde se nota que hay efecto inhibitorio de la respira

dOn, con una disminución de la velocidad de 0.95 de los tres a. los cinco mi

nutos • cabe comparar éste dato con el c,ambio de velocidad ,efectuado al mis - ' 

mO,tiempo en la. respiración basal cual fué de 0.59 es decir que la. dismin~ 

c16n la. velocidad es el doble cuando se añadío la Octilguanidina. .0080 Ui'vI. 

Cuando se probaron las dema.sa.lquilgu.anidinas en la respiraci6n a dos 

diferentes concentraciones ( , 320 Y 800' u1\.1) se observ6 que ningun<J de el~as 

produce efectos en la respiración ( Figs. HA hasta 148) • 
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FIGURA 1. 'Absorciónde rubidio por raíces aisladas de c~ro.da"enf@cioll_ 
' de difercut.cs tiempos. La cOricem:ración externa R:t(::lfué ... 

del mM. 
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FI3URA 2 .. -Absorción de rubidio pora raíces aisladas de ceb3.da en función de . 
. -:-diferentes concentraciones externas de 86Rb. 
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FIGI!!RA Sa.-Absorción de rubidio por raíces aisladas de cebada: en 
, función del tiempo." en.ausencia y presencia de Qct.iloo-u 

anidina 441 ui\1.La concentración e1.1:erna de RbCl fué-
1 mM.La Octílguanidina se añadió cuando todavía no "" 
había acumulación 86Rb. . . 

• 

~--__ ~ ______ ~ ______ ~ ______ ~ ___ T~P~~~ 

,O 3 G 9 12 15 . 
FIGURA 3b. -Absorción de rubitlio por raíces aisladas de cebada en 

."función deltierr.pó en ausencia y presencia de Octilgu
anidina 441 uM. La concentración e:l!..1:erna de Rl:Clfué 
1 m11.La Octilguanidina se añadió después de S minu
tos de absorción de 86Rb. 

:"26-: 



, . 

Control 
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441 U1'vI Octilguanidina 

.86 Rb CONCENrRACION mM 
() • 25 .50' ,1.0 1.5 2.0 . 

F!rGURA 4.-Absorción de rubidio por raíces aisladas de c~bada en función de di
ferentes; concentraciones de 86Rb externo en ausencia y presencia de~' 
Octilguanidina 441 uM. en un periódo de 10 minutos. ' 
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441 ul\1 Octilguauidh ti. 
r = 0.987 . 

228 fu\ri Octilguanidina. 
r = 0.956' 

Controlr =0.980 

· 86 
l/(S) CONCENTRAGION de . Rb (mM) 

":2 I -tal ' 2 3 1. 
FIGUR} .. 5. -Gráfica de dobles recíprocas que muestran el efecto de Oc

tUguanidina 228 tL\1 Y 441 uM en la absorción de diferentes 
concentraciones e::...1:ernas de 86Rb en raíces aisladas de ce
bada. Periódo de incubación de 10 minutos .r=CoefiCiente 
de correlación. . 
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COr..TCENTRACION DE OCTILGUANIDmA {uM) 

114 222 1441 
. FIGURA 6. - El efecto de diferentes concentraciones de Octilgllllnidina 

en el transporte de 86Rbpor raíces aisladas de cebada. 
La concentración externa de R.tt:::l rué 1 mM Y el periódo 
de incubación fué de 10 minutos • 
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FIGURA 8 ... Efecto del número de átomos de carbono de la~-
dena hidrofóblca de guanidinás a diferentes coneen 

traciones en la absorción de 8óRb por ratees aisla-= 
das de cebada. La concentración externa de RlY':::l rué 1 

'm1v1: Y el periooo de absorción. de 10 minutos. 

-31-

, , 



8 MICRUATOMOS 

¡--:,--..........,,--·---·--Cl----...... ...:;.--_--.. ______ ---___ - __ -.-___ ;.;.-

... 
7, 

t-,) ; , 

Q1(= ... . .. 
t-,) ¡¡;,. . 

(.¡j {FIGURA '9. -Respiraciói:u:1e.r.afces ais14da~Lde3eJ2.:l.d?- en_tlIl .:~--~ de 23minu-
tos. El medio je mcuoo.ción fué;17ml de agua 2 011 de --
CaS04 0.5mlv! y 1 ml de amortiguador maleico 0.02 (PH6). 
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mSCUSION 

Uno de los objetivos de éste trabajo íu~ ver la acción de la Octilguuni

dil1a en' la. absorción del 86Rb partiendo de la base .que ésta sustancia interfie

re con iónes met~licos en un gran número de sistemas b~ológicos ( t 22, 25, 

26 ). 

La Úctilguanidina se considera como un catión li.po:frItco que poseé -

una calja positiva en su núcleo ó centro .guanidina y una cadena de 8 Atomos -
. ¡ 

de carbono ~a cual le confiere a la molécula un alto grado de lipofiÜcidad. 
. .' 

Por los resultados a.qur obtenidos se ve que la acci6n de la Octilguani· 
-', •• ~» ~ ~ " ' 

dina es inhibitoria de la absorción del 86Rb·• 

De 10 anterio;- se desprenden dos pregThitas principalmente: 

1). -¿Qué es lo que está inhibiendo'lá absorci~n del 86Rb, el centro cargado 

guanidina, o la cadena alquil o ámbas? 

2). -Sea cualquiera la respuesta para los planteamientós anterÍores.¿En 

d6nde actila la Octilguanidina, en .el sitio del propuesto acarreador " 

del K o en algún otro lugar de la membrana, o en ambos sitios? 

,~l pro~ar las guanidinas con diferentes longitudes en la cadena, lnclu 

yendo a la guanidina simple, se observó que la inhibición aumenta. conforme

aumenta la longitud de la Cadena y que la guanidina simple añadida a altas co!}. 

centraciones también inhibe. De lo ap.terlor se deduc.e que tanto el centro car 
. .-

gadogu'1idina como la cadena alquil son importantes para la inhibición. 

La cadena puede actuar pegfindose a la parte lipídica de la .membrana

celular siendo mayor la adhesión conforme aumenta la longitud de la cndena o 

sea el número de átomos de carbono, mientras que la cabeza o núcleo guani

-44"': 



dina, puede actuar sobre el propucsw acarreador del K"'. 

Como la absorción iónica es un proceso dependiente de energia 
~ ~ , 

la fuente probable el AT P, el cual probablemente provenga de larespiraci6n, 

seereó la necesidad de hater e>''"Pei"imentos de respiración para 'ver si las gu! 

nidinas estaban actuando a nivel energ6tico. 

Al probar diferentes concentraciones de guanidina se vió que enningu

na de lasque se estudiaron, se obtuvo una inhibición clara de la respiración. 

Para e}.,rplicaresto hay dos posibilidades: 

1). - Las guanidinas no la membrana y por lo tanto no llegan á las ro!,. 
. ' 

toooudrias y es por eso que no.,inhiben. 
¡ 

2). - Las~ guanidínas pasan la me:r;nbrana. 
, , 

Se están actualmente ralizandd'dos tipos de ~studios los cuales nos d~ 
, , 

, rtm información acerca de las dos posibilidades,anteriores y son: 

1). -Efect9de las alquilguanidinas en la respiración mitocondrias 

das de rafz de cebada. 
I _ 

2). -Absorción de gua.l1idinás marcadas radioáctivamente en rafees aisladas. 

Independientemente de las posibilidades mencionadas.y de.acuerdo en -

. parte a lOs resultRdos cinéticos se concluYe que las alquUguanidL."fa.sson muy

efectivas enla inhibición del transporte de Rb, sugiriendo que la inhibici6n de 

la absorciOTl sea por la interacción del grupo guan~dina cargado posi,tivamsonte, 

con el propuesto acarreador de Rb mientras que la cadena alquil interaccione 

con el medio hidrofóbicode la membrana. 
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