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I. IHTRODUCC:COH 

., 
Coruo consec~encia de la demanda cada vez mayor de alimentos 

.. , y la oerdide.. paulatina de tierras de cultivo, se busca la 

posibilidad de utilizar zonas áridas y semiáridas, las 

cuales pueden contribuir a la producción de alimentos. 

En Hexico las 2.onas áridas y semiáridas ocupan 806 000 Km2 

aproxiJruO!damente, lo que representa un 41X de la superficie 

i \ del territorio nacional (Castellanos et al., 1987) 

Lo!.> suelos salinos se encuentran de manet•a natural en 

regiones áridas y semiáridas, este problema muchas veces se 

aC]l'é.\VB por Ull pobre drenaje natural O metodos deficientes de 

irrigación. Mientras la irrigación puede aliviar las 

condiciones de sequía, la baj¿¡ calidad del agua de riego 

i .¡ 

incrE-menta los problemas de salinidad Que implican problemas 

para los cultivos (Krrudei-, 1:700) debido al .aumento de la 

presión osm61:ic<~ y a .\a toxicidad de la sal (Bliss et al., 

1961; Terry and Walclron, 1984). 

Se ha observado en algunos organismos que soportan cierto 

grado de estt·es, le:. presencia dA altas concentraciones de 

pol.i.:tminas, que E:on un grupo de compuestos orgánicos que se 

carücterizan por poseer por lo menos dos grupos amina en su 

estructura (KuEhn et al., 1990a). 
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A pesar de que las poliaminas se encuentran de manera 

natural en todas los seres vivos (Meijer and Simmonds, 1988; 

Kuehn et al., 1990 b) es poco lo que se conoce acerca de su~ 

funciones (Prakash et al,, 1988). 
'' 
'·j 

Las poliaminas parecen estar implicadas en una gran cantidad 

'.l de funciones entre las que se encuentra la respuesta a 

estrés ábiotico (Lucarini and Sangwan, 1991), probablemente 

por estabilización de membt'anas (Meijer and Simmonds., 

1988). 

En este trabajo se estudió la reacción de la alfalfa en su 

estadio de germinación, al adicionarle de manera exógena las 

poliaminas: putrescina, espermina y espermidina en 

tratamientos paralelos. 

Se eligió la alfalfa por ser la reina de las forrajerras ya 

que contiene el doble de proteína digerible que el trebo!, 

(Irifolimn .ann.._) cuatro veces más que el heno de trebo! y 

fleo a ensilaje de maíz ( Ze.il IIIGI.JUi) , es muy rica en .... 
minerales, y es una fuente in:,portante de vitamina A (Hughes, 

1981), además este trabajo forma parte de un proyecto de 

mejoramiento de alfalfa que tiene como finalidad lograr 

líneas tolerantes a estrés de salinidad el cual se está 

realizando en el Centra de Investigación y Asistencia en 

TecnologÍa Y diseño del estado de Jalisco, Asociación Civil 

(CIATEJ A. C.), 
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11. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACIOH 

II.l Salinidad 

La salinidad desde el punto de vista agr.Ícola se refiere a 

la pt•esencia de sales tanto en el agua como en el suelo, en 

concentraciones tales que pueden interferir con el 

crecinüento de las plantas. 

El cloruro de sodio (sal común) , es a!gu.nas veces la sal 

dominante, pero el término salinidad incluye cloruros, 

sufatos y bicarbonatos de sodio, calcio, magnesio y potasio. 

'"1 La concentración de estas 5ales se expresa de varias form.ts,· 

·' entre las más comunes se encuentran: 

conductividad electrica decisiemens/met:ro 

peso por volumen miligramos/litro 

partes por millón par'l:es por millón 

cc;ncentración de una sal Molaridad 

Para determinar si un suelo tü:me problemas de s.;<linicl~d 

puede compararse la aant:idad de sal q-ue presenta un suelo 

normal res;:Jeato a un suelo salino (Tabla 2.1). 

r '¡ 

SUfi~LO UORHAL SUELO SALitlO 

640 mg/l 2,560 mg/1 

1 ds/m 4 tls/m 

0.011M de NaC!1 O. 044M de NaCl 

Tabla 2.1 Compi\ración en cantidad de sales de un suelo 

nor·mal y un suelo salino (Venne, 199-1). 
II-1 



Los suelos sódicos y salinos se encuen~ran de manera na~ural 

en regiones áridas y semiáridas. La condición es agravada 

debido al pobre drenaje del suelo, los métodos inapropiados 

de irrigación, la baja calidad del agua de 

riego,insuficiente cantidad de agua disponible para una 

. ' adecuada lixiviacón y por la insuficiencia de si~ios 

'' disponibles para el agua que ha lixiviado sales del suelo. 

La salinidad afecta 1.693 millones de has. de los 22.518 

.. millones de has. de terreno no federal en California, sin 

embargo, resulta más alarmante el hecho de que de los 4.09 

millones de has. irrigadas en California. 1.174 millones 

'' están afectados (Backlund and Hoppes, 1994). 

Los principales efectos de la salinidad en las propiedades 

del suelo sofi, hinchamiento de suelos barroso5, dispersión 

de partículas finas; formación de costra y baja en las 

propiedades de transmisión del agua. La cantidad de sodio 

absorbido por el suelo y la oant:idad de sal en el ag\la de 

irrigación tienen un<1 grán iHfluencia en el grado en Que 

afecta la salinidad las propiedades del suelo (Rolst:oll et 

al., 1984). 

En las areas irrigadas con problemas de salinidad es 

importante conocer el tipo de sal, ya que los suelos y las 

plantas reaccionan de manera distinta a diferentes sales 

(~iggar et al., 1984). 
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El estrés salino inhibe el crecimiento durante todo el ciclo 

de vida de la planta, pero generalmente la semilla en 
1 ....... 

germinación es más sensible. El estrés salino imita en 

mUchas · formas al estrés de agua, El principal efecto del 

'estrés salino es osmótico, sin embargo, debido a que algunas 

sales son más inhibitorias QUe otras, se involucran efectos 

~óxicos específicos. 

Aunque el NaCl se encuentra entre las sales poco tóxicas, es 

una de las más comunes y por lo tanto, muy problemática p~ra 

la agricultura. 

No SE! c:ouocen los n;ecanisrr.os por los cuales la sal inhibe la 

germinw:::ión de la sel!lilla, pet•o existe una bu!"na razón para 

sosp~cha~ que las membranas celulare5 son sitios rle efecto 

primario o secunl.lario de las sales. El NaCl interf iet·e con 

t•na qr<!P- var.iedacl da f1mcicnes de membran-'1. iuchtyendo la 

permeaJ.:,ilidad,el trans):lor-te de solu"tos tanto orgánicos como 

inorgánicos y la secresión. La sal algunas veces causa 

alt~racione& estructurales (Bliss et ~1., 1984). 

1!:1 est:rés salino induce cambios en la <:::omposición de los 

lípidos de r:~:;mlorana en algunas plantas y ocasiona liberación 

de proteütsts de ~ero rana en c~lul<ts de ra.ines. 

La interac~..:ión de la~ sales cou las membr-anas celulares 

l.lnr<,nte la germinación se cnmplic~ por los dt•amatj.cos 

cambios QUe ocurren en la semilla durante este tiempo. El 

cam~io de un estado seco a ü~O hidratado por imbibiciÓn de 

agua tiene un profundo efecto J:otencial en la!i membranas de 

la!3 5:emillas, Y·" QUe la estructura de la membri!ala tlepende en 
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con el agua. Algunos calllbios de membrana probablemente 

ocurren durante la imbibición, cuando la cantidad dP. agua 

alrededor de las membranas celulares aumenta, sin embargo, 

la na~uraleza exacta de estos cambios es aún incierta. 

Utilizando iones de plata que reaccionan con el NaCl 

formando cristales insolubles de plata, visibles al 

microscopio electrónico 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 cotiledón, 

por le tanto es pÓsible Que la sal ejerza algún efecto 

túxico en el interior celular además de su efecto en las 

membranas durante la imbibición (Bliss et al., 1984). 
'1 

La sal tiene además un efecto negativo en el crecimiento 

de las plantas, debido al potencial osmótico QUe impide QUe 

las l'aices puedan tomar agua ( Terry and Waldron ,. 1984) . 

Se ha estudiado el efecto de la sal en la fotosíntesis de la 

remolacha azucarera Que es una planta tolerante a la 

salinidad y se ha demostrado QUe la reducción en el 

crecimiento es debido principalmente a una disminución del 

area disponible para la fe>tosíntesis más Que por una 

reducción en el rango de fotosíntesis por area foliar (Terry 

and Waldran, 1984), 
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11.2 Meo.ani.smus de t:oleranoi.a a sales en las plantas 

De acuerdo a su respuesta a la salinidad las plantas pueden 

ser glicófitas o halófitas. 

Las glicófitas o no halófitas, a las cuales Pel"tenecen la 

mayor.ía de las e5pecies cultivadas, tienen una l"espuest:a a 

la salinidad muy variada, desde muy sensibles a la sal hasta 

moderedamente resistentes. 

Muohas qlicófitas re5ponden a concentraciones l"elativamente 

bajas de sal (menos de 6,000 mg/1, aproximadamente lOO:nM) 

por exclusión de sales, particularmente pol" baja en el 

transporte neto de sodio o clol"o o ambos de raices a brotes. 

La mayoría de esta~ glicófitas excluidoras de sal no pueden 

ajustarse osmoticamente al bajo potencial externo de agua, a. 

través de un incremento en la síntesis de salutes orgánicos 

y por lo tanto P•leden sufrir un decremento en el t'.lrgor, de 

ahí QUe la salinidad puede inducir un estrés osrnóticl:! en 

l':'Ste tipo de g-1icófitas. La elonganión de las hojas es 

pacticulat·mente sensible al est:rés osmótico. AhJUnas 

glicófit:as relativamente resistentes a sales expet•imentan 

algún defiai't de agua en los tejidos en crecimiento, en 

lugar d€! las efectos de los iones especj:ficos . 

nt:ra5 gJ icóf itas :;;.ensibles a la sal como 111tlchas leguminosas, 

y .;;lguna;:; '?S¡:¡eoies frutales, ti.enen un control inadecuado 

sob&i.! la e:n tr¡}.d;, .. , !!e tones cuanLlo san e1rpues~~s a un m~dio 

salino. La entrilda nc controlada. de sales inicia con una 

alta co:tc~ntración interna ds! sales y esto las daña porque 
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,., 
los mecanismos de compartamentación de sales no ~stán bien 

desarrollados en estas plantas. Este daño es causado 

primariamente por toxicidad de iones y no por estrés 

'·~ 
osmótico. 

i i Los sitios de toxicidad por iones pueden ser las membranas 

'' celulal'es, con la pósible consecuencia de empeorar el 

transporte de iones al iniciar el desbalance de iones con 

los consecuentes efectos adversos en la nutrición mineral de 

la planta. 

Además, las altas concentraciones de sal en el ci tople.sma 

... pueden también dañar enzimvs y organelos (Lauchi and 

Epstein, 1984). 

Las halófitas son plantas tolerantes a la salinidad, 

nativas de habitats salinos. Se incluyen dos grupos que 

responden de manera ditinta al incrementar la salinidad del 

suelo. 

La mayoría de la monocotiledoneas halófitas crecen 

pobremente a concentraciones de NaCl que exceden los 10,000 

mg/1 (170 mM) y su crecimiento no es estimulada por 

concentradciones medias o bajas de salinidad. 

En muchas dicotiledoneas, particularmente las pertenecientes 

a la familia Chenopodiacea como la Salicornia, su 

crecimiento es ~stimulado cuando la salinidad aumenta a 

cerca de 15,000 mg/1 (250mM) de NaCl y mayor salinidad 

reduce el c~ecimiento. Estas halófitas, pertenecientes a las 

c.¡uenCJpodi.:>.ceas, responden a la 5alinidad tomando altos 
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rangos d¡,¡ NaCl y acl,lmulando est:os iones en sus hojas, Y 

utilizan esta sal acumulada para ajustarse osmcticament:e al 

bajo .aotencial de agua del suelo. Un factor importante de 

este t:ipo de ajuste osmótico es el aislamiento de la sal 

acun¡ulada en vacuo las de células de las hojas, almacenando 

la concentración de sal en el citoplasma y organelos en bajo 

nivel nara Que r.o interfieran con las funciones de sus 

\ 
enzi~as y con su mecanismo metabólico. 

., ¡ 

Esta compartamentación tiene un qran significado para el 

desarrolllo de halófitas en ambientes salinos. 

,• i Para el ajuste osmótico del citoplasma existen muchas veces 

') substancias compatibles con enzimas y con el metabolismo. 

Estos. sol u tos compatibles son generalmente compuestos 

orgánicos como los compuestos nitrogenados; glicina-bP.taina, 

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

sorbitol. ·,,, 
i1 
'l hdemás, el votasic es mantenido en el citoplasma a 
1 

qoncentraciones del ord~n de 4,000 mg/1 (100 rol~). 

Para que el ajuste osmótico sea funcional, el potencial del 

soluto en el citoplasma y en las vacuolas deben ser iguales, 

El ajuste osmótico a través de la acumulación de sales en 

las halófitas mantiene el turqor, el cual es necesario para 

continuar el Cl."'ecimiento (Lauchi and Epstein, 1984). 
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II. 3 Pcll.i~iuas 

Las poliaminas son un grupo de compuestos orgánicos Que se 

caracterizan por tener por lo menos dos grupos amina (NH3) 

en su estructura unidos a una cadena hidrocarbonada (Kuehn 

et al., 1990a). 

En sistemas microbianos, las poliaminas han mostrado ser 

moderadoras de fusión de melllhrana, mostrando preferencia 

r l 
diferencial por alineación de fosfolipidos de membrana Y 

mediador preferencial uniendo o expulsando proteínas de la 

superficie de membrana. Por estas y otras observaciones,.las 

. ., poliaminas tienen una importante implicación en la 

protección de la integridad estructural y funcional t~nto de 

procariontes como de eucariontes susceptibles a shock 

osmótico (Rodriguez-Garay et al., 1989). 

Se han encontrado poliaminas no comunes en bacterias 

creciendo entre 60 y 90~C y en microorganismos halofílicos. 

El estudio de la biosíntesis de poliaminas en sistemas 

microbianos es un camino prometedor para desarrollar 

quimioterapias efectivas para la inhibición d~l crecimiento 

de microorgan~smos patógeno~, como el caso de Gandida 

albicaua y Caodida trogiéUUi, donde se su 

crecimineto al utilizar· inhibidores de precursores de 

r10liaminas y el efecto fué totalmente contrarrestado al 

agregar exogenamente la~ pol.i aminas, reuniendo con es1:o más 

evidencias Que indican Que las poliaminas efec1:ivamente 

están implicadas en funciones escenciales de crecimiento y 

diferenciación celular (Pfaller et al., 1998). 
II-8 
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Los trabajos sobre la biosintesis de poliaminas en sistemas 

microbianos se h.-:m realizado en su mayoría en Esqberichia 

c.o.l..J. y en Sanchar_wmyqes c_w:eyisiªe ( Pfaller ei: al. , 1988). 

En plantas superiores el estudio de la~ poliaminas tuvo una 

limitada atención antes de 1977. Debido a la reciente 

acumulación de evidencias c¡ue indican que las poliaminas 

pueden ser consideradas corno una clase de factores de 

crecimiento en plantas, han despertado el interés de los 

fisiólogos. 

Las poliaminas probablemente r.octuan como mensajeros 

secun.da.rios de hormonas entre células indi•.Tiduales ( Young 

and Oalstan, 1982). La senescencia de las hojas en los. 

vegetales involucl:"'a· una secuencia de eventos rle9radativos 

que culminan en bajos niveles de clorofila, ácidos nucléicos 

y proteinas, actividad fotoauimica baja y la desintegración 

de la ultraestru~tura de cloroplastos, aunque la naturaleza 

del disparo de eventos y el orden de lo:; cambios pueden 

variar con el material vegetal y con las condiciones de 

envejeci¡¡tiento, es generalmente aceptado que la baja en los 

niveles de clor-ofila es el resultado final de eventos 

Pl'evios a la. senesce,ncia (Thimann, 19110). Se ha .encon~Tado 

que las poliaminas, en la obsouridact, previenen la 

senescencia de muchas plantas d.Lco·tiledoneas y cereales, La 

espermina retard<> por· un pr.>riodo de 49 horas la baja en 
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concentración lmM (Kaur-Sawhney et al., 1992). La manera 

precisa por la cual las poliaminas retardan la senescer.oi.a 

está en espera de ser aclarada (Slocum et: al., 1984), 

En cultivo de tejidos vegetales se ha encontrado que las 

poliaminas ejercen un débil efecto semejante a la auxina en 

explantes de tubérculos de Helianthus tubergsus (Meijer and 

Símmonds, 1988). En tabaco se ha observado que se requieren 

al tos niveles de poliaminas para la diferenciacón floral. 

También se ha reportado que su concentración se incrementa 

substancialmente durante la regeneración de plantas a 

partir de protoplastos de ~ ac0 nitif0 I ia (Meijer and 

Simmonds, 1989). 

Se ha estudiado la función de las poliaminas durante la 

embriogénesis somática en cultivos de células en suspensión 

de Daucus s;:m y se ha observado que los niveles d~ 

put:rescina y espermina se incrementan de la 

tt·ansferencia a medio para la formación de embrione::. 

somáticos en ausencia de 2,4-D, esto está correlacionado con 

el incremento de arginina con actividad descarboxilasa. 

Para estudiar el efecto de las J!Oliaminas -se han realizado 

invest:i.gaciones en las cuales se ha inhibido la arginina 

descarboxilasa utilizando la alfa difluorometilarginina 

( DFM.A) y se ha obtenido una reducción en los ni veles de 

putrescina intracelular y en el número de embriones 
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somát:ica!ii formadas a pat•t:ir del cultivo celulal' (Meij(;!r' and 

Sinunonds, 1988). En Ca¡;hi)ranthu:. ros•,us cultivada .i.n .:'li..tJ.:a 

se ha encontrado Que la incorporación de espermidina al 

medio nutritivo a concentraciones de 10 -6 y lo-5 M estimulan 

el crecimiento del tubo polínico pero las concentraciones de 

lo-4 reducen el crecimien·to. Para estudiar esto se ha 

inhibido la germinaciÓ~l del polen y el crecimiento del 

tuba Polínico por acción de l"' metilglioxal-bis guanil-

hidrazona (MGBO) y han sido recuperados con espermidina 

exÓg!:na, lo cual indica que la espermidina se requiere para 

la germinación del polen y el crecimeinto del tubo polínico. 

La reducción del tubo polínico con Io-4 M de espermidina 

puede ser causada par toxicidad (Prakash et al., 1988). 

Las poliaminas se clasifican de acuerdo al número de aninas 

QUE! poseen en: ·dl.aminas, triaminas, tetraaminas, 

pentaaminas, hexaaminas (Tabla 2.2), • 1 
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----------------··-------------------------------------------
.ll.1A!WIAS. 
1,3-DI~tiNOPROP~~O 

BzH ( CHz) ~HBz 

PUTRESCINA 
Hz N ( CHz) 4KHz 

CADAVERINA 
Hz K ( CHz) 5KHz 

TRIAMIHAS 

NORSPERMIDINA (CALDINA} 
11 2M ( Cllz) 3NH ( CHz) 3NHz 

ESPERMJDINA 
llzN ( CHz) :¡HH ( CHz) 4KHz 

AMINOPROPILCADAVERINA 
HzN(CHz) 3HH(CHz) 5 HHz 

HOMOESPERMIDINA 
lizN (CHz) 4HH ( CHz) 4KHz 

:UTRMMINAS 

NORSPERMINA(IERMINA) 
HzN(CHz) 3NH(CHz) 3NH(CRz) 3HBz 

ESPERMINA 
HzH(CHz) 3NH(CHz) 4NH(CRz) 3NRz 

TERMOESPERMINA 
HzH ( Cllz) 3NH ( CHz) 3NB( CR2 J 4NB2 

PEHTAAHIHAS 

CALDOPENTAMINA 
HzH(CHz) 3NH(CRz) 3NH(CHz) 3NH(CHz) 3N&z 

HOMOCALDOPENTAMINA 

HzH ( CHz) 3NH ( CHz) 3NB(CHz) 3HH(CRz) 4KHz 

HEXMMIMAS 

• CALDOHEXAMINA 
. Hz N ( CHz) 3NH ( CHz) 3MB ( CRz) :¡HR ( CRz) 3MB ( CBz) 3KHz . . . 

Tabla 2. 2 Estructuras de diaminas alifáticas y paliaminas 

(Kuehn, inédita) 
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Existe otra c::lasificación de las poliruninas Que se utiliza 

con fines prácticos dividiendo a las poliaminas en comunes, 

no comunes y superiores (Tal::!.L•'- 2.3), 

.e~ 

1, 3-DI.\HINOPROPANO 

PUTRF.SCINA 

CAD.\VERINA 

ESPERHIDINh 

ES!'.'ERHINA 

P!L~illilES 

NORESPEPJ.HDH\A 

hHINO!'ROPILCADAVERINA 

l!OMOESPERHIDINA 

NORESPERMlNA 

TERMOESPERMINA 

CALDOPENTAMINA 

HOHOCALDOPENTAMINA 

CALDOHEXAMINA 

S.UPERIORK!:i 

NOHESPER!'il NA 

TERMOESPERMINA 

. CALDOPENTMUNA 

HOMOCALDOPENTAMINA 

C~.LDOJIEXAM!HA 

Tabla 2. 3. Clasificación práctica de poliaminas (Kueb, 

inédito). 
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Las uoliaminas se encuentran de manera nat:ural en t:odos los 

seres vivos (Meijer and Si«®onds, 

1990b). 

1988; Kuhen et al., 

La historia de las poliaminas se remonta al año·l678 con el 

descubrimiento por Leevwenhoek de la cristalización de 

espet'mina de semen humano, con su rudimentario microscopio. 

El nmubre fué dado en 1888 PO!:' Ladenburq, y en eJ. año 1920 

fué confirmada su estructura por Rosenheim. En esa época se 

descubrió una base relacionc<.da a la espermina nombl"ad-3. 

espermidina. 

En 1885 se aislaron dos bases a partir de material animal en 

descomposición, en 1886 se confit'mÓ la estructura 

de estas bases que fueron llamadas putrescina y cadaverina 

(Heby, 1.986). 

Actualmente, aunque es poco lo que se conoce acerca de las 

funciones de las poliaminas (f'rakash et al., 1988), se sabe 

que muchas células dependen de ellas par·a mul tiples procesos 

vitales. Se ha demostrado que las poliaminas interactuan con 

macrc.moléculas y biomembranas y r·egulan varias procesas 

celulares asociados con el crecimiento y el desarrollo 

(Prakash et al .,1987). 

11.3.1 Poliaminas comunes 

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

diferentes precursores en plantas y animales 
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En las vegetales la ruta metabólica inicia can el aminoácido 

arginina. En anünales y sistemas microbianos inicia con la 

ot•nitiJw que pasa a putre:;cina por acción de la ornitina 

descarboxilas<:~ (Figura 2.1) 

JIJgu;ina 

Putrescina 

4 
~ E$1ll.'llnidina ~ 

l!l'milna 

Enzimas 

1 arginina dPscarboxilasa 

2 atJmiltina ureidohidrolasa 

3 carbamoylputrescina hidrolasa 

4 ornitina descarboxilasa 

5 espermidina sintetasa 

6 espermina sintetasa 

1 S-adeni~ilmetionina descarboxilasa. 

Espermina 

Figura 2.1 Biosíntesis de poliaminas (Flores, 1989). 

La putrescina y la espermidina son sintetizadas en todas las 

células, pero la .espermina solo es sintetizada en celulas 

eucariáticas (lleby, 1986), aunque !>e ha encontrado en 

algunas bacterias termofílicas (Kuehn et al., l990a). 

A pH fisiológico la putrescina, espermidina y la espermina 

tierien 2, 3, Y 4 cargas positivas respecti·.ramente. La 

distribuc1Ón d~ estas cargas positivas hace que se unan 
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fuer~emente a los grupos fosfatos cargados negativamente en 

la5 regiones de doble helice de los ácidos nucleicos. Las 

moléculas de espermina ocupan un pequeño canal y neutralizan 

2 grupos fosato por cada helice. Además, la espermina es el 

más potente inductor de la tPc.nsición de Beta-"DNA a Z-DNA. 

El Z-DNA es favorecido por secuencias que van alternando 

purinas y pirüuidinas especialmente guanina y residuos de 

~itocina (Heby, 1996). 

La cadaverina es una diamina sintetizada a partir de lisina, 

se ha encontrado en plantas superiores (Kuehn et al., 

1990a). El 1,3 diaminopropano Es un<?- diamina que se ha 

encontrado en plantas superiores siendo más común e~ 

gramíneas. 

11.3.2 Poliaminas no comunes 

El termino poliaminas no comunes se debe a que son 

poliamina~ con limitada distribuición en la naturaleza. 

Algunas de estas poliaminñs no comunes fueron descubiertas 

en bacterias termbfílicas, luego fueron encontradas en 

bacterias metano<:Jénicas, Viba•io, 

Acetobactería, Rhigob..i.J.un, Lactobaqilli, 

~bactP['ia, 

Rbodooseudo&Q~ 

yi ridis y ciertas algas ( Hillllana and Matsuzal<:i, 19il2; Kneifel 

et: al., 1986). Se ha postulado que ejercen un papel 

protector tanto en bactei'ias como en plantas adaptadas a 

ambientes extremos (Flores, 1989; Oshima, 1978). 

La homoespermirtina ha sido encontrada en algunas plantas 

es una triamina formada de moléculas de putrescina. 
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La norespet·mina y la norespermidina Fueron descubiertas en 

bacterias termofílica~ y halofílicas. Postprioremente fueron 

encontradas en briofitas, musgos y algun.;~s algas 

eucarióticas (Kuehn et al., 1990a) y r~cientemente se 

encontraron en la planta superior Medicagg 

(Rodriguez-Garay et al., 1989). 

11.3.3 Inhibidores de la biosíntesis de polia.minas 

Una contribución importo?.nt:e al estudio de la fisiología dt: 

l-as poliaminas ha sido dada por la producción y prueba de 

muchos inh.ibidores de sus enzimas bios.inteticas ( Sethi et 

al., 1988), además utilizando inhibidores de la biosíntesis 

poliaminas se podrían seleccionar ce lulas con 

amplificación génica Que es un mecanismo bien documentr.tdo 

por el cual las células, particularmente las de mamíferos 

.infet•iores, desarrollan la capacidad para satisfacer la 

demanda al incrementar la cantidad de productos de genes 

específicos bajo toxicidad o estrés metabólico (Starl< and 

Wa.hl, 1984; SchimJ<e, 1984). Por lo cual el utilizar 

inh.ibidores de la biosíntesis de poliaminas es una 

estrategia para construir plantas sobreproductoras de 

pciliaminas con potencial para incrementar tolerancia a 

ambientes extremos como seQuÍa, calor y salinidad. Además, 

de acuerdo a los efectos observados en el desarrollo de 

mamíferos se ha sugerido Que el inhibidor alfa 

difluorometilornitina (DFMO) podría utilizarse camo abortivo 

en animales domésticos (Heby, 1986). 
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Los inhibidores más efectivos 

muestran en la tdbla 2.4. 

y comunmente utilizados se 

-------------------------------------------------------
DIFLUOROMETILORNITINA (DFHO) 

DIFLOUROMETIIARGININA (DFHA) 

METILGLIOXAL BIS GU.~ILHIDRAZONA (MGBG) 

METILGLIOXAL BIS BUTILAMINOHIDRAZONA (MGBB) 

S-ADENOSIL-1,9-DIAMIN0-3-THIOOGTANO (AdoDATO) 

SULFATO DE DICLOEXILAMONIO (CHA) 

S-METIL-5' -METILTIOADENOSINA (raetil-MTA) 

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

HIPOTESIS 

!.a variedad Atoyac: de Hedipago sativ•l L. presenta mayor 

tolerancia al estt·es de salinidad y/o de seau.ía comparada 

"'1 
con otras poblaciones. 

La presencia de pc.liaminas ~xógenas al momento de la_ 

gernd.nación de ~nn sative L. bajo estr.l¡.s de salinidad, 

inct·emF:!nta la cantidad de semillas gel'lllinadas y el vif]or de 

las pljntulas obt~nidas. 

OBJETIVOS 

Comprobar si la variedad At:oyac de Mect>cago sativ;¡ L. 

presdn~a tolerancia al estrés de salinidad y/o de seauia en 

su germinación, al compararla can otras poblaciones. 

'1 

Comprobar si la presencia de poliaminas en el medio de 

estres de salinidad atm.enta la tolerancia en la germinación 

de Mecticaqg aativa L. 
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IV MATERIALES Y KETODOS 

IV.l Materiales 

IV.l.l Material biológico 

Se utilizaron cuat:ro poblaciones de Medicago sativa L. 

La variedad Atoyac a la cual se le atribuye cierta 
. i 

tolerancia a la salinidad por los pobladores de zonas 

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

ha sido comprobado científicamente (González-Eguiarte, 

comunicación personal) . La semilla se compró en una tienda 

de semillas en Atoyac, Jalisco. 

La variedad Florida 77 sensible tanto a la salinidad como a 

la sequía ( Currier, comunicación personal) . La semilla de 

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

La variedad Mesilla, tambien sensible a la salinidad y a la 

sequía (Kuehn et al ., l990a). 

La variedad 7-S-92,la cual fue obtenida de plantas que 

presentan tolerancia t:anto a la salinidad como a la sequía 

1 \ 

(Currier, comunicación personal) 

IV.l.2 Agentes estresantes 

Como agente de estrés de salinidad se utilizó el cloruro de 

sodio (NaCl) (Phillips, 1987; Flovers et al., 19'77) marca 

MERCK. 
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Como agente simulador de sequía se utilizó Palietilenglicol 

6000 (PF.:G) (Ha.segawa et al., 1984) grado industrial de 

nombre comercial Pluracol E-6000 de Polioles S.A. Mexico 

D.F. 

IV.l.3 Poliaminas 

Putr·esc:ina Marca SIGMA P-7505 St. Louis Missuri U. S. A. 

Espermidina Harca SIGMA S-2501 St. Louis Hissuri U. S. A. 

I!:spenuina Marca SIGMA S-2876 St. I.ouis Mi5=.suri U. S. A. 

IV. 2 Ké todos 

IV. 2. 1 Etapa I. - EstableciiUiento de los rangos máximos el~ 

estrés .. 

Se realizaron pruebas preliminares e en diferentes 

concentraciones tanto de Na.Cl caro o de PEG en agua 

bidestilada con el fin de determinar la concentración en la 

cual ya no se presentó gerrainación. Los tratiDnientos 

utilizados fueron: 

X .PEG MNaCl 

o o 
5 0.05 

lO 0.10 

15 0.15 

20 0.20 

25 0.25 
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Todas las pruebas preliminares se realizara~ en la variedad 

Atoyac, ya que es de la única con la que se contó con 

semillla en gran cantidad. 

IV.2.2 Etapa II.- Igualación del potencial osmó~ico NaCl-PEQ 

Se igualó el potencial osmótico de los tratamientos de 

molaridad de NaCl a los tratamientos de porcentaje de PEG, 

utilizando el metodo de regresión lineal para los datos 

obtenidos en un csmómetro marca Fiske OS. Los pares de 

tratamientos obtenidos fueron: 

PEG(") NaCl(M) P. Osmótico 

(MPa) 

o o -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 Ili.- Evaluación de la tolernacia al estrÉs de 

salinidad Y de seQUÍa en las cuatro poblaciones 

Se realizaron tres repeticiones(apendice I) por cada 

tratamiento en cada una de las. poblaciones. Se analizaron 

los datos utilizando gráficas de lineas y puntos. 

Estos datos sirvieron para elegir el tratamiento de NaCl 

utilizado en la aplicación de poliaminas. 
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IV.2.4 Etapa IV.- Apliación de poliaminas 

En esta etapa solo se uti·lizó el es tres salino. 

Se real·i :r.aron pruebas preliminares utilizando 

concentraciones similares a las reportadas en la literatura 

Para otras especies vegetales (Prakdsh et al., 1908; Bagni 

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

Las concentraciones de cada una de las poliaminas 

utilizadas fueron O, 10, 20 y JO ~ tanto en agua como en la 

solución salina elegida. 

Con los resultados obtenidos en estas pruebas se determinó 

Que: 

i) o bien,las poliaminas no tenian efecto significativo al· 

aplicarlas exógenamenta al momeonto de la germinación de la 

'-'al•ietlad Atoyac de ~e_r1.i..ca.9.1;¡ 5.a.llv.a L. 

i.i) o bien, las concentraciones que reaui<.!re son mayores a 

la;:; rtue se rt~pcr-tan en la literatura para ctr-as especies 

Debido a e~ta d~syuntiva se disefi6 una serie de tratamientos 

pro<;wesi.vos aua iuiciaron con la ccncentr·aci6n más alta de 

la;,; ;::!r\iebas preliminares, esi:os tratamientos fueron, par-a 

cada r-alialllina: 

o, o.·o3o, u.o&o, 0.120, o.21!G, o.4ao, 1, 2, 4, s y 16 mM 
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Est:os tratamientos se aplicaron a las t:res variedades de 

interes, Atoyac, Florida 77 y Mesilla. No se incluyó la 

variedad 7-S-92 debido a la poca cantidad de semilla 

. 1 disponible . 

'4 

Los datos obtenidos se ajustaron a un modelo cuadrático 

mediante análisis de regresión con el fin de determinar la 

tendencia de cada población bajo estres salino en presencia 

de cada una de las poliaminas por mínimos cuadrad~s . 

• j 

.J 
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REPORTE DE ANOMALIAS 

CUCBA 

A LA TESIS: 

LCUCBA0020 1 

Autor: 

Obledo Vazquez Eva Noemi 

Tipo de Anomalía: 

Errores de Origen: Falta Folios Del TEMA 111. Hipotesis y Objetivos 
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V. RESULTADOS 

V.l Comnaración de la gerlllinación de la variedad Atoyac 

bajo estrés de sequía. 

V.l.l Número de semillas germiuadas 

La germinación de las variedades Atoyac y 7-S-92 fueron 

estimuladas positivamente en presencia de sequía moderada, 

mientras que la germinación de la variedad Florida se 

mantuvo constante en los tres primeros tratamientos y lia 

germinación de la variedad Mesilla presentó un efecto 

negativo con todos los tratamientos de sequía. 

-ii.T!fiC --llrffi' -IBl.A 

1 -7-s-92 

-QI -QI07 -o..l215 ~ -l.li"JS -1823 

Figura 5.1 Efecto del estrés de sequía en 

la germinación de Medigago sativa L. 
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V.l.2 Peso de las plántulas obtenidas 

El estrés de sequía afect:ó negativamente el peliO de todas . ' 
las variedades 2studiadas (Figura 5.2). 

rum~--------------------~ 

fllll)~ 1 1 1 
-{ll -{ll07 -QJ2I -{)679 -Ul9 -1.112.3 

lAJ 

Figura 5.2 Efecto del estrés de sequía en 

el peso de las plánt:ula.s obtenidas. 
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V.l.3 Talla de las plántulas 

La 7ariedad mesilla pr~sentó un efecto positiva con el 

primer tratamiento utilizado. Las restantes variedades 

suf::-ieron un efecto negativo con el estrés de sec¡uía (Figura 

5. 3). 

f 
.~ 

j 
"' 

lll 

11) 

ffi 

.() 

ll 

:!) 

10 

o ,'----,,---,----¡---.---r---'llf---' 
~1 ~107 ~ ...::el -1.179 -uro 

-.\!L'r'IC 
--t--

1\.CR:A ----IOiA --7-s-92 

Figura 5.3 Efecto del est:rés de sequía en 

la talla de las plántulas obtenidas. 
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V.2 Coaparación de la gerainación de l.a variedad Atoyac 

bajo estrés de salinidad. 

V.2.1 Número de semillas germinadas 

La variedad Florida fué la más afectada ya que presentó un 

efecto negat:ivo con todos los tratamientos empleados. Las 

variedades Atoyac y 7-S-92 presentaron un efecto positivo 

¡.·J 
con el primer tratamiento de salinidad. La variedaed Mesilla 

'1 fué la que presentó la mejor respuesta ya que tuvo un efecto 

positivo en los dos primros tratamientos de salinidad 

(Figura 6. 4) . 

ll -1< ,j A.DfiC 

25 
1\.aU. -.. ; Zl 

~ 
IBlA 

---'+---

r 1~ 7-5-<32 

10 

-Gl -G107 -QJ2I ..r..6J!I -1.179 -um 

Figura 5.4 Efecto del estrés de sal en 

la germinación de Medicagg satiya L. 
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V.2.2 Peso de l<is plántulas obtenidas 

La variedad Mesilla fué la que presentó la mejor resouesta 

ya Que tuvo un efecto positivo con el primet' tratco:uient:o, y 

aunque, el segundo tratamiento le afectó negativamente, este 

efecto no fué drástico. La variedad 7-S-92, talubién fué 

favorecida en su peso por el primer tratamiento, pero ~on el 

segundo tratamiento tuvo un drástico efecto negativo. Las 

variedades Atoyac y Florida presentaron nn efecto negativo 

desde el primer tratamiento utilizcodo (Figlll'a 5. S). 

~r--------------------, 

----·---'Y~Cr----____¡ 

~~·~~ 
-r---1- 1 1 -~ 
~ ~107 -olZ! -{15)'9 -UJIJ -1!123 

7-~ 

Figura 5.5 Efecto del estrés de sal en 

el peso de las plántulas obtenidas. 
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V.2.3 Talla de las plántulas 

De manera contraria a lo observado en el peso, las 

variedades Atoyac y Florida, Presentaron un efecto positivo; 

La variedad Atoyac con los dos primeros tratamientos Y la 

variedad Florida con el primero. En cambio, las variedades 

mesilla y 7-S-92 presentaron efecto negativo con todos los 

tratamientos utilizados (Figura 5.6). 

m -0:1'/C 

!'tl --t-
~ --«l 

·~ 
IBJ, -i5 :!) 7-~ 

~ 
'XJ 

lO 

o 
-ll1 -IUD7 -QlZt -Q619 -uJ9 -uw 

·~ 

Figura 5.6 Efecto del estrés de sal en 

la talla de las plántulas obtenidas. 
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V.3 Relación raíz-parte aerea en ambos tipos de estrés 

La variedad Atoyac fué la única que presentó una relación 

directa en cuanto al aumento en porcentaje de la raíz al 

aumentar la concentració del agente estresante, tanto de 

salinidad como de sequía (Figuras 5.7 y 5.8). 

Las respuestas para las demás variedades se muestran en las 

figuras 5.9 a 5.14. Una apreciación más clara de este 

fenomeno se aprecia en las figuras del apendice II, 

Figura 5.7 Relación 

raíz-parte aerea en la 

variedad Atoyac bajo 

estrés de sequía. 

Figura 5.8 Relación 

raíz-parte aerea en la 

variedad Atoyac bajo 

estrés de sal. 
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Figura 5.9 Relación 

raíz-parte aerea en la 

variedad Florida bajo 

estrés de seauía. 

Ü'l.CULTAD DE CIENCIAS 
HERBARIO 
HF.RF'ACUG 

Figura 5.10 Relación 

raíz-parte aerea en la 

variedad Florida bajo 

estrés de sal. 
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Figura 5.11 Relación 

raíz-parte aerea en la 

vat·iedad Hesilla bajo 

estrés de sequía. 

Figura 5.12 Relación 

raíz-parte aere~ en la 

variedad Mesilla bajo 

estrés de sal. 
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loPl 

Figura 5.13 Relación 

raíz-parte aerea en la 

variedad 7-S-92 bajo 

estrés de sequía. 

-111 -11107 -o.J2I -íl6l9 -1.179 -1823 

ll'a 

Figura 5.14 Relación 

raíz-parte aerea en la 

variedad 7-S-92 bajo 

estrés de sal. 
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V.IJ Efecto de las poliaminas 

V.4.1 Elección del tratamiP-nto de sal a utilizar en 

presencia de poliaminas, 

De ciCUet•do al análisis de resul t:ados expuestos e,n las 

f igtu·as 5, 4, 5, 5, y 5, 6 se determinó que el tratamiento con 

-O. 6 7 9 MPa, que corresponde· a O, 14 M de NaCl es el Que 

presenta las mejores condiciones o<n·a experimentar sobre el 

efecto de las poliaminas ya Que todas las variedades Sl~n· 

·afectadas negativamente en su germinación, en su talla y en 

su peso, pero todavía existe suficiente germinación y 

sobrevivencia para estudiar el efecto de las poliaminas. 

V.4.2 Efecto de poliaminas en 

variedades estudiadas. 

la germinación de las 

La variedad Atoyac fué la única cuya respuesta, en todas las 

poliaminas utilizadas, se ajustó de manera significativa (p 

< 0.05 y p < 0.1) al modelo cuadrático de regresión, en el 

nlimero deo semillas germinadas bajo estrés salino (Tablas 

5.1-5.7, Figuras 5.15~5.17). 

La variedad Florida, se ajustó significativamente (p < 

0.05), en la espermidina (Tabla 5.1 5.8 y 5.9), sin embargo 

el efecto de la espermidina fué incrementando al aumentar la 

concent:ració de la poliamina, pero no se alcanzó el Óptimo 

en el intervalri de estudio (Figura 5.18). 

La variedad Mesilla no presentó respuesta con ajuste 

!i'ti<;nific;ativo al roodelo cuadrát:il::o de regresión, en el 

número da semillas germinadas (Tabla 6.1). 
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'1 

' ~ 

'· 1 

'1 

'j 

'¡ 

¡ 1 
' ..... 

.... 

----------------------------~-------------------------------

Putrescina Espermidina Espermina 

AtOYdC * * * * * 
Florida n S * * ll S 

Mesilla n S n S n S 

Probabilidad < 0.05 (* *) 

Probabilidad < 0.1 (* *) 

No significativo (n s) 
____________________ \ ______________________________________ _ 

Tabla 5.1 Nivel de significancia del ajuste a un modelo 

cuadrático por regresión del efecto de poliaminas sobre 1:~ 

germinación bajo estrés de salinidad en las variedades 

estudiadas. 

Los ajustes significativos a un modelo cuadrático implican 

Que la forma de la gráfica es unimodal con un punto crítico 

único en el rango de estudio, Que en la mayoría de los casos 

resultó ser un máximo (dZy/dxZ < 0). Ver figuras 5.15-5.29. 
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j 

, 
r 

variable coeficiente error estandar 

13.5216708 1.30404026 
-.3105822 .46860324 

-.8721046 .2460·1671 

Tt.-.tal de interaccione~ = 3 
Total de evaluaciones de la función ~ 13 

F 

10.3691 
-.6628 
-3.5441 

----------------------------~-----------------------·---------

Tabla 5.2 Coeficientf!s del modelo cuadrático ajustado de la 

respuesta en la germinación de la variedad Atoyac a la 

pu tTesci:na. 

fuente 

modelo 
er--ror 

tui:al 
total 
c~rregido 
R 

o 

sum.:: ce 
c:uad:·ados 

1099.1902 
52.809786 

1152.0.000 

152.00000 
0.954158 

g ). 

3 
7 

cuadrado F 
medio 

366.3967 48.56 * * 
7.541255 

Tabla 5. 3 Análisis de varia:r1za de la regresión total de la 

r·cspuesta en la gP-rminacj.ón de la variedad Atoyac a la 

¡;;;utrescina. 

ti 
~ ~2 :--
r ,.. 

--~-----... --------............ 
.. -· ----._ 

1\ !: 
1 , 
o;\ 

e :-
~ 

1 ¡. 

ó :t n 

1 

~ 
··~ 

0.1!27 
~~~~~~~~~~~~~-L-~~~~._.~~3 

o.::o:z l.ol'!Z 11.023 8l.ol51 

mM 

Figura 5.15 Regresión cuadrática ajustada de la respuesta en 

la germinación de la variedad Atoyac a la putrescina. 
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: i 

• J 

.J 

variable coeficiente error estandar F 
------------------------------------------~-----------------

12.9612613 1.40233775 
-1.300394~ 0.50392617 
-0.9726933 0.26459566 

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

9.24261 
-2. 5"9051 
-3.29921 

Tabla 5.4 Coeficientes del modelo cuadrático ajustado de la 

respuesta en la germinación de la variedad Atoyac a la 

espermidina. 

fuente 

modelo 
error 

total 
total 
corregido 
R2. 

suma de 
cuadrados 

1012.9296 
61.011369 

1134.0000 

173.60000 
0.946145 

g 1 

3 
1 

10 

9 

cuadrado 
medio 

F p 

357.6429 40.993 * 
8.724491 

Tabla 5.5 Análisis de varianza de la regresión total de la 

l'E'Spuesta en la germinación de la variedad At:oyac a la 

espermidina. 

G 
e 
r 

"' 1 

" 1.\ 
e: 
1 • 1'\ 

mM 
Figura 5.16 Regresión cuadrática ajustada de la respuesta en 

la germinación de la variedad At:oyac a la espermidina . 
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1 

,. 

.. 

1~ 

variable coeficiente error estanda~ 

7.37046940 1.82241608 
-1.7323302 0.65480015 
-0.24136592 0.34385681 

Total de interacciones = 3 
Total de evaluacione~ de la función = 13 

F 

4.04434 
-2.64526 
-0.70194 

-----------------------------------~------------------------

Tabla 5.6 Coeficientes del modelo cuadrático ajustado de la 

respuest& en la germinación de la variedad Atoyac a la 

espermina. 

fuente 

modelo 
et•ror 

total 
total 
corregido 
R:t. 

suma de 
cuadrados 

591.85992 
103 .. 14008 

698.00000 

208.00000 
0.852235 

9 1 

3 
7 

cuadrado 
n\edio 

F 

198.28664 13.457 * 
14.73430 

Tabla 5.7 Análisis de varianza de la regresión total de la 

respuesta en la ger~inación de la variedad Atoyac a la 

espermina. 

fj ~ l.l ' t' 12 t-
!l! 
t ~ 

fl 
n . 

:,.· 
:; t 1 
6 J 11 

0.027 0.202 
'. l 

u.ob 1.4')2 81.451 

m M 
Figura 5.17 Regresión cuadrática ajustada de la respuesta en 

la germinación de la variedad Atoyac a la espermina. 
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-------------------------------------------~----------------variable coeficiente error estandar F 

b 11.1223827 1.72140373 6.46123 
bl 1.9125582 0.61858164 3.09184 
b

11 
o. 5227144 o. 32479762 1. 60935 

------------------------------------------------------------
Total de interacciones = 3 
Total de evaluaciones de la función = 13 

Tabla 5.8 Coeficientes del modelo cuadrático ajustado de la 

respuesta en la germinación de la variedad Florida a la 

espermidina. 

fuente 

modelo 
error· 

suma de 
cuadt'ados 

1715.9767 
92.023317 

9 1 

3 
7 

cuadrado 
medio 

F p 

571.9922 43.5101 * 
13.146188 . 

~-------------------------------·----------------------------
total 
total 
corregido 
R1. 

1808.0000 

220.40000 
0.949102 

Tabla 5.9 Análisis de varianza de la regresión total de la 

respuesta en la germinación de la variedad Florida a la 

G 
e 
r 
T' 
1 
1\ 
a. 
e 
1 
~ 
... 

O.OZ7 
1 1 

0.%02 

'/'····_·~-. . 

. . . . . . . . ' . . 

1 1 1 1 

1 .• 92 11.~ 81.61 

mM 
Figura 5 .18 Regt•esión cuadrática ajustada de la respuesta en 

la germinación de la variedad Florida a la espermidina. 
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V. 4. 3 Efecto de poliatninas en el peso de las plántulas 

obtenidas de la germinación bajo estrés de sal en las, 

variedades estudiadas. 

La variedad A·toyac fué la tÍnica cuya r·p,spu~sta, en todas las 

~ 

pcJiatninas utilizadas, se ajustó de manera significativa (JJ 

< O. 05 y p < O. 1} al modelo cuadrático de r·egresión, en el 

el IJ!':•so de las plántulas bajo estn?s salino (Tablas 5.10-

5.!6, Fi9~ras 5.19-5.21). 

La variedad Florida, se aju.st:ó significativamente (p < 

G. 05), al modelo cuadrático de regresión en la espermina 

(Tabla 5.101 5.17 y 5.18. Figura 5.22). 

La variedad Mesilla no presentó respuesta con ajuste 

significativo el modelo cuadrático de regresión, en las 

poliaminas utilizadas en el peso de las plántulas 

5 .lO). 

Put:resc:i.na Espermidina Espermina 

Atoyac * * 
Florida n S 

Mesilla n s. 

Pr.obabilidad < 0.05 

Ft·obabilidad < 0.1 

No significativo 

(iO *) 

(* *) 

(n s) 

* 
n s 

n s 

* * 
* * 
n s 

(Tabla 

Tabla 5.10 Nivel de siqnificanc.:ia del ajuste a un modelo 

cuadrático por re·gresión del efecto de poliamiuas sobre el 

peso de las plántulas bajo estrés de salinidad en las 

variedades estudiadas. 
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-· variable coeficiente error estandar F 

b 239.755128 13.4308488 17.8511 
bl -11.181946 4.8263381 -2.3169 

-----~R----==~~~~=~----::=~~~=~: _________ ::::::: _________ _ 
Total de interacciones = 3 
Total de evaluaciones de la función = 13 

Tabla 5.11 Coeficientes del modelo cuadrático ajustado del 

peso de las plántulas de la variedad Atoyac a la putrPscina. 

fuente 

modelo 
error 

total 
total 
corregido 
R:¡_ 

suma de 
cuadrados 

1467661.4 
64822.578 

1532484.0 

83122.800 
0.957701 

9 1 

3 
27 

30 

29 

cuadrado 
medio 

F 

489220.5 203.9 
2400.836 

p 

* * 

Tabla 5.12 Análisis de varianza de la regresión total de la 

respuesta en el peso de las plántulas de la variedad Atoyac 

a la putrescina. 

3~r-~~~,--r~~-T~----~~~~--~~~~~~ 

E ~ 

~ 2~r 1 
: 250~ ~ . . . j 

~-.:~ J 
p, .. L. 1 • 1 1 1 1 --'-h..k ........ _..__._j 

0.027 0.202 1.492 11.023 81.451 

m M 

Figura 5.19 ~egresión cuadrática ajustada de la respuesta en 

el peso de las plántu1as de la variedad Atoyac a la 

putresci"na. 
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lj ' 

Val'iable coeficiente el'~Ol' estandal' F 

b 179.364631 22.7815151 7.87325 
bl -18.351175 8.1864741 -2.24165 
bll -0.440016 4.2984581 -0.10237 

-----------------------------~------------------------------
Total de intel'acciones = 3 
Total de evaluaciones de la función = 13 

Tabla 5.13 Coeficientes del modelo cuadl'ático ajustado de la 

l'espue~ta en el peso de l~s plántulas de la val'iedad Atoyac 

a la espel'midina 

fuente 

modelo 
et•t·ot· 

total 
total 
e o rTeg ido 
Rl-

suma de 
cuadrados 

lí.15BD41.5 
Hl6502. 47 

12·14544. o 

22!i9l7. 87 
o. 350144 

9 1 

3 
27 

30 

29 

cuadrad.:J 
medio 

p 

352680.5 51.1 * 
6907.50 

Tc.bla 5.14 Análisis de val'ianza de la reg['esión total de la 

respuP.sta en el peso de las plántulas de la val'iedad Atayac 

a la esperrnidina .. 

G 
r 
a .. 
o 
S 

1 
o. 2:02 l. 4'32 

mM 

. -- ....•. 

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

····~ 
~ 
81. <I!U 

Figm·a 5. 20 Regresión cuadrática ajustada de la respuesta en 

el peso de las plántulas de la variedad Atoyac a la 

espermidina. 
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.. 

.... 

variable coeficiente error estandar F . . ------------------------------------------------------------
189.319304 14.4495952 
-38.961496 5.1920599 
-11.111503 2.1261856 

Total de interacciones ~ 3 
Total de evaluaciones de la función = 13 

13.0379 
-7.5041 
-4.0979 

Tabla 5.15 Coeficientes del modelo cuadrático ajustado de la 

respuesta en el peso de las plántulas de la variedad Atoyac 

a la espermina. 

fuente 

modelo 
error 

total 
total 
corregido 
R:l. 

suma de 
cuadrados 

8922'10.21 
75018.785 

96'1259.00 

236242.70 
0.922'142 

9 1 

3 
27 

30 

29 

cuadrado 
medio 

F p 

297'113.40 107.04 * * 
2779.474 

Tabla 5.16 Análisis de varianza de la regresión total de la 

r·espuesta en el peso de las plántulas de la variedad Atoyac 

a la espermina. 

' l 
1 

;G 
T :a 
:• 
'O 
S 

2~)t 
1%~-~- a· 

~ .:.~-~ 
r • ·~ 

~~ ' 
10~ ~ d. m! 1~4~ '~ -.7 u.oM 

mM 

~ 

l 
81.451 

Figura 5.21 Regresión cuadrática ajustada de la respuesta en 

en el pesa de las plántulas de la variedad Atayac a la 

espermina. 
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-----------------

variable coeficiente error estandar 

249.932017 2l.fi901451 
-48.98~894 7.7583586 
-5.175478 4.0736682 

Total de interaccioiles = 3 
Total de evalua;::iones de .la ft:nr..:ión = 13 

F 

.ll.57G2 
-G. 3142 
-l. 2705 

Tabla 5.17 Coe-ficientes del modelo cuaurático ajustado de la 

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

fuente 

modelo 
ert•or 

total 
total 
clft'regido 
R 

suma de 
cuadr-ados 

2077613.9 
167506.05 

2245120.0 

424'11€.67 
0.925391 

9 1 

3 
27 

30 

29 

cuadrado 
medio 

F p 

692538.0 111.6 * * 
6203.93 

Tabla 5.18 Análisis de varianza de la regresión total 

de la respuesta en el peso de la variedad Florida 

a la espermina. 

en el peso de la variedad Florida a la espermina. 
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V. 4. 4 Efecto de poliaminas en la talla de las plántulas 

obtenidas de la germinación bajo estrés de sal en las 

variedades estudiadas. 

La variedad Atoyac presentó una respuesta que se ajustó de 

manera significativa con p < O. 05, en todas las poliaminas 

utilizadas al modelo cuadrática de regresión, en la talla de 

las plántulas bajo estrés salina (Tablas 5.19-5.25, Figuras 

5.23-5.25). 

La respuesta de la variedad Florida en la talla de las 

plántulas obtenidas de la germinación bajo estres de 

salinidad de esta variedad a las poliaminas espermidina y 

espermina se ajusto de manera significativa con p < O. 05 

(Tabla 5.19, 5.26-5.29, Figuras 5.26 y 5.27). 

La variedad Mesilla en la talla de las plántulas obtenidas 

de la germinación bajo estres salino presentó una respuesta 

a la espermidina que se ajustó de manera significativa con p 

< 0.1 (Tablas 5.19, 5.30 y 5.31, Figura 5.28) al modelo 

cuadrático de regresión, siendo esta la única respuesta 

5ignificativa de esta variedad al modelo de regresión 

utilizado para las poliaminas estudiadas. 
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Put:rescina 

Atuyac 

Flot•ida 

Mesilla 

Probabilidad < 0.05 (* *) 

Probabilidad < 0.1 (* *) 

No significativo (n si 

* * 
n s 

n s 

Esperm.idina Espermina 

* ... * * 
«· * * * 
* n s 

Tabla 5.19 Nivel rte siqn.if.icancia del ajuste a un modelo 

cuüdrát:ico por regt•esión del efect.o de poliaminas sobt•e 1.:1 

talla de la plántulas bajo estrés de salinidad en las · 

variedades estudiadas. 
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variable coeficiente error estandar 

38.0421742 2.77416691 
-2.7926701 0.99688916 
-1.7589999 0.52343491 

Total_ de interacciones = 3 
Total de evaluaciones de la función = 13 

13.7130 
-2.8014 
-3.3605 

Tabla 5.20 Coeficientes del modelo cuadrático ajustado 

de la respuesta en la talla de la variedad Atoyac 

a la putrescina. 

fuente 

modelo 
error 

total 
total 
corregido 
Rl. 

suma de 
cuadrados 

31640.431 
2765.5694 

34406.000 

4195.3667 
0.91962 

9 1 

3 
27 

30 

29 

cuadrado 
medio 

F p 

10546.910 102.96 * * 
102.4285 

Tabla 5.21 Análisis de varianza de la regresión total de la 

respuesta en la talla de la variedad Atoyac a la 

putrescina. 

T 
a 
1 
1 
a 

• • 

wc-~~~--.-¡--r~--r-~-r~--r-~-T----~~~--r-~ 
~ ~ 

=~ . . ~ 
ut ......... 1 
:t~, 1 
20tt-~ : . . .. : ~- ·.·j-:: 
10 -- . ' ... 

(\_ 1 1 1 1 1 1 1 

O.OZ7 0.202 1.4'iZ 11.023 81.-451 

mM 

Figura 5.23 Regresión cuadrática ajustada de la respuesta en 

la talla de la variedad Atoyac a la· putrescina. 
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variable coeficiente error estandar F 
-----------.-------------------------------------·------------

29.897::1693 
-5.0505<171 
-0.7397256 

4.29544889 
1.54355761 
0.81047318 

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

6.96017 
-3.27202 
-0.91271 

Tabla 5.22 Coeficientes del modelo cuadrático ajustado de la 

respuesta en la talla de la variedad Atoyac a la 

espermidina. 

fuente 

modelo 
error 

total 
total 
corregido 
Rl. 

5uma de 
cuadrados 

27317.649 
6630.3506 

33948.000 

9294.6667 
0,004691 

g 1 

3 
27 

30 

29 

cuadrado 
medio· 

F 

9105.883 37.08 * * 
245.5685 

Tabla 5. 23 Análisis de varianza de la t·egresión total de la 

rE:?spuesta en la tal·la de la variedad Atoyac a la 

espermidina. 

T 
a 
t 
1 

·a 

• • 

K~..:_;_:_:_.-·_:_:.;-~~. ~ 
r • • -----¡.. ---:--

~,r : '---: G:.L ..... .. ~~-" 

o.oz7 o.Zo2 ~ . .-92 u.OZ3 

mM 

~ 
~ 
-j 

3 
···~ ... 

1 
:l 

.-l 
.J 
-l .. 
-i 

~81 .151 

Figura 5.24 Regresión cuadrátice> ajvstacla de la respuesta en 

la talla de la variedild Atoyac a la espermidina. 
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variable coeficiente error estandar 

30.1357311 2.85943764 
-6.3175890 1.02753092 
-2.0676925 0.53952392 

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

F 

10.5390 
-6.1483 
-3.8324 

Tabla 5.24 Coeficientes del modelo cuadrático ajustado de la 

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

fuente 

1nodelo 
error 

t.otal 
total 
corregido 
Rl. 

suma de 
cuadrados 

21428.805 
2938.1950 

24367.000 

7326.1667 
0.879419 

9 1 

3 
27 

30 

29 

cuadrado 
medio 

F p 

7142.935 65.64 * * 
108.8220 

Tabla 5.25 Análisis de varianza de la regresión total de la 

respuesta en la tala de la vaJ·iedad Atoyac a la espermina, 

t 
a 
1 
1 
a 

• • 

mM 
Figura 5.25 Regresión cuadrática ajustada de la respuesta en 

la talla de la variedad Atoyac a la espermina. 
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---------------r--------------------------------------------
variable coeficiente error estandar 

28.2610896 2.93295707 
-3.2464019 1.05394996 
-0.8920364 0.55339572 

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

F 

9.63570 
--3.08022 
-1.61193 

Tabla 5.26 Coeficientes del modelo cuadrático ajustado de la 

r~spuesta en la talla de la variedad Florida a la 

es¡:¡ermidina. 

fuente 

modelo 
error 

tot:al 
t:Ot"'l 
corregido 
Rl 

suma de 
cuadrados 

20976.774 
3091.2263 

21068.000 

4201.8667 
0.87!!i63 

g 1 

3 
27 

30 

29 

cuadrado 
medio 

F p 

6992.258 61.07 * * 
114.4899 

T->bla 5. 27 Análisis de varianza de la regresión total de la 

respuesta en la talla de la variedad Florida a la 

espermidina. 

t 
a 
l 
1 
a 

• • 

mM 
Figura 5.26 Regresión cuadrática ajustada ae ~a respuest:a en 

la talla de la variedad Florida a la espermidina. 
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.. 
variable 

b 
b 1 

bu 

coeficiente error estandar 

24.7372414 2.04101945 
-6.0799698 0.73343466 
-0.3602423 0.38510330 

Total de interacciones = 3 
Total de evaluaciones de la función "' 13 

F 

12.1200 
-8.2897 
-0.9354 

Tabla 5.28 Coeficientes del modelo cuadrático ajustado de la 

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

fuente 

modelo 
error 

suma de 
cuadrados 

23599.028 
1496.9720 

9 1 

3 
27 

cuadrado 
medio 

F ·P 

7866.343 141.8 * * 
55.4434 

--------------------------------~---------------------------
total 
total 
cort•egido 
Rl. 

25096.000 

5639.4667 
0.94035 

. 
30 

29 

Tabla 5.29 Análisis de varianza de la regresión total de la 

respuesta en la talla de la variedad Florida a la 

espermina. 

m M 
Figura 5.27 Regresión cuadrática·ajustada de la resp~esta en 

la talla de la variedad Florida a la espermina. 
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----------------------------------------.--------··-----------
vari<1ble coeficiente error estandar 

b 9.682597366 1.06060337 9.12968 
bl -0.46355640 0.49900011 -0.92897 

bll 0.53567811 0.21532349 2.48778 
------------------------------------------------------------
Total de interacciones = 3 
Total de evaluaciones de la función = 13 

Tabla 5.30 Coeficientes del modelo cuadrático ajustado de la 

respuesta en la talla de la variedad Mesilla a la 

espermidina. 

fuente 

modelo 
error 

total 
total 
cut• regido 
Rl. 

suma de 
cuadrados 

2439.1361 
100.86392 

2540.0000 

233.60000 
0.96029 

'3 1 

3 
12 

15 

14 

Cl.tadrado 
medio-

F p 

813.0454 96.729 * 
8.40533 

-------------------------~----------------------------------

Tabla 5. 31 ,1-.nálisis de varianza de la regresión tot:al de la 

respuest:a en la talla de la variedad Mesilla a la 

espermidina. 

T 
a 
1 
1 
,¡ t 
• ll t-. 
• 1-

t .. 
0,027 

1 
D.07A 

1 1 1 

0.202 

m M 
Figura 5.28 Regresión cuadrática ajustada de la respuesta en 

la talla d"! la variedad Mesill·a a la espermidina. 
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V.4.5 Concentraciones Óptimas de poliaminas 

Utilizando el método de evaluación de puntos críticos, se 

encontraron concentraciones óptimas teóricas los 

tratamiP.nt:os con poliaminas que presentaron respuestas con 

ajuste significativo al modelo cuadrático de regresión, 

tanto en el aumento del número de semillas germinadas como 

en el' aumento del peso y la talla de las plántulas obtenidas 

bajo estrés de sal.inidad. Estas 

encuentran en la tabla 5.32 

ATO YAC 

Putrescina 
Espermidina 
Espermina 

FLORIDA 

Putrescina 
Espermidina 
Espermína 

MESILLA 

Putrescína 
Espermidina 
Espermina 

Tabla 5.32 

Germinación 

0.8368 
0.4'74'7 
0.02'76. 

a 

Concentraciones óptimas 

conaentraciones 

Talla 

0.3'796 
9. 41 E-lo 
0.1'749 

0.0088 

teóricas 

Peso 

0.4522 
o. 0329 
0.2171 

0.1621 
0.0002 

b 

dadas 

se 

en 

m·ílímolaridad de poliaminas para el aumento del número de 

semillas germinadas, el peso y la talla de las plánt:ulas de 

Medjcagg satiya L. obtenidas bajo estrés de salinidad. 

a y b, presentaron ajuste significativo, pero se obtuvieron 

minimos (efecto tóxico). 
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VI. DISCUSIOM 

Aún cuando se igualarou los potenciales osmóticos de los 

tratamientos de NaCl a los de PEG (Tabla 4.1), se encontró 

una respuesta di fe rente a cada tipo de estrés, en las 

variedades estudiadas. Esto es congruente con los resultados 

enuontrado'3 al analizar el contenido endógeno ele poliaminas 

en difet•emtes variedades de t:rlqo sometidas a estrés 

osmótico (sorbitol) y salino (NaGl) (László et al.. 1990). 

La línea expermiental 7-S-92 se vió favorecida en su 

gel'!Uinc>rJiÓu con el primer tratamiento de NaCl ( !). 016 M), sin 

embargo, su talla se vió afectada en tedas las 

concentraciones de NaCl (Figura 5.5). Esto puede ser debido 

a Que la tolerancia a la salinidad es una carateríst:ica 

lllUl t:igénioa. 

El hecho de que las poblaciones de alfalfa (excepto la 

vat·iedad Florida) se vean favorecidas al get·minar con O. 016 

M de NaCl (Figura .5. 4) puede ser debido a QUe el testigo (0 

M de NaCl) no existe en condiciones naturales, ya que no es 

pÓsible aue existal'l suelos en los cuales el NaCl no esté 

presente. Además, probablemente el tener NaCl extet-no ayudó 

a las células de alfalfa a compensar el potencial osmótico 

por· medio de la compartamentación de sal y por eso le.s 

plántulas se afectaron menos en presencia de NaCl QUE! en 

e .t estrés de at;rua donde tuvieron el mismo potencial 

osmótico in:.puesto por el poliet:ilenqlicol 6000, pero no 
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tienen iones para compartamentisar. Este fenómeno ha sido 

observado en Atriplex grifiths~ (RodrÍguez-Caray, 1985). 

Aparentemente, la variedad Atoyac requiere de la presencia 

de NaCl para estimular su talla, ya que se vió que la 

aumenta con el primer t1•atamiento de NaCl (0. 016 H, Figura 

5. 5). 

La variedad l'egional, puede considerarse medianamente 

tolerante al estrés osmótico, debido a que su germinación 

fué mayor en tratamientos hasta can -0.679 HPa que• en 

tratamientos sin estrés osmótica y se considera alto nivel 

de estrés un potencial osmótico de -l. o a -2.0 HPa 

(Salisbury and Ross, 1978). 

La relación lineal entre el porcentaje de raices respecto a 

la talla total de la plántula y la concentración del agente 

estresante, encontrada para la variedad Atoyac (Figuras 5.7 

y 5. B) indica que esta es la variedad que tiene una mejor 

respuesta morfológioa a ambos tipos de estrés. La variedad 

F'lorida presentó un compol'tamiento similar (Figuras 5. 9 y 

5. lO) debido probablemente a que las dos variedades se 

cultivan en ambientes parecidos, lugares donde la humedad 

no es muy abundante y probablemente sea una respuesta de 

adaptación el aumentar su raí~ ál aumentar la concentración 

del agente estresante externo. En cambio, la variedad 

Mesilla y la línea experimental 7-S-92 no presentan esta 

relación lineal entre el porcentaje de raices con re~pecta a 
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la concentración del agente estresante (Figuras 5.11 a 5.14) 

esto debido probablemente a que se originaron bajo 

condici.ones benignas (sin estrés). 

Al analiz.:u· las concentraciones teóricas Óptimas en la 

vari~dad htoyac que fué la única que presentó respuestas con 

ajuste sig!lificativo tanto en su germinación como en su 

talla y en su peso, con cad& una de las poliaminas 

utilizadas (Tablas 5.1, 5.10 y 5.19), se observó que se 

necesita una concentración mayor de putrescina para la 

germinación que para la talla y el peso (Tabla 5.32), esto 

es debido probablemente a que en la etapa de germinación es. 

más dif.icil la penetración de poliaminas, adem&.s, en las 

plántulas se incrementa la concentración de ooliaminas 

endógenas P!'Jr lo que se requiere menor concentración 

exógena. Por otro lüdo, también se ob~ervó que se requiere 

mayor ·concentración de putrescina, que es de menor peso 

molecular aue esper.midina y espermina, tanto para la 

'lerminación como como para la talla y para el peso. 

Esta alta concentraaión teórica Óptima encontrada para la 

PU'I:resuina es congrent.e con la biosintesis de poliaminas 

ya que la putr·eoscina es pr·ecursor de ,la espermidina y esta 

de la espel'mina (figura 2.1), además estas prliaminas son 

precursores de poliaminas no comunes. las cuales se ha 

postulado ejercen un papel protector tanto en bacterias como 

en plantas adaptadas a ambientes extremos (Kuehn, 1990b). 

La infor'mación obtenida en este trabajo puede ser útil en 

proyectos de mejoramiento mediante técnicas biotecnológicas 
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a través de las cuales es pósible intentar selección de 

células y/o plantas sobreproduct:oras de poliaminas 

(endógenas) para producir a partir de estas lineas o plantas 

tolerantes a los tipos de estrés abiót:ico estudiados. 
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VII. CUKCLUSIONES 

1.- La variedad Atoyac es median~ente tolerante al estrés 

de salinidad y de sequía 

2.- La respuesta al estrés de agua es diferente a la 

respuesta al estrés salino en las variedades estudiadas. 

3,- Las concentraciones Óptimas teóricas de las poli.:1minas 

utilizadas son distintas para la germinación, talla Y peso 

de las variedades de Medipagg satiya L. estudiadas. 

4.- Se. encontrat•on concentraciones Óptimas teóricas de 

putresc:ina espermidina y espermidina para increm~ntar el 

número cte semillas germinadas, el peso y la talla de las 

plántulas en la variedad Atoyac, bajo estrés de salinidad. 

6,- En la variedad Florida se encontraron ooucentraciones 

Óptimas teóricas para incrementar el peso de las plántulas 

obtenidas de la germinación bajo estrés salino con espermina 

y para incrementar la talla con espermidina y espermina. 

6.- El efecto Óptimo de la espermidina en la germinación 

bajo estrés salino. de la variedad Florida parece estar en 

concentraciones wás altas que las utilizadas. 
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IX. APEHDICES 

IX.l Apendice I.- Metodología seguida en cada repetición 

!)Impregnado del pápel filtro previamente esterilizado en 

autoclave y colocado en el fondo de una caja de petri 

desechable, con 3 nil de la so·lución del _tratamiento 

empleado, utilizando una pipeta esteril. 

2)Colocación de 25 semillas desinfectadas sobre el papel 

filtro, utilizando pinzas desinfectadas mediante flameado 

con alcohol etílico industrial. 

3)Rotulado de la caja con fecha, población de Alfalfa y 

tipo de tratamiento, utilizando un ~t~arcador de tinta 

indeleble. 

4)Sellado de la caja con plá~tico actherente, 

5)Incubación durante 5 d.ías en un incubador con 

temperatura constante de 25°C. con un fotoperiodo de 16 

horas lu:a y 8 horas de obscut•idad. 

6)Cantea del número de semill3s germinadas en cada 

caja de petri. 

7) Pesado de las plántulas obtenidas, utilizando balanza 

analítica y de la talla tanto del epicótilo como del 

hipocótilo, empleando papel milim~trico y un microscopio 

esteroscópico. 

15) Eláboración de Graficas y análisis de los r--esultados. 
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D~>.sinfección de las seaillas 

l)Introducció~ dP. las semillas dentro de una malla fina de 

pl.istico. 

2 )Lavadc. con jabón palmolive líauido y agua corri~nte. 

3)Translado de la malla con las semillas lavadas a una 

campana de flujo lamina<' para mantener la asepsin. 

4)Eliminado de la c.:ubierta serosa de las semillas 

introduciendo la malla en un frasco de cristal con alcohol 

etílico indus~rial dura~te 10 segundos, sobre un agitador 

magnetice con. agitación moderada. 

5 )Desinfección de las se1nillas introduciendo la malla a un 

· frasco con cloralex al 50X (hipoclo~ito de sodio al 1~) 

durante 5 minutos, mantP.niendo la agitación magnetica. 

6)Eliminaci6n del cloralex mediante t1~s enjuages con agua 

bidestilada esteril utilizando un frasco por enjuage. El 

primer enjuage duri'.nt:e 4 minutos y lo~ dos rest:antes durante 

3 minutos, todos sobre el agitador magnetioo. 

?)Secado de las semillas con el flujo laminar de la campana 

sobre una tapa de caja de petri desechable con papel filtro 

en el fondo para absrober el exceso de a·gua y manejar las 

semillas con facilidad utilizando pinzas flameadas. 
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IX.2 Apendice II.- Relación en porcentaje de la raÍ'!I al 

aumentar la concentración de NaCl en las variedades de 

Medicagg sativa L. estudiadas. 

VARIEDAD ATO'IAC 
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