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I. INTRODUCCION

Cono consecuencia de la demanda cada vez mayor de alimentos
y la pérdida paulatina de tierras de cultivo. se busca la
posibilidad de utilizar 2zonas A&ridas y semidridas, las

cuales pueden contribuir a la preduccidn de aliwmentos.

En Mewico las zonas Aaridas y semidridas ocupan 806 000 Km?
aproximadamente, lo que representa un 41% de la superficie

del tefritorim nacional (Castellanos et al., 1987) .

Los suelos salinos se encuentran de manera natural en
regiones aridas y semiaridas, este problema muchas veces se

égvava por un pobre drenaje natural o métodos deficientes de

irrigacidn. Mientras la irrigacidn puede aliviar las

candiciones de sequia, la baja calidad del agua de riego

incrementa los proklemas de salinidad que implican problemas

para los cu]tiynsl(Kramef, 1580} debido al aumento de 1la

presidn osmatica v a la toxicidad de la sal (Bliss et al.,

1984; Terry and Waldron, 1984).

Se ha observado ern algunos organismos que soportan. cierto
grado de estrés, la presgncia de altas concentraciones de
poliaminas, que con un grupo de compuestos organicos que se
caracterizan'uor.puseer por lo menos dos grupas amina en su

estructura {Kushn et al., 1990a}.
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A pesar de que las paliaminas se encuentran de manera
natural en todcs los seres vivos (Meijer and Simmonds, 1988,
Kuehn et al,, 1990 b) es poco lo que Se conoce acerca de sus

funciones (Prakash et al,, 1988).

Las poliaminas parecen estar implicadas en una gran cantidad
de funciones entre las que sé ehcuentra la respuesfa a
estrés abiotico (Lucarini and Sangwan, 1987), probablemente
por estabilizacion de membranas (Meijer and Simmonds.,

1988).

En este trabajo se estudid la reaccidn de la alfalfa en su
estadio de germinacion, al adicionarle de manera exdgena las
poliaminas: putrescina, espermina y espermidina en

tratamientos paralelos.

Se eligid la alfalfa por ser la reina de las forrajerras va
que contiene el doble de proteina digerible que el trebol,
(Irifolium spp.) cuatro veces mds que el heno de trebal y
fleo. o ensilaje de maiz (Zega mavs), ©s muy rica en
minerales, y es una fuente imyortante de vitamina A (Hughes,
198%1), ademids este trabajo forma parte de un proyecto de
meioramiento de alfalfa que tiene como finalidad 1laograr
lineas tolerantes a estrés de salinidad el cual se esta
realizando en el Centro de Inbestigacién y Asistencia en
Tecnologia y disefioc del estado de Jaliscoe, Asociacidn Civil

(CIATEJ A. C.).



ITI. ANTHECEDENTES Y JUSTIFICACION

IX.}l Salinidad
La salinidad désde el punto de vista agricola se refiere a
la presencia de sales tanto en el agua como en el suelo, en
concentraciones tales que puedep interferir con el
crecimiento de las plantes.
El cloruro de sodio (sal comin), es algunas veces la sal
doninante, pero el término salinidad inclufe cloruros,
sufatos y bicarbonatos de sodio, calcio, magnesio y potasio.
La cencentracion de estas sales se éxnresa de varias formas, -
entre las mias comunes se encuentran:

conductividad eléctrica decisieﬁens/metru

peso por volumen miligramos/litro

partes por millon partes por milléu

ccnéentracién de una sal Molaridad
Para determinar si un suelc tiene problemas de ssalinidad

puede compararse la gcantidad de sal que presenta un suelo

. normal resjyecsto a un suelo salino (Tabla 2.1).

SUELO NORMAL SUELO SALIRO
640 mg/1 2,560 mg/1
1l ds/m 3 ds/m
0.011M de NaCl 0.D44M de NaCl
Tabla 2.1 Comparacidn en cantidad de sales de un suelo

normal y un suelo salino (Venne, 1384), 11-1
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Las suelaos sddicos y salinos se encuentran de manera natural
en regiones aridas y semidridas. La condicién es agravada
debido al pobre drénaje del suelo, los métados inapropiados
de irrigacidn, la bhaja calidad del agua de
riego,insuficiente cantidad ‘de agua disponikle para una
adecuada lixiviacon ¢ por la insuficiencia de sitios
dispanihles para el agua que ha lixiviada saies del suelo.
La salinidad afecta 1.693 miilones de has. de los 22.%18
millones de has. de terreno no federal enlcalifornia, sin
embargo, resulta mas alarmante el hecho de que de laos 4.09
millones de has. irrigadas en Califcrnia, 1.174 millones
estan afectados (Backlund and Hoppes., 1984).

Los principales efectos de la salinidad en las Drppiedades
del suelo san, hinchamiento de suelos hbarrosos, dispersidn
de particulas finas; formacidn de costra y baja en 1las
propiedades de transmisién del aqua. La cantidad de sndio
ahsorkida por el suelo yv la cantidad de sal en el agua de
irrigecién tienen una gran influencia en el grado en que

afecta la salinidad las propiedades del suelo (Rolston =t

al., 1984).

En las areas irrigsdas con preoblemas de salinidad es
importante coaocer el tipo de sal, ya que los suelas v las

plantas reaccionan de manera distinta a diferentes sales

(Biggar et al., 1984).

I1-2
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E)l estrés salino inhibe el crecimiento durante todo el ciclo
de vida de la planta, pero generalmente la semilla en
germinacién es mdAs sensible. El estrés salino imita en

muchas formas al estrés de agua. El principal efecto del

‘estrés salino es osmdtico, sin embargo, debido a que algunas

sale3 son mas inhibitorias gQue otras, se involucran efectos
toxicos especificos. '
Aunque.el Nall se encuentra entre las sales poco tdxicas, es
una de las mas comunes y por lo tanto, muy problémética para
la agricultura,’

No ée cononea los mecanismos por los cuales la sal inhibe la -
germinscion de la semilla, pero existe una buena razon para
sospechar gque las membranas celulares son sitios de 2fecto
p}imario o secundarip de las sales. E)l NaCl interfiera con .
unpa gran variedad dz funciones de wmemhrana. incluyendo la
permzabilidad,el transporte do soluitos tanto organicos como
inorqénicus y la secresidn. La sal algunas veces Gausa
alteraciones estructurales (Bliss et al., 1984).

Ei gstrés saling induce cambios en la composicidn de los
lipidos dg nambrana en algunas plantas y ccasiona libéracién
de groteinas de wembrana en cilulas de raices.

La interaccidn de las sales ©on las membranas celulares
durante la gerﬁinacién sz oomplica por los drewmaticos
cambios cue ocurren en la semilla dyrante este tiempo. El
cambio de un estada seco a uno hidratado por imbibicion de
agua tiéne un profundo efecto rotencial en las membranas de.

las semrillas, va que la estructura de la membrana depende en
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grén medida de la 1nteraaaién de las malaaulas'da menbrana
gon el agua. Algunos cambios de wmembrana probablemente
ogurren durante la‘imhibiaién, ouando la cantidad de agua
alrededor de las membranas celulares aumenta, sin embargo,
la naruraleza exacta de estos cambios es aun incierta.

Utilizando iones de plata‘ que reaccionan con el NaCl
formanda cristales insolubles de plata, visibles al
micrascopio electrénico se ha demostrado que el cloruro
puede penetrar en la membrana cuando las semillas son
empapadas en NaCl, Los cristales de cloruro de plata han
sido observados en el citoplasma de células de cotileddn,
par lé tanto es posible que la sal ejerza algin efecto
toxico en el interior celular ademds de su efecto en las
membranas durante la imbibicién (Bliss et al., 1984}.

La sal tiene ademds un efecto negativo en el crecimiento
de las plantas, debido al potencial aosmdtico que impide que

las raices puedan tomar agua (Terry and Waldran, 1984).

Se ha estudiado el efecto de la sal en la fotosintesis de 1la
remolacha agucarera que es una planta  tolerante a la

salinidad y se ha denostrado gque la reduccién en el

crecimiento es debido principalmente a una disminucidn del

area disponible para la fotosintesis mas gque por una

-

reduccidn en el rango de fotosintesis por area foliar (Terry

and Waldron, 1984).

II-4
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11.2 Mecanismos de tolerancia a sales en las plantas

De acuerdo a su respussta a la salinidad las plantas pueden

ser glicéfitas o haldfitas.

Las glicéfitas o no haléfitas, a las cuales perténecenilé

mavoria de las especies cultivadas, tienen una respuesta a

la salihidad muy variada, desde muy sens=ihles a la sal hasta

moderedamente resistentes.

Muchas ylicdofitas responden a concentracicnes relativamente

bajas de sal (menos de 6,000 mg/l, aproximadamente 100mM)

por exclusion de éales,' particularmente por baja .en el

traﬁsparte neto de sodio o cloro o ambos de raices a brotes.

La mayoria de estas glicdfitas excluidoras de sal no pueden
ajustarse osmoticamente al bhajo potencial éxterno dse égua, a,
tbavés de un incfementg en la sintesis de solutcs organicos
y por lo tahta.pueden sufrir un decremento en el turgor, de
ahi_que la salinidad puede inducir un estrés osmotice en
sste tipo de qlicéfitas. La elongaridn de las hojas es
pértidulaymente sensihle al estras osmotico. Algunas
glicofitas relativamente resistenteé a sales experimentan
alogtin deficix de égua en los tejidos en crecimiento, en
lugar de )os efectos de los iones especificos.

Ntras glicdfirtas zonsibles a2 la sal como wochas leguminosas,

v alauanas aspecies frufales, tiénen un control inadecuado
sobre la entrads de iones cuando son expupstas a un nmedio
salino. La entrada nc controlada de salas  inicia cen una

alta concentracidon interna d= sales y esto las dafa porque

‘I1-5




los mecanismos de compartamentacidén de sales no estan bien
desarrollados en estas plantas. Este dafio es causado
primariamente por toxicidad de iones y no por estrés
osmotico.

Los sitios de toxicidad por iones pueden ser 1las membranas
celulares, con 1la pdsible consecuencia de empeorar el
transporte de iones.al iniciaf el desbalance de iones con
los consecuentes efectos adversos en la nutricidn mineral de
la planta,

Ademds, las altas concentraciones de sal en el citoplasma
pueden también dafiar enzimos y organelos (Lauchi and

Epstein, 1984).

Las halofitas son plantas tolerantes a la salinidad,

-nativas de habitats salinos. Se incluyen dos grupos gque

responden de manera ditinta al incrementar la salinidad del
suelo.

La mayoria de la monocotiledoneas . haldfitas crecen
pobremente a concentracidnes de NaCl que eéxceden los 10,000
mg/l (170 mM) y su crecimiento no es estimulado por
concentradciones medias o baj&s de salinidad,

En muchas dicotiledoneas, particularmente las perteﬁecientes
a la familia Chenopodiacea como la Salicornia, su
crecimiento es estimulado cuando 1la salinidad aumenta a
cerca de 15,000 mg/1l (250mM) de NaCl y mayor salinidad
reduce el crecimiento. Estas haléfitas, pertenecientes a las
gquenopodiaceas, responden a la salinidad towmando altos
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rangos de NaCl y acwmnulando estos iones en sus hojas, y
utilizan esta sal acumulada para ajustarse osmcticamente al
hajo poteﬂcial de agua del suela. Un factor importante dé
este tipo de ajuste osmdtico es el aislamiento de la sal
acumulada en vacuolas de células de las hojas, almacenando
la concentracidén de sal en el citoplasma y organelos en hajo

nivel para que no interfieran con las funciones de sus

enzimas y con su mecanismo metabolico.

Esta cumpartamentadién tiene un ¢gran significado para el
desarrolllo de haldofitas en ambientes salinos,

Para el ajuste osmético del citoplasma existen muchas veces
substancias compatibles con enzimas y con el metabolismo.
Estosg solutos conpatibles san generalmente compuestos

orgdnicos come los compuestos nitrogenados; glicira-betaina,

prolina y, en algunas plantas, azucares-alcoholes como el

sorbitol.
Adenas, el potasic es mantenidc en el citoplasma a

concentraciones del orden de 4,000 mg/1 (100 mM),

Para que el ajuste osmotico sea funcional, el potencial del

soluto en el citoplasma y en las vacuolas deben ser iguales.
El ajuste osmdtico a través de la acumulacidn de sales en
las haldfitas mantiene el turcor, el cual es necesarin para

continuar el crecimiento (Lauchi and Epstein, 1984).

I1-7




IX.3 Poliaminas

Las poliaminas san un grupo de cémpuestns nrgénicoﬁ que se
caracterizan por tener por lo. menos dos grupos amina (NHj3)
en su estructura unidos a una cadena hidrocarbonada (Kuehn
et al., 1990a).

En sistemas microbianos, ' las poliaminas han mostrado ser
moderadoras de fusién‘ de membrana, mostrando preferencia
diferencial por alineacidén de fosfolipidos de membrana vy
mediador preferencial uniendo o expulsando proteinas de 1la
superficie de membrana. Por estas y otras abservacianes,ulas
poliaminas tienen una importante implicacién en la
proteccion de la integridad estructural y funcional tanto de
procariontes como de eucariontes susceptibles a shock
oéméticn‘(Rodriguez-Garay et al., 1589).

Se han encontrado poliaminas no comunes en bacterias
creciendo entre 60 vy 902%C y en microorganismos haleofilicos.
El estudin de la biosintesis de poliaminas en sistemas
microbianas es un camino prometedor para desarrollar
quiminterapias efectivas para la inhibicion del crecimiento_
de microorganismos patdgenos, como el caso de Candida
albigans v Qandida tropicalis donde se inhibid su
crecimineto al utilizar inhibidores de precursores de
poliaminas v el efecto fué totalmente contrarrestado al
agregar exogenamente las poliaminas,reuaniendo con esto wmids
evidencias que indican que las poliaminas efectivamente
estan implicadas en funciones escenciales de crecimiento ¥y

diferenciacion celular (Pfaller et al., 1988).
II-8




Los trabajos sobre la biosintesis de poliaminas en sistemas
microbiannos se han realizado en su mayoria en Escherichia

goli v en Sancharomvoes gerevisiae (Pfaller ec¢ al., 1988).

En plantas superiores el estudio de las poliaminas tuva una
limitada atencidon antes de 1977. Debido a 11la reciente
acumulacién de evidencias que indican que las poliaminas
pueden’ ser consideradas como una clase de 'factnres de
crecimiento en plantas, han despertado el interés de los

fisidlogos.

‘Las poliiaminaz prabablemente Aactuan como nensajeros

secundarios de hormonas entre células individuales (Young
and Galston, 19%82). La senescencia de las hojas en los.
vegetales involucra una secuencia de eventos degradativos
que culminan en bajos niveles de clnrofila; acidos nucléicos
¥ proteinas, actividad foteoquimica baja y la desinteagracion
de la ultraestructura de cloroplastos, aunque la naturaleza
del disparo de eventos y el orden de los camhios pueden
variar con el material vegetal y con las conﬁicicnes de
envejeciniento, es generalmente aceptado aue la gaja en los
niveles de clorofila es el resultadeo final de esventos
prevics a lalsénescencia (Thimann, 1940). Se ha .encontrado
Gue las pnliaminas, en l1a phsacuridac, previenen la
senescencia de muchas plantas duicotiledoneas y cereaies. La

espermina retards por uan periodo de 48 horas la baja en

1I1-9




concentracién 1lmM (Kaur-Sawhney et al., 1982). La manera
precisa por la cual las poliaminas retardan la senescenocia
estd en espera de ser aclarada (Slocum et al., 1984).

En cultivo de tejidos vegetales se ha encontrado que las
poliaminas ejercen un déhil efecto semejante a la auxina en
explantes de tubérculos de Helianthus tuberosus (Meijer and
Simmonds, 1988). En tahacn s&@ ha observado que se requieren
altos niveles de poliaminas para la diferenciacén flaral.
También se ha reportado que su concentracidn se incrementa
substancialmente durante la regeneracidén de plantas a
partir de protoplastos dé Vigna acopitifolia {Meijer and
Simmonds, 1988).

Se ha estudiado la funcidn de las poliaminas durante la
embriogénesis somdtica en cultivosAde células en suspensicén
de Dauygus gcarota y se ha observado que los niveles de
putrescina _y espermina se incrementan después de la
transferencia a medio para la formacidn de embriones
somaticos en ausencia de 2,4-D, estu estd correlacionade con

el incremento de arginina con actividad descarboxilasa.

Fara estudiar el efecto de las boliaminas'se han realizado

investigaciones en las cuales se ha inhibido la arginina
descarbhoxilasa utilizando 1la alfa difluoronetilarginina
(DFMA)'y s ha obtenido una reduccidn en los niveles de

putrescina intracelular y en el numero de embriones

I1-10
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somdticos formados a partir del cultive celular {Mzij=r and
Simmonds, 1988). En Cavbaranthus rosseus cultivada in vitrn
se ha encontrado que la ingorporacidon de espermidina al
medio nutritivo a concentraciones de 13 “® y 10°% M estimulan
ei creciniento del tubo polinico pero las. concentraciones de
10-4 reducen el crecimiento. Para estudiar esto se ha
inhibido la germinacion del polen y el crecimiento del
tubo polinico por acecién de 1a metilglioxal-bis guanili
hidrazuné (MGBC) y han sido recuperados con espermidina
exdgena, lo cual indica que la espermidina se reguiere para
la germinacién del polen y el crecimeinto del tuhc polinico.
La reduccian del tubco.pulinico con 10"_ M de espermidina
puede ser causada porvtnxicidad (Prakash e% al., 1988).

Las poliamiras se clasifican de aguerdu ai nimero de aninas
que poseen en: ‘diaminas, triaminas, tetraaminas,

pentaaminas, hexaaminas (Tabla 2.2).
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1,3-DIAMINOPROPANO
H,N(CH,) ;NH,

| PUTRESCINA

: H,N (CH,) 4NH,

CADAVERINA

. H,N(CH,) sNH,

b IRIAMINAS

NORSPERMIDINA (CALDINA)

H,N(CH,) jNH(CH,) 3yNH;,

ESPERMIDIKA

bt H,N(CH,) ;NH(CH;) (NH;

, AMINOPROPILCADAVERINA

P Hz"(cﬂz)suﬂ(cﬂz)suﬂz

HOMOESFERMIDINA

H,N(CH,) ,NH(CH,) ,NH,

B4 IETRAAMINAS '

|

NORSFERMINA (TERMINA)

H,N(CH, ) yNH (CH, ) JNH(CH,) JNH,

ESPERMINA

e H;N(CH,) ;NH(CH,) ;NH(CH,) yNH,
TERMOESPERMINA

g u,n:cnz),NH(CH,),Hu(cn,).nn,

< EENTAAMINAS

CALDOFENTAMINA

H,N(CH,) yNH(CH;) JNH(CH, ) yNH(CH;,) 3NH,

HOMOCALDOPENTAMINA

J . HyN(CH,)yNH{CH,);NH{CH,) ;HH(CH,) (NH,
HEXAAMINAS '

CALDOHEXAMINA
—~ - zmcuz),rm(cnz),uﬂ(cﬂz sNH(CH,) JNH (CH, ) ;NH,

Tabla 2.2 Estructuras de diaminas alifaticas y poliaminas

(Kuehn, inédito)
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Existe otra clasificacidon de las poliaminas que se utiliza

con fines practices dividiendo a las poliaminas en comunes,

n comunes y superiores (Tabia 2.3).

COMUNES
1,3-DIAMINOFRCOPANO
PUTRESCTINA
CADAVERINA
ESFERMIDINA
ESPERMINA

RO _COMUNES
NOGRESPERMIDIRA
AMINOFROPILCADAVERINA
HOMOESPERMIDINA
HOREZFERMINA
TERMOESFERMINA
CALDOPENTAMINA
HOMOCALDOPENTAMINA
CALDOHEXAMINA
SUPERIORKDG
NHORESPERMINA
TERMOESTERMINA

"CALDOFENTAMINA

HOMOCALDOFENTAMINA
CALDOHEXAMINA

EACULTAD DE CIENCIAS
HERBARIO
NERFACUG

Tabla 2.3. Clasificacidn practica de poliaminas (Kueh,

inédito).
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Las poliaminas se encuentran de manera natural en todos los
seres vivaos (Meijer and Simuwonds, 1988; Kuhen et al.,

1990b) .,

La historia de las poliaminas se remonta al ano-1678 con el
descubrimiento por Leevwenho=k -de la cristalizacidn de
espermina de semen humano, con su rudimentario microscopio.
El nombre fué dado en 1888 por Ladenburg, y en el aia 1920
fué confirmada su estructura por Rosenheim. En esa época se
descubrid una base relacionada a la espermina nombrada
espermidina,

En 1885 se aislaron dos bases a partir de material animal en
descomposicion, en 1886 ce confirmo la estructura
de estas bases que fueron llamadas putrescina y cadaverina
(Heby, 1986).

Actualmente, aunque es poco 1o que se conoce acerca de las
funciones de laé poliaminas (Frakash et al., 1988), se sahe
que muchas células dependen de ellas para multiples procesos
vitales. Se ha demostrado que las poliaminas interactuan coa
macromoléculas y biomembranas y regulan varios‘ procesos
celulares asociados con el ‘crecimiento y el desarrollo

(Prakash et al .,1987).

11.3.1 Foliaminas comunes

La biosintesis de las poliaminas se lleva a cabo a partir de

diferentes precursores en plantas y animales
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En los vegetales la ruta metabdlica inicia con el aminoacido
arginina. En animales vy sistemas microbianos inicia caon la
ornitine que pasa a putrescina por acecidn de la ornitina

descarboxilasa (Figura 2.1)

Hz20 H ;0 coz§NH3

. o NH y ~
Argirina . él 2 ngmatina > - 43 Camamoyiputressina :

Putrescina —-g—-a Esperinidina N Espermina
6
..T

Uriitna

Enzimas
arginina descarboxilasa
ammatina ureidohidrolasa
carbamoylputrescina hidrelasa
ornitina descerboxilasa
espermidina sintetasa

espermina sintetasa

-~ s W M

S-adenicsilmetionina descarboxilasa.

Fiéura 2.1 Biosintesis de poliaminas (Flores, 1989).

La putrescina ¥ la espermidina son sintetizédas en todas las
ceélulas, pero la espermina solo es sintétisada en celulas
eucarioticas (Heby, 1986), aunque e ha - encontrado en
algunas bacterias termafiliqas (Kuehn et al., 1990a).

A pH fisiolidgico la putrescina, espermidina v la espermina
tienen 2, 3, vy 4 cargas positivas respectivamente. La

distribucién de estas cargas positivas hace gue se unan
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fuertemente a los grupos fosfatos cargados negativamente en
las regiones de doble helice de los &cidos nucleicos. Las
moléculas de espermina ocupan un pequefio canal y neutralizan
2 grupos fosato por cada helice. Ademds, la espermina es el
mas potente inductor de la transicidén de Beta-DNA a Z-DNA.
El Z-DNA es favorecido por secuencias que van alternando
purinas y pirimidinas especialmente guanina y residuos de
citocina {(Heby, 1986).

La cadaverina es una diamina sintetizada a partir de lisina,
e ha encontrado en plantas superiores (Kuehn et ‘al.,
1990a). El1 1,3 diaminopropano Es una diamina que se ha
encontrado en plantas supericres siendo mas comun en

gramineas.

11.2.2 Poliaminas no comunes

El termino poliaminas no comunes se debe a que Sson
poliaminas con limitada distribuicién en la naturaleza.
Algunas de estas poliaminas no comunes fueron descubiertas
en bacterias termofilicas, luego fueron encontradas en
bacterias metanogénicas, Vibrig, Cvanghacteria,
Acetabacteria, Ehizobium, - Lactgbacilli., Bhodopseudomonas
viridis v ciertas algas (Hamana and Matsuzaki, 1982; Kneifel
er al., 1936). Se ha postulado que ejercen un papel
protector tanto en bacterias como en plantas adaptadas a
ambientes extremos (Flores, 1939; Oshima, 19%78).

LLa homoespermidina ha sido encontrada en algunas plantas ,

es una triamina formada de moléculas de putrescina.
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La porespsrmina y la norespermidina Fueron descubiertas en
bacterias termofilicas y halofilicas. Fosterioremente fuefon
encontradas en briofitas, nusgos b4 algunas algas
ieucariéticas (Kuehn et’ al., 1990a) vy recientémente‘ se
encontraron en la planta superior Medicago sativa L.

(Rodriguez-Garay et 21., 1989).

11.3.3 Inhibidores de la biosintesis de poliaminas
Una cmntriﬁuc;én importante al estudio de la fisiologia dé
las poliaminas ha éidu dada por la produccion vy prueba de
muchos inhibidores de sus engimas hiosinteticas {(Sethi et
al., 1%88), ademas utilizando inhibidores de la biosintesis
de paliaminas s5e podrian seleccionar celulas con
- amplificacion génica que €5 un mecanismo  bhien documentado
por el cual las células, particularmente las de mamiferosi
inferiores, desarrollan la capacidad para satisfacer 1la
deﬁanda al incrementar la cantidad de nroductés de genes
‘especificos bajo toxicidad o estrés metabélicu (Stark and
Wahl, 1984; Schimke; 1984). For lo cual el  utilizar
inhibidores de 1la biosintesis de poliaminas ‘ es una
estrategia para construir plantas sobreproductaoras de
poliaminas con potencial para incremen;at tolerancia a-
ambientes extremes Ccomo seduia,vcalnr y salinidad. Ademas,
de acuerdo a los efectos observados en el desarrello de
mamiferos se ha sugerido que el inbibidor alfa
difluorometilornitina (DFM0O) podria utilizarse como abortivo

en animales domésticos (Heby, 1986).
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Los inhibidares mis efectivas y comunmente utilizadas se
muestran &n la tabla 2.4.
‘ DIFLUOROMETILORNITINA (DFMO)
DIFLOUROMETILARGCININA (DFMA)
METILGLIOXAL BIS GUANILHIDRAZONA (MGBQ)
METILGLIOXAL BIS BUTILAMINOHIDRAZONA (MGBB)
S-ADENOSIL-1,8-DIAMINO-3-THIQOCTANO (AdaDATOQ)
SULFATO DE DICLOEXILAMONIO (CHA)
S-METIL-S"-METILTIOADENOSINA {metil -MTA)

Tabla 2.4 Inhibidores de la biosintesis de poliaminas.
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IIf. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

L.a variedad Atovac de Hedigaso sativa L. presenta mayer
tolerancia al estrés de salinidad y/o de sequia compatada

con ptras pohlaciones,

La presencia de pcliaminas exdgenas al momentc de la
germinacion de Medigago sative L. bajo estres de salinidad,
incréementa la cantidad de semillas germinadas y &l vigor de

las nlantulas cbtenidas.

OBJETIVOS

Comprobar si la variedad Atovac de Medicaan sativa L.

presenta tolerancia al estrés de salinidad yv/o de sequia en

5u germinacidn, al compararla con otras poblaciones,
Comprobar si la presencia de poliaminas en el medio de

aestrés de salinidad aumenta la tolerancia en la germinacidn

de Medicago sativa L.
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IV MATERIALES Y METODOS

IV.1l Materiales

IV.1.1 Material bioldgico
Se utilizaron cuatro poblaciones de Medicago sativa L.

La variedad Atovac a la cual se 1le atribuye c¢ierta
tolerancia a la salinidad por 1los pobladores de zonas

cercanas a la cuenca endorreica Zacoalco-Sayula, lo cual no

"ha sido comprobado cientificamente (Gonzalez-Eguiarte,

comunicacién personal). La semilla se compro en una tienda
de semillas en Atovac, Jalisco.

La variedad Florida 77 sensible tanto a la salinidad como a
la sequia (Currier, comunicacion personal). La semilla de

esta y de las restantes variedades fué donada por Currier K.

La variedad Mesilla, tamhién sensible a la salinidad y a 1a

sequia (Kuehn et al ., 1990a).

La variedad 7-5-92,la cual fué obtenida de plantas que

. presentan tolerancia tanto a la salinidad como a la sequia

(Currier, comunicacidén personal)

IV.1.2 Agentes estresantes
Como agente de estrés de salinidad se utilizo el cleruro de
sodio (NaCl) (Phillips, 1987; Flowers et al., 1977) marca.

MERCK.
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Como agente simulador de sequia se utilizo Polietilenglicol
6000 (PREG) (Hasegawa et al., 1984) grado industrial de
nombre comercial FPluracol E-6000 de Polioles S5.A. Mexico

D.F.

IV.1.3 Poliaminas
Putrescina Marca SIGMA P-7505 St. Louis Missuri U. S. A..
Espermidina Marca SIGMA S-2501 St. Louis Missuri U. S. A.

Espermina Marca SIGMA S-2876 St., Louis Miessuri U, S, A,

IV.2 Métrodos

IV.2.1 Etapa I1.- Estableciwkiento de los rangos maximos de
estres,
Se realizaron pruebas prelininares con diferentes

concentraciones tante de NaCl cono de PEG en agua
bidestilada con el fin de determinar la concentracién en la
cual ya no se presentd germiracion, Los tratamientos

utilizados fueron:

% FEG MNaCl
0 0

5 0.95

10 0.10

15 0.15

20 A 0.20 » ' EACULTAD DE ClEncpae
25 0.25 _ HERBARIO

HERFACUG
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Todas las pnruebas preliminares se realizaron en la variedad
Atoyac, ya que es de la uUnica con la que se contd con

semillla en gran cantidad.

IV.2.2 Etapa 1I1.- Igualacién del potencial Dsmégico NaCl-PEG
Se iguald el potencial osmétiqo de los tratamientos de
molaridad de Nall a los tratamientos de porcentaje de PEG,
utilizando &1 método de regresién lineal para los datqs
obtenidos en un osmometro marca Fiske O0S. Los pareg de

tratamientos obtenidos fueron:

PEG(X) NacCl (M) P. Osmético
(MPa)

0 0 -0.100

5 0.016 -0.107

10 ’ 0.06 -0.325

15 0.14 -0.679

20 : 0.25% -1.179

25 0.39 . -1.823

IV.2.3 Etapa III.- Evaluacién de la tolernacia al estrés de

salinidad y de sequia en las cuatro poblaciones

Se realizaron tres repeticiones(apendice 1) por cada
trgtamientu en cada una de las. poblaciones. Se analizaron
los datos utilizando graficas de lineas y puntos.

Estos datos sirvieron para elegir el tratamiento de NaCl

utilizado en la aplicacidn de poliaminas.
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IV.2.4 Etapa IV.~- Apliacidon de poliaminas -

_En esta etapa solo se utilizd el estrés salino.

Se realizaron ' pruebas ‘preliminares utilizando
concentraciones similares a las reportadas en Ia literatura
para otras especies vegetales (Frakash et al.( 1988; Bagni

and Mengoli, 1986; Sethi et al., 1988).

Las concentraciones de cada una de las poliaminas
utilizadas fueron O, 10, 20 ¥ 30 uM tanto en agua como en la

splucidn salina elegida.

Con los resultadasvabtenidos en estas pruebas se determind
que:

i) o bien.las poliaminas noD tenian efecto significativo al.
aplicarlas exdgenaménte al momento de la germinacidn de 1la
variedad Atovac de Medicago sativa L.

ii) o bion, las concentraciones que requisre son mayeres a

las nue se reportan en la literatura para ctras especies

Dehido a esta disyuntiva se disefid una seris de tratamientos
progrecivos gua iniciaron con la concentracion mas alta de
las o2ruebas preliminares, estos tratamientcs fueron, parva

cada roliamina:

¢, 0.030, 0.080, 0.120, 0.24G6, D.480, 1, 2, 34, B v 1€ mM




Estos tratamientos se aplicaron a las tres variedades de
interés, Ataoyac, Florida 77 y Mesilla. No se incluyé la
variedéd 7-5-92 debido a la poca cantidad de semilla

disponible.

Los datos abtenidos se ajustaron a un maodele cuadratico
mediante analisis de regresion con el fin de determinar la
tendencia de cada pohlacidn bajo estrés salino en presencia

de cada una de las poliaminas por minimos cuadrados.
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VY. RESULTADOS

V.1l Comparacion de la germinacion de la variedad Atoyvac
hajn estrés de sequia.

V.1.1 Numero de semillas germinadas
La germirnacion de las variedades Atoyvac y 7-5-92 fueron
estimuladas positivamente en presencia de sequia moderada,
mientras que la germinacién. de la variedad Florida se
mantuvo constante en los tres brimeros tratamientos y la
germinacidn de 1la variedad Mesilla presentd un efecto

negativo con todeos los tratamientos de segquia.
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Figura 5.1 Efecto del estrés de sequia en

la germinacion de Medigaago sativa L.
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V.1.2 Peso de las plantulas obtenidas
El estrés de sequia afectd negativamente el peso de todas

las variedades estudiadas (Figura §.2).
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Figura 5.2 Efecto del estrés de sequia en

el peso de las nlantulas obtenidas.



V.1.3 Talla de las plantulas
La wvariedad mesilla presentd un efecto positive con el
primer tratamients utilizado. Las restantes variedades

sufrieron un efecto negativo con el estrés de sequia (Figura

1]
{
+

5.3).
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Figura 5.3 Efecto del estrés de sequia en

la talla de las plantulas obtenidas.
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V.2 Comparacién de la germinacién de la variedad Atoyac
baio estrés de salinidad.

V.2.1 Namero de semillas germinadas

lL.a variedad Florida fué la mids afectada va que presentd un
efecto negativo con todos los tratamientos empleados. Las
variedades Atoyac y 7-5-92 ﬁresentarnn un efecto positivao
con el primer tratamiento de salinidad. La variedaed Mesilla
fué la que presentd la mejor respuesta ya qué tuvo un efecto
positivo en los dos primros tratamientos de salinidad

(Figura 65.4).

+

i/
{8

o

-1 T T T
-1 -7 -Q3 -5A -UA -8

' W

Figura 5.4 Efecto del estrés de sal en

la germinacidén de Medicaqg sativa L.




V.2.2 Feso de las plantulas ovbtenidas

La variedad Mesilla fué la gue presentd la mejor resouesta
va gue tuvp un sfecto peositivo con el primer tratemiento, y
aungue, el segundo tratamiento le afectd negativamente, este
efecto no fué drastico. La .variedad 7-5-92, también fué
~favorecidé en sSu peso por el primer tratamiento, pero con el
segundo tratamiento tuvo un drastico efecto negativo. Las
variedades Atoyac y Flﬁridé presentaron un efecto negativo

desde el primer tratamiento utilizado (Figura 5.5).
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Figura 5.5 Efecto del estrés de sal en

el peso de las plantulas obtenidas,
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V.2.3 Talla de las bléntulas

De manera contraria a lo observado en el peso, las
variedades Atoyac v Florida, Fresentaron un efecto positivo;
La variedad Atoyac con los dos primeros tratamientos y la
variedad Florida con el primero. En cambio, las variedades
mesilla yv 7-5-92 presentaron-efecto negativo con‘todos las

tratamientos utilizados (Figura 5.6).
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Figura 5.6 Efecto del estrés de sal en

la talla de las plantulas obtenidas.




V.3 Relacion raiz-parte aerea en ambos tipos de estrés

La variedad Atovac fué la tunica gue presentd una relacidn
directa en cuanto al aumento en porcentaje de la raiz al
aumentar la concentracid del agente estresante, tanto de
salinidad comc de sequia {Figuras 5.7 ¥ 5.8).

Las respuestas para las demas variedades se muestran en las
figuras 5.9 a 5.14. Una apreciacidén mas clara de este

fenomeno se aprecia en las figuras del apendice II,

e s o e

U A7 A 05 -ia% -iBD

-t -7 A3 06 - D

i Wo W
Figura 5.7 Relacion Figura 5.8 Relacion
raiz-parte aerea en la raiz-parte aerea en la
variedad Atovac bajo variedad Atoyac bajo
estrés de sequia. estres de sal.
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.EACULTAD DE CIENCIAS
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Figura 5.9 Relacion Figura 5.10 Eelacidn
raiz-parte aerea en la raiz-parte aerea en la
variedad Florida bajo variedad Florida bajo
estrés de sequia. estrés de sal.
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Figura 5.11 Relacidn
raiz-parte asrea en la
variedad Mesilla bajo

estrés de sequia.
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Figura 5,12 Relacitdn
raiz-parte aeres en la

variedad Mesilla bajo

estres de sal.
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Figura 5.13 Relaciodn
raiz-parte aerea en la

variedad 7-5-92 bajo

estrés de sequia.
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Figura 5.14 Relacioan
raiz-parte aerea en la

variedad 7-S-92 bajo

estrés de sal.

V-10



g

ST

V.4 Efecto de las ﬁnliaminas

‘V.3.1 Eleccién del tratamiento de <al a -‘utilizar en

presencia de poliaminas,

De acuerdo al anilisis de resultados expuestos e&n las
figuras 9.4, 5.5, v 5.6 se determiné gue el tratamientc con
-0.679 MPa, que corresponde - a 0.13 M de KNaCl es el que
presenta las mejores condiciones para experimentar sobre el

efecto dJde las pcliaminas va que todas las variedades sen-

-afectadas negativamente en su germinacion, en su talla y en

su peso, pero todavia existe suficiente germinacion y

sohrevivencia para estudiar el efecto de las poliaminas.

V.4.2 Efectoc de poliaminas en 1la germinacién de las
vaviedadeé estudiadas.

La variedad Atoyac fﬁé la dnica cuyva respuesta, en todas laﬁ
poliaminas utilizadas, se ajustd de manera significativa (p
< 0.0 v p < 0.1) al modelo cuadrstico de regresion, en el
aumero de semillas qerminadas‘ baijo esgrés salino (Tablas
5.1;5;7, Figuras 9.15-5.17). -
La variedad Florida, se ajustd significativameﬁte (p- £
DfUS), en la espermidina (Tabla 5.1 5.8 v 5.9), sin embargo
el efecto de la espermidina fué incrementando al aumentar la
cancentracid de la poliamina, pero no se alcanzéd el doptimo

en el intervalb de estudio (Figura £.18).

La variedad Mesilla no presentd respuesta con ajuste

significative él_ modelo cuadratico de regresion, en el

hémern d= semillas germinadas (Tabla 5.1).



e d

Putrescina Espermidina Espermina

Atoyac * * » » ‘ »
Florida n s * ns
Mesilla ns n e ns

Probabilidad < 0.05 (% #*)
Probabilidad < 0.1 (% =)

No significativo (n s)

Tabla 5.1 Nivel de significancia del ajuste a un mnodelo
cuadratico por regresion del efecto de poliaminas sobre 1la
germinacidn bajo estrés de salinidad en las variedades
estudiadas.

Los ajustes signif;cativos a un modelo cuadratico implican
que la forma de la grafica es unimodal cbn un punto critico
ﬁnicn‘en el rango de estudio, que en la mayoria de los casos

resulté ser un miximo (d2y/dx? < 0). Ver figuras 5.15-5.28.
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variable co=ficiente error estandar F
b 13.5216708 1,30404026 10.3691
b, -.3105822 .46860324 ~.6628
by, -.872104s8 24601671 - -3)5441

Total de interacciones = J .

. Total de evaluaciones de la funcidén = 13

Tabla 5.2 Coeficientes del wodele cuadrdatico ajustado de la
respuesta en la germinacidon de la variedad Atoyac a la

putrescinas.

fuente ‘sum=z de g 1 . cuagdrado F »
cuadrados nedio
modelo 1u99.1802 3 366.3967 4B.56 x *
error 52.809786 7 7.5442585
tutal 1152.0000
total
cgrregidn 1%2.000090
24 0.954158
<

Tabla 5.3 Anilisis de varianza de la regresidn total de la

respuesta en la germinacion de la variedad Atoyvae a la

putrescina.
§ = T -z
e gz . o =
r it o e z
n r . - z
Lois - : E
n - z
qQ = . :
c - ~ 3
r - -
T ; 3
] e Y Tl ..i
n . :
n a3} U S SN W ST U SR SR S PO S S q
0.027 0.2u2 1.492 11.023 81.451

Figura 5.15 Regresitn cuadriatica ajustada de la respuesta en

la germinacidén de la variedad Atoyac a la putrescina.
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variable coeficiente error estandar ¥
b 12.9612613 1.40233775 9.24261
b, -1.3003842 0.503%92617 -2.58051
by, -0.8726933 0D.26459566 ~-3.29821

Tabla 5.4 Coeficientes del modelo cuadratico ajustado de la
respuesta en la germinacién de la variedad Atovac a la

espermidina.

fuente suma de gl cuadrado F
cuadrados medio
modelo 1072.9286 3 357.6429 40,993
error 61.071369 7 8.724481 °
total 1134.0000 10
total
carregido 173.60000 9
0.946145

Tabla 5.5 Andlisis de varianza de la regresién total de la
respuesta en la germinacién de la variedad Atovac a la

espermidina,

Serne S annnm
lTlr"h r

I N {

L) WA S | M T T Ao} § T S Y P " U S

0.027 0.202 1.492 11.023 81.45)
m M

Figura 5.16 Regresion cuadratica ajustada de la respuesta en

la germinacion de la variedad Atovac a la espermidina.



variable coeficiente error estandar F
o : " b 7.37046940 1.82241608 4.04434
b, -1.7323302 0.65488015 -2.64526
bll -0.24136592 0.34385681 ) -0.70194

Total de interacciones = 3 .
Total de evaluaciones de la funcidn = 13

Tabla 5.6 Cpeficientes del modelo cuadritico ajustado de la
respuesta en la germinacion de la variedad Atovac a la

espermina.

N fuente suma de gl cuadrado F D
. cuadrados medio
p modelo 594,85992 3 198.28664 13.457 »
f error 103.14008 7 14.73430
* total 698.00000
- total
corregido 208.00000
RY: 0.852235

E Tabla 5.7 Analisis de varianza de la regresidn total de la
\~
f respuesta en la germinacion de la variedad Atoyac a la
g .
8 espermina,
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Figura 5.17 Regresidn cuadratica ajustada de la respuesta en

: la germinacion de la variedad Atoyac a la espermina.




b 11.131223827 1.72140373 6.46123
b1 1.9125582 0.61858164 3.09184
b‘1 0.5227144 0.32479762 1.60935
Total de interacciones = 3 .
Total de evaluaciones de la funcion = 13

Tabla 5.8 Coeficientes del modelo cuadrdtico ajustado de la

respuesta en la germinacidon de la variedad Florida a la

espermidina.

fuente suma de gl cuadrado F D
cuadradas medio

modelp 1715.9767 3 571.9922 43.5101 *»

error 92.023317 7 13.146188 .

total 1808.0000

total

corregido 220.40000

Rt 0.949102

Tabla 5.9 Anadlisis de varianza de la regresidn total de la

respuesta en la germinacion de la variedad Florida a la

espermidina.

SerAapIeganrE

n
0.027 0.202 1.492 11.023 81.451
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Figura 5.18 Regresidn cuadritica ajustada de la respuesta en

la germinacidén de la variedad Florida a las espermidina.

V-16



.

V.4.3 Efecto de poliarinas en el peso de' las plantulas
obtenidas de la germinacion bajo estrés de sal en las,
variedades estudiadas.

La variedad Atovac fué la dnica cuya respuesta, en todas las
pcliaminas uéilizadas, se ajustd de manera significativa (p
< 0.05 vy p < 0.1} 5]l modelo cuadratico de regresidn, en el
el pveso de las plantvlas bajo estras salino (Tablas §.10-
6.16, Figuras 5.19-5.21).

La variedad Fiorida, se ajustd significativamente (p <
G.0%), al modelo cuadratico de regresidn en la espermina
(Tabla 5.10,5.17 v 5.18. Figura 5.22).

La variedad Mesilla no presentd respuesta con ajuste
significativo 2l modelo cuadratico de regresion, en las

poliaminas utilizadas en el peso de las plantulas (Tabla

5.10).

Putrescina Espermidina Espermina
Atovac - * » * x ®
Florida ns n s * *
Mesilla n s ns ns

Probabilidad < 0.05 (» =}
Fraobahilidad < 0.1 (% %)

No significativo (n s)

Tabla 5.1080 Nivel de siénificancia del ajuste a un modelo
cuadriatico por regresion del efecto de poliaminas sohre el
peso de las pldntulas bajo estrés de salinidad en las

variedades estudiadas.
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variable coeficiente errar estandar F
b 239.755128 13.4308488 17.8511
b, -11.181946 4.8263381 -2.3169
b, -5,70794 2.9%341572 -2.21772

Total de interacciones = 3 '
Total de evaluaciones de la funcidn = 13

Tabla 5.11 Coeficientes del modelo cuadritico ajustado del

peso de las plantulas de la variedad Atoyac a la putrescina.

fuente " guma de gl cuadrado F o)
cuadrados medio

modelop 1467661.4 3 489220.5% 203.8 * =

error 64822.578 27 2400.4836 )

tatal 1532484.0 30

total

corregido 83122.800 29

R 0.957701

Tabla 5.12 Analisis de varianza de la regresidon total de la
respuesta en el pesa de las plantulas de 1la variedad Atayac

a la putrescina.

&

T LY
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g

Figura 5.19 Regresidn cuadratica ajustada de la respuesta en

el peso de las plantulas de la variedad Atoyac a la

putrescina.
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b 179.364631 22.7815151 7.872325
bl -18.351175 8.1864741 -2.24165
b]1 -0.440016 4.2984581 -0.,10237

Total de interacciones = 3 3
Total de evaluaciones de la funcidn = 13

Tabla 5.13 Coeficientes del modelo cuadratico ajustado de 1a
respuesta en el peso de las plantulas de la variedad Atoyac

a lz esyermidina

fuente suma de gl cuadrado w P
cuadrados medio

modelo 1:58041.5 3 352680.% 51.1 *»

error 186502.47 27 6907.50

tatal 1244544.0 30

total

corregido 225517.87 29

R 0.3850144

Tahla 5.14 Analisis de varianza de la regresion total d= la
respuesta en el peso de las_pléntulas de la variedad Atoyac

a la espermidina.
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Figura 5.20 Regresidn cuadrdtica ajustada de 1la fespueéta en
el peso de las plantulas de la variedad Atoyac a la

espermidina.




R variable coeficiente errar estandar F

b 188.379304 14.4485852 13.0379
by -38.961496 5.1920589 -7.5041
by -11.171503 2.7261856 -4.0979

Total de interacciones = 3 ;
" Total de evaluaciones de la funcidén = 13

Tabla 5.15 Cogeficientes del modelo cuadrdtico ajustado de la

4 respuesta en el peso de las plénfulas de la variedad Atayac

. a la espermina.
A
* fuente suma de g 1l cuadradoa F n
i cuadrados medio
modelo 892240.21 3 297413.40 107.03 % =
error 75018.78% 27 2778.474
4 total 967259.00 30
total
; caorregido 236242.70 29
R2 0.922442

Tabla 5.16 Analisis de varianza de la regresidn total de la
respuesta en el peso de las plantulas de 1la variedad Atovac

a la espermina.

‘ , 390} e N A A s S S -j
-
=
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81.451
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Figura. 5.21 Regresidn cuadratica ajustada de la respuesta en
en el peso de las plantulas de 1la variedad Atoyac a la
espermina.
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b 249,932017 21.5901451 11.5762
by ‘-4p.987894 7.7583586 -6.3142
'bn -5.,175478 4.0736682 -1.2705

Total de interacciones = 3 .
Total de evaluacicnes de la funcidn = 13

Tabla 5,17 Coeficientes del modelo cuadrdtico ajustado de la

respuesta en el peso de la variedad Florida a la espermina.

fuente . sunia de gl cuadrado F P
cuadrados medio

modela 2077613.9 3 692538.0 111.6 % =

error 167506.05 27 6203.93

total 2245120.0 30

total

cgrregido -424171€.67 29

R 0.925391

Tabla 5.18 Andlisis de varianza de la regresidn total
de la respuesta en el peso de la variedad Florida

a la espermina.
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Figura 5.22 Regresion cuadritica ajustada de la respuesta

en el peso de la variedad Florida 2 la espermina.



V.4.4 Efecto de poliaminas en la talla de las pléantulas
obtenidas de la germinacién bajn estrés de sal en 155
variedades estudigdas.

La variedad Atoyac presentd una respuesta que se ajustd de
manera significativa con p < 0.05, en todas las poliaminas
utilizadas al modelo cuadratico de regresidn, en la talla de
las plaéantulas bajo éstrés salino (Tablas 5.19-%5.2%, Figuras
5.23-5.25).

La respuesta de la variedad Florida en la talla de las
plantulas obtenidas de la germinacidn bajo estrés de
salinidad de esta variedad a las poliaminas espermidina y
espermnina se ajusto de manera significativa con p < 0.0%
(Tabla 5.19, 5.26-5.29, Figuras 5.26 y 5.27).

La variedad Mesilla en la talla de las plantulas obtenidas
de la germinacion bajo estrés salino presentd una respuesta
a la espermidina que se ajusta de maneré significativa con p
< 0.1 (Tablas 5.19, 5.30 y &§.31, Figura 5.28) al modelo
cuadratica de regresidn, siendo esta la uGnica respuesca
significativa de esta variedad al modelo de regresion

utiligado para las poliaminas estudiadas.

B



Futrescina Espermidina Espermina

Atovac * » * ® #
Florida . ns x * * *
Mesilla ns * ] ns

Probabilidad < 0.05 (% %)
Probabil:i_.dad < 0.1 (% »)
No lsignificativu (n s)
Tabla 5.19 Nivel de significancia del ajuste a un modelo
cuadratico por regresion del efecto de po;iéminas sobre 1la
talla de 1la pléntulas bajo éstrés de salinidad en las:

variedades estudiadas.

FACULTAD DE CIENCIAS
HERBARIO
HERFACUG
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b 38.0421742 2.77416691 13.7130
b, -2.7926701 0.99688916 -2.8014
by, -1.7689999 0.52343491 -3.3605

Total de interacciones = 3 N
Total de evaluaciones de la funcion = 13

Tabla 5.20 Coeficientes del modelo cuadratico ajustado
de la respuesta en la talla de la variedad Atovac

a la putrescina.

fuente suma de gl cuadrada F )
cuadrados - medio

modelo 31640.431 3 10546 .810 102.96 *» »

error 2765.5694 27 102.428%

total 34406.000 30

total

corregido 4195.3667 29

R* 0.91962

Tabla 5.21 Andlisis de varianza de la regresidn total de la
respuesta en la talla de la variedad Atoyac a la

putrescina.
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Figura 5.23 Regresién cuadrdtica ajustada de la respuesta en

la talla de la variedad Ataoyac a la putrescina.



AT el A

variable coeficiente error estandar F
a} ’ 29.8970683 4.29544889 6.96017
bl -5.,0505471 1.54355761 -3,27202
by, - -0,7397256 0.81047318 -4.91271

Total de interacciones = 3 '
Total de evaluaciones de la funcién = 13

Tabla 5.22 Coeficientes del modelo cuadratico ajustado de la
respuesta en la talla de la variedad Atoyac a la

espermidina.

fuente - suma de gl cuadrado F P
cuadrados medio

modelo 27317.64%5 3 9105.883 37.08 »* »

error 6630.3506 27 2495.5685

total 33948. 000 30

total

corregido - 9294.6667 29

RL 0.804691

Tabla 5.23 Analisis de varianza de la regresion total de la

respuesta en la talla de la variedad Atoyac a la

espermidina.
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i . 1
r : i
I : !
sl L 3
T L :
a - - - »
1 : - : .
Vodoe . U -
. C SNSRI - R
a F - it S o : <
. C - - T—— e . <
: : —-— : -
" B - . Tt . 4
gn" .............. E 2 oo . .".'\.\.....; ............ _j
: T d
~ :
o PR ST W STt . i A
0.027 [ 35 S W T~ Ja— fi.o%s ity as1

m M
Figura 5.24 Regresidn cuadratice ajustada de la respuesta en

la talla de la variedad Atoyac a la espermidina.
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Aot

variable coeficiente error estandar F
b 30.1357311 2.8%943764 10.5390
by -6.3175850 1.027%3092 -6.1483
0.53952392 ~-3.8324

by -2.0676925

Total de interacciones = 3 .
Total de evaluaciones de la funcidén = 13

Tabla %,24 Coeficientes del modelo cuadratico ajustado de la

' respuesta en la talla de la variedad Atoyac a la espermina.

fuente suma de gl cuadrado F =]
cuadrados medio

modelo 21428,805 3 7142.935 65.64 » *

error 2938.1950 27 108.8220

total 24367.000 30 .

total

corregido 7326.1667 29

R% 0.879415

Tabla 5.25 Analisis de varianza de la regresion total de la

respuesta en la tala de la variedad Atovac a la espermina.
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Figura 5.29% Regresidn cuadratica ajustada de la respuesta en

la talla de 1la variedad Atoyac a la espermina,
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variable coeficiente arror estandar F
b 28.2610896 2.93295707 9.63570
b1 ~-3.2464019 1.05394996 ~-3.08022
b11 -0.8920364 0.55339572 -1.61193

Total de interacciones = 3
Total de evaluaciones de la funcidn = 13

Tabla %.26 Coeficientes del modelo cuadritico ajustado de la

respugsta en la talla de la variedad Florida a 1la

espermidina.

fuents= suina de gl cuadrado F P
cuadrados medio

modelo 20976.774 3 6932.258 61.07 * %

error 3091.2262 27 114.4899

tota 21068.000 30

total

corrvecido 4201.8667 29

r* 0.871563

Tabla 5.27 Anilisis de varianza de la regresion total de la
respuesta en la talla de la variedad Florida a la

espermidina.
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Figura 5.26 Regresion cuadratica ajustada de2 ia respuesta en

la talla de ia variedad Florida a la espermidina.



b | 24.7372414 2.041019456 12.1200
b, -6.07996983 0.73343466 -8.2897
by, ~0.3602423 0.38510330 -0.9354

Total de interacciones = 3
Total de evaluaciones de la funcidén = 13

Tabla 5.28 Coeficientes del modelo cuadratico ajustado de la

respuesta en la talla de la variedad Florida a la espermina.

fuente suma de g 1 cuadrado F p
cuadrados medio

modelo 23599.028 3 7866.343 141.8 » =

error 1496.9720 27 55.4434

total 25096.000 30 ’

total

corregido 5639.4667 29

RE 0.94035

Tabla 5.29 Analisis de varianza de la regresidn. total de la
respuesta en la talla de la variedad Florida a la

esperming.
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Figura 5.27 Regresion cuadratica - ajustada de la respuesta en

la talla de la variedad Florida a la espermina.
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9.12968
-0.92887

2.48778

b 9.682597366 1.06060337

b1 -0.46355640 ©0.49900011

l:)-u - 0.53567811 0.21532349
Total de interacciones = 3

Total de evaluaciones de la funcidn = 13

Tabla 5,30 Coeficientes del modelo cuadratico ajustado de la

respuesta an la talla de la variedad Mesilla a 1la

espermidina.

cuadrado
nedio .

813.0454
8,40533

fuente suma de
cuadrados
modelo 2439.1361
error 100.86392
total 2540.0000
total
corregido 233.60000
K 0,96029

96.729

Tahla 5.31 Analisis de varianza de la regresion total de la

respuesta en la

espermidina.
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Figura 5.28 Regresion cuadrdatica ajustada de la respuesta en

la

talla de la variedad Mesilla a la espermidina,.
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V.4.5 Concentraciones dptimas de poliaminas

Utilizando el método de evaluacidn de puntos criticos, se
encontrarcn concentraciones oOptimas tedricas en los
tratamientos con poliaminas que presentaron respuestas con
ajuste significativo al madelo cuadrdtico de regresidn,
tanto en el aumentu.del numera de semillas germinadas como
en el aumento del peso v la talla de las nlantulas obtenidas
bajo estrés de salinidad. Estas concentraciones se

encuentran en la tabla 5.32

Germinacion Talla Peso
ATOYAC
Putrescina - 0.8368 0.3796 0.4522
Espermidina 0.4747 9.41 E-10 0.032
Espermina 0.0276° 0.1749 0.2171
FLORIDA
Putrescina = 0Z-===--  —-s---  s--~o-
Espermidina a L mmee—- 0.1621
Espermina ------ 0.0088 0.0002
MESILLA
Putrescina = <~ -----~  s-e-s-  -o-e--
Espermidina —r————— - b
Espermina =00 -es-e- s===-- S wmeee-

Tabla 5.32 Concentraciones Optimas tedricas dadas en
milimolaridad de poliaminas para el aumento del naGmero de
semillas germinadas, el pesa y la talla de las plantulas de

Medicagn sativa L. obtenidas bajo estrés de salinidad.

a y b, presentaron ajuste significativo, pero se aobtuvieron

minimos (efecta toxico).



helbadade il

VI. DISCUSION

Ain cuando se igualaron los potenciales osméticos de los
tratamientos de NaCl a los de FEG (Tabla 4.1), se encontrd
una respuesta diferente a cada tipo de estrés, en laﬁ
variedades estudiadas. Esto es congruente con los resultadons
encontrades al analizar el contenido enddgeno de poliaminas
en diferentes variedades de «trigo sometidas a estrés
ozmdtico (sorbitol) vy salino (NaCl) (Laszid et al., 1990).
La linea expermienfal 7-S-92 se wvid favoregida en su
germinecidn con 21 primer tratamiento de NaCl (2,016 M), sin
embargo, su talla se vid afectade en todas las
concentraciones de NaCl (Figura 5.85). Esto puede ser debido
a qua la tolerancia a la salinidad es una carateristica
méltigénica.

El hecho de aque las poblaciones de alfalfa (excepto la
variedad Florida) se vean favorecidas al germinar con 0.016
M de NaCl (Figufals.a) puede ser debhido a que el testigo (0
M de NaCl) no existe en condiciones naturales, ya ue no es
podsihle que existan suelos en4105 cuales el NaCl no este
presente. Ademas, probablemente el tener NaCl extecrno ayudd
a las células de alfalfa a compensar el pétendial osmatico
por medio de la compartamentacidn de sal y por eso las
plantulas se afectaron menos en presencia de NacCl que en
el estrés de aqua donde tuvieron el mnmismo potencial

osmdtico impuesto por el polietilenglicel 6000, pero no

B vi-1



tienen iones para compartamentizar. Este fendmeno ha sido
observado en Atriplex grifithssii (Rodriguesz-Garay, 198%).

Aparentemente, la variedad AtoQac requiere de la presencia
de NaCl para eétimular su talla, va que se vid que la
aumenta con el primer tratamiento de NaCl (0.016 M, Figura

5.5).

La variedad regional, pueda considerarse medianamente
tolerante al estrés osmdotico, debido a que su germinacion
fué mayor en tratamientos hasta con -0.679 MPa que® en
tratamientns sin estrés osmdtico v se considera alto nivel
de estrés un potencial osmdtico de -1.8 a -2.0 MFa

{Salisbury and Ross, 1978).

La relacidn lineal entre el porcentaje de raices respecto a
la talla total de la plantula y la concentracion del agente
estresante, encontrada para la variedad Atovac (Figuras 5.7
y 5.8) indica gue esta es la variedad que tiene una mejor
respuesta morfologiiza a ambos tipos de estrés. La variedad
Florida presentd un comportamiento similar (Figuras 5.9 v
5.10) debido probablemente ; que las dos variedades se
cultivan en ambientes parecidos, lugares donde la humedad
nd es muy abundante y nprobablemente sea una respuest; de
adaptacion el aumentar su rais d1 aumentar la concentracién
del agente estresante externo. En cambio, 1la variedad
Mesilla ¥ la linea experimental 7-5-92 no presentan esta

relacion lineal entre el porcentaje de raices con respectc a
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la concentracién del agente estresante (Figuras 5.11 a 5.14)
25to debido prabablemente a que se originaron bajo
condiciones benignas (sin estrés).
Al analizar las concentraciones tedricas Sptimas en la
variazdad Atovac que fué la Unica que presentd respuestas con
ajuste signifigativo tanto en su germinacidn como en su
.talla v en su peso, con cada una de las poaliaminas
utilizadas (Tablas 5.1, 5.10 y 5.19), se observd que se
necésita una cnncentraciéﬁ mayor de putreséina para la
germinacion que para la talla y =21 peso (Tabla 5.32), esto
es debido probsbhlemente a que en la etapa de germinacion es.
mas dificil la penetracion de poliaminas, ademés; en las
plantulas se incrementa la concentraczidan &e poliaminas
enddgenas por lo que se requiere menor concentracidn
exodgena. Por otro lado, tamhién se aobservd que se reguiere
mayor concentracion de putrescina, aue es de menor peso
molecuiar» que espefmidina v espermina, tanto para la
germinacidn como come para la talla y para el peso.
Esta alta concentrazion tedrica optima encontrada para la
putrescina es coagrente con ia biosintesis de poliaminas
va que la putrescina es precursor de }a espermifdina y esta
dw la espermina (figura 2.,1), ademésle5£a5 prliaminas son
precursores de- poliaminas no comunég,zlas cua;es se ha
pnst&lado e€jercen uvn papel protector t;ntu en baﬁterias como
en plantas adaptadas a ambientes extreﬁqs {Kuehn, 1990b).
L.a informacidn obtenida er este trabajo puede ser til en

provectos de mejoramiento mediante técnicas biotecnoldégicas
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a través de las cuales es posible intentar seleccién de
células v/o plantas sobreproductoras de poliaminas
(enddgenas) para producir a partir de estas lineas o plantas

tolerantes a los tipos de estrés abidtico estudiados.



VII. CORCLUSIONES

‘l“ La variedad Atoyvac es medianamente tolerante al estrés
de salinidad y de sequia

2.- La respuesta al estrés de agua es diferente a la
resphesta al estrés salino en las variedades estudiadas.

3.- Las ceoncentraciones dptimas tedricas de las boliamihas
utilizadas son distintas para la germinacidn, talla y peso
de las variedades de Medicago sativa L. estudiadas.,

4,- Se encontraron concentraciones oOptimas tedricas de
putrescina espernidina } espermidina para incremsntar el
nimero de semillas gefminadaé;el pésn ¥y la talla de las
plantulas en la variedad Atoyvac, bajo estrés de salinidad.
B.- En la variedad Florida se encontraron concentraciones
6ptimas‘teéricas para incrementar el peso de las plantulas
obtenidas de la éerminacién bajo estrés salino con espermina
v Déra incrementa; la talla con espermidina y espermina.

6.- El efecto dptimo de la’espermidina en la germinacién
bajo estrés salino de la varizdad Floridé parece estar en

concentraciones mas altas que las utilizadas.
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IX. APENDICES

IX.1 Apendice I.- Metodologia seguida en cada repeticion

1)Impregnado del papel filtro previamente esterilizado en
autoclave y colocado en el fondo de una caja de petri
desechable, con 3 ml de la solucidon del tratamiento
empleado, utilizando una pipeta estéril.

2)Colocacién de 25 semillas desinfectadas_sabre el papel
filtro, utilizando pinzas desinfectadas mediante flameado
con alcohol etilico industrial.

3)Rotulado de la caja con fecha, poblacidn de Alfalfa vy
tipo de tratamiento, utilizando un marcador de tinta
indeleble,

4)Sellado de la caja con plastico adherente.

5)Incubacidn durante % dias en un incubador con
temperatura constante de 25°C. con un fotoperiodo de 16
horas luz y 8 horas de obscuridad.

6)Canteo del nimero de semillas germinadas en cada

caja de petri.

7) Pesado de las plantulas obtenidas, utilizando balanza
analitica y de la talla tanta del epicétilo-cumb del
hipocdtilo, empleando papel milimétrico v un microscopio
esteroscopico.

15) Elaboracidn de Graficas y andlisis de los resultados.
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Desinfeccidon de las semillas

1)Introduccidr de las seﬁillas dentrao de una malla fina de
plastico.

2)Lavado con.sabén palmolive liquido y agua corriente.
3)Translado de la malla cor las semillas lavadas a una
campana de flujo laminar para mantener la asensié.
4)Eliminado de la cubierta serosa de las semillas
introduciendo la malla en un frasco de cristal con alccohol
etilico industrial durante 19 segundus, sobre un agitador
meénético con. agiracidn moderada.

5)Desinfeccidon de las semillas introduciendo la malla a un
‘frasco con claoralex al 50% (hipoclorito de sndio al 1%)
durante § minutos, manteniendo la agitaciéﬁ magnética.
6iEliminacién del claralex mediante tres enjuages con agua
bidestilada estéril utiliéando un frascge por enjuage. El
primer enjuége durante 4 minutos y las das restantes durante
3 minutos, todos sobre el agitador magnético.

7)Secado de las semillas con el flujo laminar de la campana
sobre una tapa de caja de petri desechable con papel filtr6>
en el fondo para absrober el excesc de agua y manejar las

semillas con facilidad utilizando pinzas flameadas.
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IX.2 Apendice II.- Relacidén en porcentaje de la raiz al

aumentar la concentracion de NaCl en las variedades de

Medicago sativa L. estudiadas.
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