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INTRODUCCION 

La búsqueda de sustancias anticarcinogénicas ha sido una de 

las principales preocupaciones de la medicina, la farmacología 

~ la bioquímica modernas. 

Entre las sustancias que presentan esta caracterfstlca se 

fncuentran algunos alcaloides naturales como la vincristina y 

la vincoleucoblastina sintetizadas por las plantas del género 

~atharanthus. La obtención industrial de estos compuestos es 

muy costosa mas su efectividad en procesos curativo; la justi

fica. 

Catharanthus es una planta angiosperma, dicotiledónea que 

presenta las siguientes especies: 

a) Cath~ranthus roseus - presenta floies rosas. 

b) Catharanthus alkus - presenta flores blancas, 
e) Catharanthus acellatus - presenta flores blancas con un 

c!rculo púrpura. 

El género Vinca fue establecido por Linneo en el año 1753 en 

su trabajo Species Plantarum en donde distingue dos especies: 

\'. mayor y Y._. mi nor. Sin embargo, ha recibido los siguientes 

nombres científicos: Lochnera ~· Catharanthus roseus y Amo

c:allis rosea, 

En agosto de 1883 Ludwig Reichenbach le diÓ el nombre gené

rico de Lochnera, pero 5 meses antes George Don la hab!a tipi

ficado como Catharanthus, por lo que este nombre tiene priori

dad. Su clasificación actual ( 75) es como sigue: 

familia: Apocinaceae 

Subfamil la: 

Tribu: 

Sub tribu: 

Plumeroideae 

Al so to ni cae 

Catharanthus G. Don 
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Los primeros co~puestos aislados de la planta entera fueron 

la vlncoleucoblastina y la leurosina ( 40 ), pero otras fraccio

nes demostraron tener aún mayor actividad y posteriormente se 

encontraron la vincristina y la leurosidina. A la fecha se han 

reportado cerca de 130 alcaloides, comprendidos dentro de los 

tipos corynanthe, iboga, aspidosperma y strichnos, con patrones 

estructurales diferentes entre si ( 67 ) • 

. Tanto víncristina ~orno vincoleucoblastina pertenecen al tipo 

aspidosperma, que tiene como precedentes inmediatos a la vlndo

lina y a .la 16-betacarbometoxivclbanamina; alcaloides relativa

mente menores ya que su producción en la planta es de l g y 20 

mg/ 1000 kg de peso fresco, respectivamente. Ambos han demostra

do ser también agentes extremadamente valiosos en el tratamiento 

de enfermedades neopl&sticas humanas, solos o en reglmenes com

binados. 

El mecanismo de acción de estos alcaloides, se lleva a cabo 

inhibiendo la síntesis de los 'cidos nucle{cos, de las protef

ílas y de los l{pidos; su efecto en la síntesis proteíca est¡ 

probablemente relacionado con su capacidad de unirse a los ri

bosomas y a sus subunidades, originando la precipitación de com

plejos en los ribosomas de las células afectadas. 

Los alcaloides de vinca son también agentes inhibitorios es

pecíficos del ciclo celular, bloqueando la metafase en la mito

sis; esta actividad biológica se explica por su capacidad de 

fijarse a la protefna tubulina, un componente clave de los ml

crotúbulos celulares. La división celular en la metafase se in

terrumpe por disrupción de estos microtÚbulos del aparato mitó

f;i c o ( 12, 19, 60, 6 7 ) • 

Como se ha mencionado anteriormente, el bajo rendimiento pa

ra obtener los principios activos, ocaclona que los medicamentos 

elaborados con vincristina y vincoleucoblastina no sean de f¡cil 

acceso, ya que el tratamiento requiere de una dosis de 15-2o·m1-

J !gramos semanalmente ( 50, 66 ), 



7 

La hipótesis de este trabajo deriva de lo siguiente: estos 

alcaloides son derivados del indo!, el cual deriva directamente 

cel triptofano; este amino,cido tiene dos nitrógenos en su mol&

cula; el del anil1o indÓlico proviene del amida de la glutamina, 

en tanto que el • -amino se deriva del ~-amino de la serina 

tue a su vez lo hace del ~-amino del glutamato (figura 1). 

Todo lo anterior significa que los dos nitrógenos se derivan 

de amonio, lo que involuera directamente a las enzimas glutamino 

sintetasa y/o deshidrogenasa glutámica, por lo que la fuente ni

trogenada podría influir en la bios!ntesis de estos alcaloides. 

De acuerdo a lo anterior, los objetivos de este trabajo son: 

l) Determinar el efecto de diferentes reg!menes nutricionales 

de nitrógeno: amonio, nitrato y amonio más nitrato en el 

met~bolis~o nitrogenado, específicamente en la actividad de 

las siguientes enzimas: 

GDH (deshidrogenasa glut,micá) 

GS (glutamino sintetasa) 

GOGAT (glutamato sintasa) 

2) Determinar el efecto de diferentes fuentes nitrogenadas so

bre el contenido total d~ alcaloides de Catharanthus roseus. 
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I A N T E C E D E N T E S 

.I METABOLISMO NITROGENADO 

I.I.I ASPECTOS GENERALES 

El nitrógeno es el elemento más abundante en los organis-. 

mos vivos (con excepción del carbono, el hidrógeno y el oxf

geno), y se encuentra en compuestos tan esenciales como las 

protefnas, los ácidos nuclefcos, algunos de los reguladores 

del crecimiento de las plantas, las porfirinas y en muchas de 

las vitaminas ( 29 ). 

El nitrógeno atmosférico es primero fijado por algunos mi

croorganismos y convertido en nitrógeno inorgánico reducido 

(amonio), el cual puede ser oxidado por la flora del suelo 

hasta nitrato ( 29, JO ). A este proceso de transformación 

del nitrógeno atmosférico en amonio se le denomina fijación 

del nitrógeno. 

La reducción del nitrato a amonio se realiza en dos pasos 

catalizados por dos enzimas diferentes: 

La conversión de nitrató a nitrito es catalizada por la ni

trato reductasa (HR) y la reducción de nitrito a amonio por 

la nitrito reductasa (NiR). 

+ NADH + 
+ NAD+ + 

+ + 6e • 
La actividad de la NR est¡ considerada como un paso limi

tante en la utilización del nitrato en las plantas ( 7, 51 ). 

Generalmente la HR en plantas superiores es menos sensible a 

la regulación por amonio, aunque se ha reportado en ra!z de 

cebada ( 53 ) , y ra!z de algodón ( 47 ) una represión parcial. 

El amonio reultante puede ser asimilado por dos v!as dife-

rentes: 



l.- Vfa glutamino slntetasa/glutamato sintasa (GS/GOGAT). 

2.- V!a doshidrogenasa glutámica (GDH). 
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La primera vla asimila inicialmente al amonio en el amido 

ce la gluta~~na en presencia de la GS, y a continuación la 

glutamina reacciona con el 2-oxoglutarato, en presencia de la 

GOGAT, para producir dos moléculas de glutamato ( 29, 36 ) ; 

mientras que la segunda v!a produce directamente glutamato 

36 ) • 

Una vez que el amonio se ha incorporado a una molécula 

orgánica, como grupo amino del ácido glutámico, es transloca

ao a otras moléculas orgánicas para formar los demás aminoá

cidos mediante las enzimas denominadas transaminasas ( 29 ), 

Figura I. l 

I .I.2 VIA GDH 

SegGn Harel, la NR y NiR están localizadas exclusivamente 

f:·n las células. del mesÓfilo en hojas de ma!z y la GDH se encu

entra en la membrana celular ( 16 ), por otra parte la GDH ha 

sido localizada principalmente en mitocondria ( 69 ), estando 

presente en la hoja en grandes cantidades. 

Rhodes y colaboradores ( 49 ), han mostrado en experimen

tos con Lemna minar, que cuando hay concentraciones elevadas 

ce amonio, la actividad de la GDH se incrementa. Más recien

temente demostraron que la actividad de la GDH es inhibida 

por ATP, el cual es un sustrato para la GS y que el ADP y el 

S'-AMP inhiben la actividad de la GS, mientras que sólo tie

ne un pequeño efecto sobre la GDH. 

Estos resultados indicarían que la GS podr!a ser una en

zima principal para la asimilación del amonio, cuando los 

cambios de energía son altos. Sin embargo, cuando el potencial 

tiosintético es bajo, los cambios de energ!a reducidos y los 

riveles de amonio altos, la GDH podr!a ser más importante en 

la asimilación del amonio ( 49 ). 



W Nitrogenasa 
\2)Nitrato reductasa 
l3)Nitrito red uctasa 
\l/)úOúAT 
l5)úDH 
\f>) c;s 
\7) Trálnsaminasac; 

Glutamato ) oxodcido~ 

2-oxoglutarato ~-ami noac idos 

Ruta GDH -------- -----------------

lutam ato XGlutamato 'i-oxoác idos 

ó ~ J\ 
lutami na ~oglutarato aminoacidos 

Rutél GS I GOGAT 

Figura 1.1 Ruta de asimi laci Ón del nitrÓgeno en plan tu supfilriore~ ( '29). 
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Oaks y colaboradores ( 42 ) , encontraron niveles al tos de 

amonio y nitrato en c~lulas maduras de raiz de maíz y ~st~ po

drla ser la razón de que la actividad de la GOH se vea incre

mentada en estos sitios. 

En levadura, la GDH es activa en la asimilación del amonio 

36 ), y mutantes de~- coli (sin f.S) pueden crecer en amonio, 

Jo que indica que Ja GDH es activa. Asf mismo, en rafees madu

ras de mafz la GDH es activa en la asimilación del NH~ ( 42 ), 

Canvin y Atkins encontraron muestras de que el 15 NH
3 

puede 

ser asimilado en la oscuridad y ellos sugieren que esto puede 

ocurdr. fuera del cloroplasto via GDH mitocondrial ( 8 ), 

Naven y colaboradores 38 ), reportaron que la mitocondria 

v~getal esta adaptada para asimilar amonio, al menos cuando los 

niveles de amonio intracelular son elevados. Demostraron tam

bién, la participación de la GDH en la formación de glutamato 

tiajo condiciones similares in vivo usando precursores marcados 
14 con N. 

Los iones también parecen tener una función regulatoria 

sobre la GDH; as{~ Oaks y colaboradores ( 42 ), reportaron 

que el Ca 2+ mejora grandemente los niveles de GDH ( 31, 74 ), 

y que la actfvidad enzimática aminativa se ve inhibida por el 

EDTA (etilen-diamino-tetraacético), mientras que la desamina

ción oxidativa no se ve afectada ( 31, 61 ), 

La existencia de diversas isoenzimas de la GDH ha llevado 

ü proponer que estás podrían tener una función relevante fisio

l Ógica en las plantas. Naven y colaboradores ( 38 ), han repor

tado evidencias de que las isoenzimas de la GDH están exclusi

vamente localizadas en la matriz mitocondrial de Pisum sativum, 

Observaron que la GDH mitocondrial es sensible a cambios en 

los estados fisiológicos del tejido, 



Vue ( 73 ), reporLl siete lsoenzimas de la GDH para mah 

las cuales se encuentran en mltocondria, Las cuales fueron de

pendientes (fo MAD+ { 72, 31 ). 

Si bien a~n no se encuentra claramente determinada la ac-

cibn de la GDH en la asimilaci6n del amonio, cada vez es m5s 

evidente que si tiene una funcibn relevante durante dicho pro

ceso ( 20, 31, 61 ). 

I .J .3 VIA GS/GO(;AT 

La glutamlno slntetasa cataliza la amldacibn de glutamato 

22 ) , por 1<1 sigui en te reaccibn: 
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o<.-glutamL1to + NH 3 + ATP ¡---~ ot.-glutamina + ADP + Pi 

La GS es considerada la enzima responsable para la asimila

ci6n primaria del amonio en Jas plantas superiores. Esta enzima 

est~ presente en los cloropJastos, los cuales han sido propues

tos como el mejor sit}o para la síntesis de novo de los amin~5-

cidos en las plantas superiores { 52 ), as{ como en el cito

plasma ( 18 ) • 

Cuando NH
3 

es reemplazado por hldroxilamina (NH
2

0H), en es

ta rcacci6n, se forma el ~-glutamilhidroxamato { 45 ). 

L-glutamina 
2+ 

ADP + Mq - V - 0 -glutamilhidroxamato + NH 3 Pi 

Q'tlcdl y Joy ( 45 ), ObsPrvaron que el mercaptoctanol y O

tros rompuestos sulfhidrilo incrementaban la actividad de la 

enzima, en tanto que en presencia de acetato fenllmercGrico y 

5cido h1droximercGricofenilsulf6nico la actividad de la GS en 

arroz fue inhibida en un 94 y 85 % respectivamente, sln embar

(]O la enzima que fue inactlvada por preincubacibn con acetato 

fPnilmerc~rico 6 HgC1 2 fue reactivada por la adiclbn de cis

l.pfna en un tl.empo muy corto. Esto indica que la enzima posee 

qrupos sulfhidr.Uo esenciales paril su actividad ( 7-2 ), 



Varner y Webster ·( 64 ), sugirieron un mecanismo de reilc

ciÓn para la sfntesls enzimática de la glutamlna en Plsum satl-

~· lo cual Implica: 
a) fosforilaclón de la enzima por ATP. 

b) reacción de la enzima-fosfato con glutamato para formar un 

complejo enzlma-glutamato y finalmente, 

c) reacción del complejo enzima - glutamato con amonio o hi

droxilamlna para formar la amida o el hidroxamato. 

Se ha encontrado que en cebada, hay unil dnt.esis rápida d~~ 

glutamina durante el perlado Inicial de la asimilaci6n del a

monio y que la s{ntesis de~ del ácido glutámico il partir 

de ácido 2-oxoglutárico y amonio es necesaria para activar la 

síntesis de la gJutamina ( 43 ). 

Webster ( 71 ), determin6 en preparaf'iones enzimáticas de 

tejidos de animales y en bacterias, que la glutamina puede 

ser formada directamente a partir de ácido glutámlco y amonio, 

y que la energía para la síntesis es proporcionada por el ATP. 

Poco se conoce. sin embargo, de las caracterfstlcas de reac

ciones similares en plantas superiores. 

Elliott ( 10 ), ha rtportado la formaci6n de ácido glutamil

hidroxámico en homogenados de plántulas de 0rinus en la pre

sencia de glutamato 1 hidroxiJamina, 1\TP y iones maqnesio. 

En 1975 Givan demostró que la sfntesis de qlutamina en la 

oscuridad ocurre s6lo en prespncia de ATP, y que: Ja fotoconver

sión de glutamato a glutamina fue inhibida por concentraciones 

milimolares de amonio y nitrito. La sfntPsis de qlutamina de

pendiente de ATP en la oscuridad no Fue inhibldd por Iones 

amonio o nitrito 1 J ) • 

La actividad de la GS es l:ambiPn inhibida por Ai-IP, CTP, 

glici.nri y alanina, esto puede Indicar 11n.i posible autonomL.1 

en la biosfntesis de las purinas y de lds pirimidinils f J7 ), 
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para las cuales glutam!na es uno de los donadores de nitró-

geno. 
Los iones como el Mg 2

+ y el Hn 2+ han mostrado ser muy lmpor-

tan tes en la actividad de 1 a G 5, aunque se ha encontrado que 

ilctividad mucho más baja con Mn 2+ Mg 2+ ( 1, 65 ) . es que con 

La es en hojas de Pisum sativum es estabHizada por Mq 2+ 

en ausencia de ATP ( 44 ) . 
En 1980, Hirel y eadal identificaron en .irroz, dos formas 

de GS en hojas (GS 1 y GS 2 ) y una forma (GSr) en rafz. La cs
1 

fue predominante en hojas etioladas y la GS 2 en hojas verdes. 

la 

La GS1 pareció ser una enzima citosÓlica y la GS 2 fue loca

l izada en los el oroplastos ( 18 ) • SÓl o una es fue detecta da 

en rafz de arroz y cebada ( 21, 32 ), esta enzima está locali

zada en el citosol. Hay claras evidencias de que la GS en clo

roplastos (GS
2

) es solo activa en la luz ( 37 ). 

A pesar de que la GSr y la GS 1 están localizadas en el mis

mo compartimiento celular (el citosol), sus funciones fisiolÓ

aicas son diferentes; la GS está involucrada en la asimila-
- r 
ción primaria del amonio en rafees, en tanto que la GS

1 
está 

involucrada en la recirculación del amonio durante la fotorres

piración pero tambi~n en la s!ntesis de glutamina en la oscu

ridad ( 18 ). 

Las actividades de la GS 1 y GS 2 presentan un máximo a 45°C, 

sin embargo la GS 2 es drásticamente afectada a 60°C y GS 1 es 

estable a temperaturas menor~s de 6S 0 c ( 14 ). 

En 1980, Barratt encontró que en cebada, soya .Y arroz ha

bla dos diferentes formas de GS ( 4 ). Posteriormente en 1981 

l 5 ), encontró que en haba hab!a cinco diferentes formas de 

CS: cs
1 

y GS 2 se encontraban en cloroplasto, cs4 y cs 5 en ci

toplasma y cs 3 fue observada en extractos de rafz en plántulas 

~e tres semanas de edad, que estuvieron en un prctratamicnto 

por 24 horas con MH 4Cl, NH 4t10 3 Ó ure.i. 
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Kretovich ( 24 ), observó que cuando se infiltraban iones 

amonio dentro de la hoja intacta habfa un incremento en la ac

tividad de J il GS, tanto en la del cloroplasto como en la del 

citosol. 

Vn estudio de la composición de los aminoácidos de GS 1 y 

GS 2 en hojas de calabaza, muestra notables diferencias entre 

las dos formas moleculares. La GS
1 

contiene: ácido glutámico, 

Jeucina, glicina y alanina, mientras que la GS 2 contiene can

tidades apreciables de glicina, ácido aspártico, leucina y 

llsina ( 24 ) , lo que indica que se trata de isoenzimas. 

Se ha encontrado una GS activa en plántulas, de frijol, y 

está localizada en los cotiledones y en las rafees ( 13 ), 

en extracto de rafees de plántulas de arroz crecidas en altas 

concentraciones de amonio, la actividad se ve incrementada 

por la adición del ácido 2-oxoglutárico ( 2 ). 

Existen pocos reportes en la literatura donde el nitrato 

u amonio han sido utilizados para trazar el curso del nitró-

9eno en la rafz ( 2, 23, 42 ), 

En 1979, Tempest encontró en la bacteria Aerobacter aero

~I en es , a l a G OC A T e o m o un a enzima a e tu ando en un a ruta al ter -

na para la asimilación del amonio junto con la GS ( 63 ), 

Tempest y colaboradores mostraron que cuando el amonio es li

nitante en el crecimiento de ~· aerogenes, los niveles de GS 

y GOGAT suben y la GDH disminuye. 

La GOGAT procede ( 11 ), de acuerdo a la siguiente reacción: 

L-glutamina + o(KG + NAD(P)H 

(ferredoxina 

reducida) 

+ 
2L-glutamato + NAD(P) 

(ferredoxi

na oxidada) 

Lea y Miflln encontraron que la GOGAT dependiente de ferre

dox i na, local izada en los el oropl as tos depende de la luz para 

poder efectuar la conversión de 2-oxoglutarato a glutamato (27). 



El NADH y el NADPH son eficientes donadores de electrones 

para las enzimas que se obtienen de extractos de endospermo y 

rafees de maíz ( 41 ) , sin embargo en soya se ha encontrado 

que la actividad de la GOGAT fue mucho mayor con NADH que con 
tlADPH ( 56 ) • 

Otros estudios muestran que las enzimas de rafees de arroz 

3 ), y células de tabaco no utilizan NAD(P)H, pero usan fe

rredoxina o metilviol6geno (NV) en forma reducida como dona

dores de electrones ( 33, 35 ). En extractos de rafres de a

rroz se observ6 que el MV, puede ser un sustituto de la ferrc

doxina pero la actividad de la COGAT con este compuesto fue 

aproximadamente el 25 % de la obtenida con ferredoxina ( J ). 

Oaks y Janes encontraron una marcada estimulaci6n en la ac

tividad de la GOGAT cuando añadían NH 4Cl a sus preparaciones 

(extractos de endospermo y rafees de maíz). También encontra

ron que la GOGAT es activada por KCl ( 41 ). 

La .CQGAT al igual que la NiR requiere ferredoxina para su 

actividad, la cual es producida en los cloroplastos en presen

cia de luz, en raíz la fcrredoxina aparentemente no funciona 

como fuente natural de donaci6n de electrones para la NiR y la 

GOGAT ( 48 ). La actividad dependiente de ferredoxina, en ce

bada, está restringida a las hojas ( 70 ) • 

En haba se observ6 que la azaserina así como el CoC1 2 , el 

CdC1 2 y el NiC1 2, son potentes inhibidores de la GOGAT, a 

comparaci6n con la GDH que se activa con NiC1 2 y CaC1 2 ( 68 ), 

Susuki y Gadal ( 59 ) , encontraron que la asparagina y el 

oxalacetato no pueden sustituir a la glutamina y al 2-oxoglu

~arato como el donador amido y el aceptar amido respectiva-

nente ( 56 ), Según Becvers y Torey ( 6 ), los cotiledones 

de Plsum sativum contienen una COGAT la cual muestra una gran 

especificidad por glutamina como el donador amido. 

17 
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La presencia de COGAT dependiente de ferredoxina en algas 

azul verdes y de una isoenzima dependiente de NADPH en raíz 

~ otros tejidos de plantas han sugerido que esta ruta fun~lo

na en plantas superiores ( 36 ) • 

!.2 BIOSINTESIS DE ALCALOIDES 

En 1941, estudiando la inactivaciÓn por calor de cierto 

tipo de virus in vivo, Kunkel encontró que Catharanthus .!:.2_

~ era Cdpaz de soportar temperaturas relativamente al tas 

durante períodos largos de tiempo y que además era suscepti

ble a Phytomonas tumefasciens (hoy Agrobacterium tumefasciens) 

microorganismo capaz de inducir tumores, lo cual la hacía a

decuada para sus experimentos ( 25 ); por esta razón se em

pezó a utilizar en estudios fisiológicos. 

Veinte años más tarde el grupo Ely encontró que en los 

extractos de f· roseus, había alcaloides los cuales eran e

~ectivos en ratones con leucemia P-1534 ( 62 ). Tiempo des

IJUés se encontró que la vincristina y la vincoleucoblastina 

·~ran los agentes antileucémicos. 

R= CHO 

vi ncol eucobl as ti na 
(VLB) 

vincristina 

(VCR) 
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Como el contenido de estos alcaloide~ es extremadamente 

bajo en la planta, se encuentran aproximadamente en una pro

porción de l g y 20 mg / 1000 kg respectivamente ( 15 ) , es 

11 uy importante conocer el mecanismo de regulación en la bio

slntesis de alcaloides indÓlicos en plantas superiores con 

el fin de modificarla para incrementar su producción. 

La gran mayoría de los estudios se han concentrado en el 

metabolismo de los alcaloides monomérlcos, sobre todo en líl 

ajmalicina, cuya ruta metabólica es paralela a la ruta hacfa 

VCR y VLB. 

En la figura l,2 se observa la ruta bioslntética de la es

trictosidina, la cual tiene una función clave en la biosf nte

sis de los alcaloides de C. roseus ( 67 ) • Como se i nd lea, el 

nitrógeno es derivado de triptamlna y el resto de la molécula 

de un monoterpenoide tipo corlnante, el glucósido irldolde : 
i:ecologanina 58, 76 ), 

La enzima que hidroliza al geranio! y al nerol a los deri

vados 10-hidroxi, es u~a oxigenasa del grupo citocromo P-450, 

esta enzima se encuentra localizada en vacuolas o provacuolas. 

Por otra parte ha sido encontrada una enzima que cataliza 

Ja reacción de geranio! a geranial, y de nerol a neral, en la 
+ ' AD + ' ' presencia de NAO o N P y la reaccion inversa cuando NADH o 

ttADPH es usado. Esta o~idación puede estar involucrada en la 

hioslntesis, tal vez como un intermediario entre el 10-hidro

xigeraniol (o nerol) y ácido logánico, pero este punto no ha 

sido aGn comprobado. 

Después de que ha sido producida la secologaniana a partir 

de ácido logánico; hay una condensación enzimática estereoes

pecffica de triptamina y secologanina, para dar estrictosidlna. 

Esta condensación se lleva a cabo por medio de una enzima 

conoc.ida como estrictosidina s1.ntetasa ( 55, 67 ). 
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Figura I.2 Biosf ntesis de estrictosidina. 

a) oxigena sa 

b) ? 

e) metiltransferasa 

d) triptofano descarboxllasa 

e) complejo ajmalicina sintetasa 

f) estrictosidina slntetasa 



La estrictosidina resultante tiene unil estereoqufmica Joi.(S) 

15 ), ésta es la configuración qtH' se necesita para la forma

ción biosint~tica de los alcaloides indÓlicos monoterpenoides 

55 ) • 

A través de un complejo enzimático (figura I.3), la estric

tosidina por medio de una qlucosidasa biosfntetisa catenamlna. 

En 1979 Lec y Hirata ( 28 ), encontraron que a partir de ca

tenamina se llevaba il cabo la conversión a ajmallcina, por me

dio de la enzima catenamino reductasa, la cual demostró ser 

dependiente de NADPH. 

Por otra parte St~ckigt y Husson hicieron un experimento 

control en el cual desnaturalizaba11 la enzima por calor o se 

ponfa en ausencia de NADPH, y observaban que la ajmalicina no 

se formaba. De lo Jnte~ior se dedujÓ que la catenamino reduc-

tasa era totalmente dependiente de NADPH 54 ) • 

Lee y Hirata ( 28 ), encontraron tambi~n que habfa un in

termediario muy inestable, la qeisoschisina, pero que jugaba 

un pape] muy importante en el metahol ismo intermedio de ajma-

1 ici na (figura I.4). 

1\ partir de aJmalicina y hasta la biosfntesis final de los 

alcaloides de C. roseus no se conoce exactamente cuantas y 

cuales son las enzimas que intervienen; solo se conocen algu

nos intermediarios, como se muestra en la figura I.3 • 
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II M A T E R I A L E S Y M E T O D O S 

II. l MATERIAL BIOLOGICO 

Las semillas de Catharanthus roseus se germinaron en ti.erra, 

estando en un invernadero con una temperatura de 32ºC a 36°C. 

II.2 MATERIAL DE VIDRIO 

23 

Todo el material de vidrio utilizado se lavó con detergente, se 

enjuagó con agua desionozada y se secó en estufa. 

II.3 EQUIPO 

Potenciómetro, Bcckman 3550 

Placas de calentamiento y ag1tación 

Centrífuga, Beckman 32-21 

Espectrof otómetro, Carl Zeiss M4 Qlll 

Espectrofotómetro, Pye Unicam SP-1800 con control de temperatura. 

programador de tiempo y graficador. 

Poli trón, PCU-2 

Licuadora, Osterizer 

Baño de temperatura constante, Colora 

Balanza analítica, Mettler 

II.4 REACTIVOS 

Los reactivos utilizad0s fueron todos de grado reactivo, de lds 

casas: J.T. Baker, Merck y Sigma. 

II.5 DISEÑO EXPERIMF.NTAL (PRIMERA P:\llTE) 

Las mucslrc1s (hoja:;), fueron cort:adar. a las 9 ele la muñana, se 

escoqi<>ron l1ojas del mismo t.amdñn y 5<' pusleron ;1 inc•11b.ir en l<l'.i 
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; ' Jiferentes fuentes nitrogenadas, en luz cont~nua y con agita-

~ión suave por los tiempos indicados (ver tabla 2.1). 

Con estas hojas se procedió a preparar los extractos enzl

n5ticos y se midió la actividad de cada una de las enzimas 

(GDH, GS y GOGAT), as! como las pozas de aminoácidos, nitra

tos, nitritos y amonio. 

[I.6 PREPARACION DEL EXTRACTO ENZIMATICO 

Para la preparación del extracto enzim~tico dP los dos tejidos 

~mpleados (hojas y raíces), se siguió el procedimiento menclo-

1ddo a continuación: 

L.- El tejido (hoja o raíz) se congeló a -70°C por 3 ó más ho-

ras, 

~.- El tejido congelado se molió en un mortero hasta convertir

lo en un polvo muy fino, el cual se dejó descongelar. 

J,- Una vez descongelado el tejido pulverizado se le adicionó 
, * , el buffer de extraccion en una relacion 1:2,5 peso en vo-

lumen y 5 % (p/p) de poli-vinilpirrolidona. 

~.- La mezcla se homogenizÓ por 2 minutos en licuadora o en po

litrón. 

) . -
, :>.,-

El extracto obtenido en el paso 4 se pasó por 4 capas de 

gasa. 

El filtrado se centrifugó a 14000 g durante 30 minutos en 

el rotor JA-20 en la centrlfuqa J2-21. 

·1.- El sobrenadante de la centrifugación (extracto crudo) fue 

utilizado para las determinaciones enzimáticas. 

·+ a) Se us~ buffer Tris-HCl 50 mM, CaC1 2.2H 20 1 mM, mercapto

etanol 5 mM, pH=8.2 (para medir GDH, GS y GOGAT-NAD(P)H). 

b) Se usó buffer de Fosfatos 50 mM, EDTA l mM, mcrcaptoeta

nol 5 mM, pH=7.5 (para medir GOGAT-Ferrcdoxina). 



Fuente d9 
nitrÓQeno: 

o) H O 
2 

b) No; 20 mM 

e) N H: 2 mM 

J) No;-r N H: (20-.¡ 2 mM) 

Tiempo de incubación .) o h o r o.s 

para cada tuent e : ~\ 2 
.. 

[) "i • 

~) 8 " 

Tabla 2.1 
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II.6.1 DETERHINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GDH-NAD(P)H 

La actividad de la GDH-NADH se determinó por el m&todo de Joy 

( 20 ) con ciertas modificaciones ( 31 ). La mezcla de reacción 

contenía: 

Tris-HCl 100 mM l. 7 ml pH 8.2 

o<. KC 10 mM 0.5 ml pH 7.0 

NH
4
Cl 100 mM 0.5 ml 

NAD(P)H 160 "'IM 0.2 ml 

Extracto o .1 ml 

Volumen total 3.0 ml 

La mezcla de todos los componentes, excepto el NAD(P)H se 

incubó a 30°C por dos minutos y después se inició la reacción 

afiadiendo el NAD(P)H. Se graficó la disminución en la absorban

cia a 340 nm. Se usó sólo la parte lineal de la gráfica. 

La molaridad de las soluciones se refiere a la molaridad 

final, excepto para el Tris. La velocidad de la reacción se 

expresó como nmoles de NAD(P)H transformados por minuto, para 

lo cual se utilizó la gráfica de calibración de la figura 2.2 • 

JI.6.2 DETERHINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GDH-NAD(P)+ 

Para la determinación de la GDH-NAD+ se usó el m¡todo de Loyo-

1 a ( 31 ). La mezcla de reacción contenía: 

Tris-HCl 

Gl u 

tlAD(P)+ 

[xtracto 

Volumen total 

100 mM 

60 mM 

600 1(M 

2. l ml 

O. 5 ml 

O. 2 ml 

O. 2. ml 

3 .o ml 

pH 9. 4 

pH 8. O 

La mezcla de todos los componentes, excepto el NAD(P)+, 

se incubó a J0°C por dos minutos y después se inició la reac
ción afiadiendo el NAD(P)+. 
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Se graficÓ el incremento en la abiorbancia a 340 nm. Se usó 
sólo la parte lineal de la gráfica. 

La molaridad de las soluciones se refiere a la molaridad 

final, excepto para el Tris. La velocidad de la reacción se ex-
, ( + preso como nmoles de NAD Pl transformados por minuto, para lo 

cual se utilizó la gráfica de calibración de la figura 2.2 • 

II.6.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GS 

La actividad de la GS se midió por el método modificado por 

J<anamori y Matsumoto ( 22 ) . La mezcla de reacción conten1a: 

Tris-HCl 50 mH l. 5 ml pH 7.5 

ATP 6.6 mM 0.2 ml pH 7.0 rp 

Glu-Na 192 mM 0.5 ml 

MgS04 333 mM 0.1 ml 

NH 20H 20 mM 0.3 ml pH 7~0 rp 

Cistefna 3.3 mM 0.1 ml 

Extracto 0.3 ml 

Volumen total 3.0 ml 

rp=recien preparado 

La reacción se inició con la adición del glutamato. La mez

cla se incubó por 30 minutos a 37°C en lugar de los 15 minutos 

y los 30ªC respectivamente del método original. La molaridad 

de las soluciones se refiere a la molaridad final, excepto pa

ra el Tris. En cada determinación se usó un blanco a tiempo 

cero, es decir, conten1a todos los reactivos y el mismo volu

men de extracto enzimático pero la reacción se detenía a tiem

po cero adicionando 1 ml del reactivo de cloruro férrico. 

El r-glutamil- ~-hidroxamato formado se determinó adicio

nando l ml del reactivo de cloruro férrico (volú'menes Iguales 

de FeC13"6H20 al 10% en HCl 0.2 N, ATC al 24% y HCl al 50%). 

Se centrifugó 15 minutos a 3000 rpm y se mldlÓ el Incremen

to en la absorbancia a 540 nm respecto a cada blanco. 
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La velocidad rle la rcacci Ón se expresó como nmol es de t -gl u

tamil - b" -hidroxamato formado por minuto, para lo cual se utili

zó la gráfica de calibración de la figura 2.3 • 

Una unidad enzimática se definió como la cantidad de enzima 

que cataliza la formación de l nmol de ~ -glutamil- ~ -hidroxa

mato por minuto bajo las rondlciones de ensayo. La actividad 

específica se expresó nomo u.nldades de enzima por miligramo de 

proteína. 

II.6.4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GOGAT 

II.6.4.l 

La actividad de la GOGAT-NAD(P)H se determinó por el método 

ce Beevers y Storey ( 6 }, con las modificaciones introducidas 

por Loyola ( 31 ). La mezcla de reacción contenla: 

lris-HCl 100 mM l. 5 ml pH 7.5 
o( KG 10 mM 0.5 ml pH 7.0 

Cl n 30 mM 0.5 ml 

MAD(P)H 80 "1.M 0.2 ml 

[xtracto 0.3 ml 

\'ol umen total 3.0 ml 

La mezcla de todos los componentes, excepto el NAD(P)H, se 

incubó a·3oºc por dos minutos y después se inició la reacción 

aftadiendo NAD(P)H. Se graflcÓ la disminución en la absorbancia 

a 340 nm. Se usó sólo la parte lineal de la gráfica. La mola

rldad de las soluciones se refiere a la molaridad final, excep

:o para el Tris. 

La velocidad de la reacción se expresó como nmoles de NAD(P)H 

transformados por minuto, para lo cual se utilizó la gráfica 

de calibración de la figura 2.2 • 

Una unidad enzimática se definió como la cantidad de enzi

ma que produce un cambio de 0.001 en la absorbancia a 340 nm 

por minuto. 



II.6.4,2 

La actividad de la GOGAT dependiente de ferredoxina se de

terminó por el método de Matoh ( 34 ) con modificaciones intro-

ducidas en el presente trabajo, la mezcla de reacción contenfa: 

Fosfatos 10 mM 0.3 ml pH 7. 5 
e>(, KG 10 mM o. 6 ml pH 7 .o 
Gln 10 mM 0.6 ml pH 7.0 

MetilviolÓgeno 19 r.i:'~ 0,6 ml rp 

Ex tracto o. 3 ml 

Mezcla Na
2
s

2
o

4 92 mM 0.6 ml rp 

Volumen total 3.0 ml 

rp=recien preparado 

La reacción se llevó a cabo al agregar a la mezcla de los 

componentes la mezcla de ditionito de sodio, se incubó a Jo 0 c 
por 30 minutos, para parar la reacción se hirvió por 2 minutos. 

Después se pasó la mezcla de reacción por una columna de re

sina Dowex (2 cm), se lavó con 10 ml de agua desionizada y se 

eluyó el ácido glutámico con 4 ml de ácido acético 2 M, 

Se neutralizó con NaOH 1 N. Se tomo 1 ml y se agregó 1 ml 

de una solución de isopropanol 1:1 y se leyó a 570 nm. 

La molaridad de las soluciones se refiere a la molaridad fi

nal excepto para el buffer de fosfatos. 

La velocidad de la reacción se expresó como nm0les de glu 

transformados por minuto, para lo cual se utilizó la gráfica 

~e calibración de la figura 2.4 • 

11,6.5 DETERMlNACION DE LAS PROTEINAS 

Se siguió la técnica de Petcrson ( 46 ), Se realizó una cur

va patrón con albúmina de suero bovino. El procedimiento a se

guir para la curva patrón y el ensayo de las muestras es el mis

mo: 
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reactivo A: 

Muestra: 0.2 ml + 0.8 ml de agua destilada 

+ 

0.1 ml de desoxicolato de sodio al 0.15% 

(reposar por 10 minutos a temperatura ambiente) 

+ 

0.1 ml de ácido tricloroacético al 72% 

i 
cen~rifuuar a 3000 rpm por 15 minutos 

i 
pastilla+ l ml de agua destilada 

+ 

l ml de reactivo A 

i 
reposar 30 minutos a temperatura ambiente 

+ 

0.5 ml de reactivo B 

¡ 
reposar 30 minutos a temperatura ambiente 

y leer absorbancia a 750 nm 

- soluci6n base de cobre-tartrato-carbonato (CTC) (0.1% de 

Cu.5H
2

0: 10% de Nal0 3: 0.2% de KC
4

H
4

06 .4H 20 ), 

- MaOH 0.8 N 

- dodecil sulfato de sodio al l0% (SDS) 

- aqua destilada 

reactivo B: 

Un volumen de reactivo de Folfn-Ciocalteu es mezclado con 

cinco volGmencs de agua destilada. 

33 

La curva patrón se obtiene graficando concentraci6n en gramos 

de albGmJna contra absorbancia a 750 nm. Ver gráfica de cali

braclÓn 2.). 



o.'I 

0.3 

0.1· 

50 

-0.5 

-1.0 

log < ProttínaH.,g> 

1 1.5 2.0 
Figura 2,5 Curva de calibración para la determinación 

I 

de las prote 1na.s. 



35 

II.6.6 DETERMINACION DE GLUTAMATO 

Se siguió la técnica de Cocking ( 9 ). Se realizó una cur

va patrón con &cido glut&mico. El procedimiento a seguir para 

la curva patrón y el ensayo de las muestras es el mismo: 

Muestra: 0.1 ml + 0.9 ml de agua destilada 

+ 

l ml ele reactivo de ninhidri.na 

i 
se pone a etwllicic>n rn minutos 

+ 

2.5 ml de lsopropanol al 50% 

i 
reposar 15 minutos a t.P.mperu tura 

ambiente y leer a 570 nm 

reactivo de ninhidrina: 

- amortiguador de citratos 0.2 M pH=s!o. l (rccicn preparado) 

- NaOH al 4% 

- solución A: 2.1008 g de 5cido cftrico monohidratado + 20 ml 

de NaOH al 4%, aforar a 50 ml ---•A 
- solución B: 0.08 g de :ncl2 a los 50 ml (Al B 

La curva patrón se obtiene qraficando concentración en4 o 

de glu contra absorbancia a 570 nm. Ver gr5fica de culibraciÓn 

figura 2.4 . 

II.6.7 DETERMillACIOM DE AMOllIO 

Se determinó por la técnica de Messlf•r ( 57 ), Sr. realizó 

una curva patrón con llH
4
Cl. 

El procedimiento a sequir para la curva patrón y el ensa

yo de las muestras es el mismo: 
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Muestra: 0.5 ml + 4.5 ml de agua destilada 

+ 

0.5 ml de reactivo de Nessler 

i 
leer a los JO mlnutos a J85 nm 

reactivo de Nessler: 

- 10 g de HgI 2 + 7 g de KI en 10 ml de agua Frfa 

- 16 g de NaOH disueltos en 70 ml de agua frfa 

- mezclar las dos soluciones anteriores lentamente, sin que 

se caliente y aforar a 100 ml (en oscuridad) 

- para usar tomar l ml de reactivo y diluir con agua a 10 ml. 

La curva patrón se obtiene graficando concentración en1g 

de NH 4CI contra absorbancia a 385 nm. Ver gráfica de calibra

ción figura 2.6 • 

II.6.8 DETERHINACION DE NITRATOS 

Se siguó la técnica de Nicholas y Nason ( 39 ). Se realizó 

Lna curva patrón con KN03• El procedimiento a seguir para la 

curva patrón es el mismo para el ensayo de las muestras: 

Muestra: O.l ml + 1.4 ml de aqua destilada 

+ 

O.l ml de ácido sulfamflico al 10% 

~ 
dejar reposar dos minutos 

+ 

0.4 ml de HCl04 al 20% • agitar y medir absorbancia a 210 nm 

la curva patrón se obtiene graflcando concentración en1g de 

tNo
3 

contra absorbancla a 210 nm, Ver figuta 2.7 , 
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II. 6. 9 .DETERHIHACI ON DE HITR nos 

Se siguió la técnica de Hicholas y Nason ( 39 ). Se realizó 

una curva patrón con NaH02• El procedimlenlo a seguir para la 

curva patrón y el ensayo de las muestras es el mismo: 

Muestra: 0.1 ml + 1.9 ml de agua destilada 

t 

l ml de sulfanilamida 
+ 

l ml de naftilendiamina (NED) 0,02% 

l 
leer a 540 nm después de 10 minutos 

- l g de sulfanilamida a 25 ml de H2so4 en 100 ml de agua des

tll ada. 

La curva patrón se obtiene graficando concentración en 

rmoles de NaN02 contra absorbancia a 540 nm. Ver gr&fica de 

calihraciÓn figura 2.8 • 

ll.7 DISEÑO EXPERIMENTAL (SEGUNDA PARTE) 

Plantas de Catharanthus roseus de la misma edad (5 meses), 

fueron regadas durante un mes con las diferentes fuentes nitró-
- + - + ~1enadas: N0 3 20 mM, NH 4 2 mM, N03 + NH 4 a las mismas concentra-

ciones respectivamente y con agua destilada como un control. 

Después del tiempo mencionado, se cortaron hojas del mis

no tamaño, a la misma hora y se determinó alcaloides, GDH, GS, 

C:OGAT y las diferentes pozas (ni tratos, ni tri tos, amonio y 

.1mino&cidos). Todo lo anterior se midió también en rafees 

excepto alcaloides. 
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II.7.1 DETERMINACION DE ALCALOIDES 

Primero se llevó a cabo una extracción (figura 2.9)~ para 

lo cual se utilizaron 8 g de muestra (hojas), se suspendieron 

en 100 ml de metano! y se extrajo a soºc, usando un baño marfa 

por 4 horas. La suspensión se filtró y el sólido se reextrajo 

con 100 ml ~e metano! 2 veces y a continuación se evaporo~ el 

residuo se suspendió en HCl l N (30 ml) y se lavó con acetato 

de etilo (4x30 ml). 

La solución acuosa se neutralizó son bicarbonato de sodio, 

el pH se ajustó a 9.5 (NaOH l N) y se extrajo con acetato de 

etilo (4x30 ml). Los extractos combinados fueron secados y 

se pesó para determinar alcaloides totales ( 26 ). 

A este extracto se le hicieron pruebas con reactivos ge

neral es para identificar alcaloides, en este caso se utilizó 

el reactivo de Dragendorff. 

II.7.2 

En hojas y ralees se midieron tanto las enzimas como las 

pozas por los métodos mencionados en páginas anteriores. 
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EXTRACCION DE ALCALOIDES 
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Figura 2.9 Extracción de al0aloides, 
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I II R E S U L T A O O S Y O I S C U S I O ti 

lI I. l EFECTO DE LA FUENTE NITROGENADA EN HOJAS DE C. R OSEUS 

III.l,l Efecto sobre la actividad de la GDH. 

En las figuras: 3.2, 3.3 y 3.4 se observa que la actividad 

de la GOH tanto en sentido aminativo (GDH-NADH) como en el des

aminativo (GDH-NAD+), aumenta considerablemente con respecto 

al control que fue agua (figura 3.1). En orden decreciente, la 

~ayor actividad de la GDH en ambos sentidos se presenta en la 

fuente de amonio 2 mM +nitrato 20 mM, le sigue la fuente de 

nitrato 20 mM y por Gltimo la de amonio 2 mM. 

Todo esto coincide con lo reportado en estudios sobre otros 

sistemas ( 31, 42, 49 ), ya que la actividad de la GDH en am

bos sentidos aumenta cuando hay concentraciones elevadas de 

amonio y de nitrato. 

En la fuente de nitrato + amonio 20 y 2 mM respectivamente, 

se presentó la mayor actividad de la GDH-NAOH. En la figura 

3,8 se puede ver el porque del alto porcentaje de actividad en 

esta fuente, y esto se debe a que hay un exceso de amonio, ya 

cue el nitrato est¡ siendo convertido en amonio por medio de 

la nitrato y la nitrito reductasa (MR y NiR), este amonio pro

oucido y el ya presente ocacionan un lncrem~nto en la poza de 

ámonio, lo que ocaciona que la actividad de la GDH-tlr\DH sea 

elevada (figura 3,4). Por otra parte, al estarse convirtiendo 

el nitrato en amonio, la poza de nitrato (figura 3.8) va dis

minuyendo. 

En la fuente de nitrato 20 mM (fiqura 3.2), la actividad de 

la GOH en ambos sentidos, es también alta con respecto al blan

to que es agua (figura 3.1), en este caso la poza de amonio y 

de nitratos (figura 3,6) est¡n elevadas hasta el tiempo=4 horas, 

después de este tiempo la cantidad en porciento de nitratos y 
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de amonio baja,y ~or consecuencia ld actividad de la CDH 

en ambos sentidos también disminuye. 

En la fuente de amonio 2 mM (figura 3.J), la actividad de 

la CDH tanto en sentido amlnativo como desaminatlvo, aumenta 

muy poco con respecto a] controJ que es aqua (fiqura J. l), al 

ver la poza de amonio y la de nitrato (figura 3.7), se ohscr

va que hay muy poco amonio y que la poza de nitratos baja rn 

el tiempo de 4 horas y subr muy poco al t lempo 8 horas. Lo 

anterior ocaciona que la actividad de la CDH-NADH empiece a 

bajar a partir del t~2 horas (figura 3,1). 
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Por ot..ra parte en las figuras: J.l, 3.2, 3.3 y 3.4, es e

vidente que la actlvldad desamlnatlva (GDH-NAD1-) se ve incrP

mentada en mayor proporci6n que la actividad aminativa (GDH

NADH), excepto en el control que es ac¡ua (fi.qura 3,l), esto 

sugiere que existe una requlaciÓn dif Prerwi al rontrP las dos 

actividades es decir bajo Ja misma condición la actividad drs

aminativa (GDH-fl,\D') se comporta diferente il Jc1 aminat.iv,1 

(CDH-MADH). 

Lo anterior puede deberse a lo siqrl!Pnl~e: el sustrato pi!ra 

la GDH-MAD¡. es c¡lu y si observamos lds figuras: 3.9, 3.10, 

3,11 y 3.12: veremos que la poza de cdu es bastante alta en 

todos los casos Pxcepto en Ja fuPntP de amonio (fiquri1 3.11), 

que es casi Igual a la de aqua (flqura 3.9). esto p11ede indi -

car que el sistema produce qlu y esto ocaciona que la activi-

dad de l a G OH- ti'' D 
1 

se a s i e m p r P m [¡ s a 1 ta que la a e t i v .id <l d rl <' L1 

GDH-llADH. 

51 vemos las f.iqur.is: 3.1. 3.2. 3.3 y 3.4; SP ohsr!rVu Pn 

todas ellas que al tiPmpo rlP ii horas la acti.vid,ul de lu GDH 

tanto en sentido ilmi.niltivo como Pll r'1. dcs.:tminativo, prc•sc11l«1 

una cafda h<tslante dr.íst·ica, esto pucrlc dchc.•rsro it que t<Jmbié-11 

h a y un a e~ a f rJ <1 e n J a p o / a de amo n i o a 1 t - lj h oras y a q 11 r.· l il p o

z a de n.it·ratos en todos los <:dsos h<1.i<r t1.I lc4 hora~ y iJl b'; 

horas suhc pero por cfc•hajo dPI 100% y se manli<•ri!! con!;LanLr.· 

( f i q u r ,¡ s : J. 5 , J • 7 y J .. 'l J • 
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Figura 3.10 En ta gr~fica A H mueo1tr1 el o/o pou de amino~cidos para dos utractos~ 
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HOJA 
Fuente d~ 0 /o Actividad de lil ºlo Actividad de la ºlo Actividad de la 0 /o Actividad de la 

ni trr{a'-'nn GOH-NADH GOH-NAO+ GS GOGAT 

H
2
o 1 o o 1 o o 100 100 

NO~ 102.12 713 .12 77,53 192 ,97 
+ 

1 o '2 .se 31~.6b N H<1 99 .08 58.~7 

- + 8 ~ ,23 589 .11 N 03 + NHy 106.3& 12 6 .57 
--·--· -···-~· 

Tabla 3.1 La tabla muestra la variacionen°!ode lcis actividades de las en'Zimas!GDH,GS y 
. - .... 

GOGAT de hoja jen las diferentes fuen11!-s nitr aganadas: N03 '20mM 1 N H "i 2 mM y 
- + . NO + N H 2 O y 2 m M respectivamente, 
3 '1 

RAIZ 
Fuente de o¡,, Actividad de la O/o Actividad de la ºlo Actividad de la 0 /o Actividad de la 

nitrÓQeno GDH-NADH GDH-NAD +- GS GOGAT 

H2o 1 o o 10 o 100 100 

-
N o3 118 .63 9 6 ·6 'I 51/0.87 50 .2 2 

+ 
NH'f 4#8.3& 1 o .S3 2"17 .~ 1 'i 3 .5 o 
- + 

N 0'.-1 + N H 'I 12'1.23 1 1 7 .2 o 1062.51 205.412 

Talola 3. 11 · La tabla muestra la vciriaciÓn en º/o de las~ividades de las enzimas :GOH, GSy GOGAT 

de ra{z¡en las diferentes fuentes nitrogenadas: No; 20mM 1NH:2mMy N~ 20 mM 

+NH; '2mM, 
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extractos ointeriores ¡toc:b esto es de extractos htchos con hojas incubadas en una tuente 
+ 

de N03 20 rnM -t- NHi 2 mM, 
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En la fuente de nitratos 20 mM la poza de nitratos presenta 

una calda al t=8 horas (figura 3.6). 

Por Último, el aumento que se presenta en las pozas de amonio 

puede deberse a un posible envejecimiento del tejido al tiempo 

de 4 horas, por lo que se llevaría a cabo la activaci6n de las 

proteasas; las proteínas se hidrolizarían hasta amino5cldos y 

estos hasta amonio lo cual contribuiría enormemente, junto con 

los factores antes mencionados, a que la actividad de la GDH 
se viera disminuida, pu~s es inhibida por un exceso de amonio 

( 31 ) • 

lll.1.2 Efecto sobre la actividad de la vfa es/GOGAT. 

la es es considerada la enzima responsable para la aslmila

ci&n primaria de amonio en las plantas superiores ( 29, 31, 52), 

esta enzima act~a acoplada con la eoGAT para dicha aslmilaci6n. 

lo anteribr significa que al actuar la GS, se forma el sus

trato sobre el cual actúa la GOGAT; esto se puede ver en las 

~iguientes reacciones: 

gl ti + ----.- gin 

La gln ef uno de los sustratos de la GOGAT al igual que el 

o( KG: 
« KG + gln.---•t 2 glu 

De las gr¡ficas de· las figuras: 3.15 y 3.16, que correspon

den a las fuentes de amonio 2 mM y nitrato + amonio 20 y 2 mM 

respectivamente' se observa que la es se comporta de igual ma

nera en las dos fuentes, mientras que la fuente de nitratos 

~O mM (figura 3.14) presenta un comportamiento muy diferente 

y que es igual al control que es agua (figura 3.13). 

El fen6meno anterior se puede interpretar de Ja siquiente 

nanera: la poza de amonio, en la fuente de nitrato +amonio y 

en la de amonl9, se encuentra bastante elevada principalmente 

en la de nitrato+ amonio (figuras J.7 y 3.8), y esto es por-
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que el ni.Lato está siendo convertido en ilmonio por medio 

de la nitrato y Ja nitrito reductasa (Nll y NlR), ocacionándose 

que los niveles de amonio aumenten y que la activi.dad de la 

GS se incremente• en esta fuente de nitrógeno (nitrato+ amonio). 

Ahora bien si se ve la poza de amonio, de la fuente de ni

trato +amonio (figura 3.8), se observa que aumenta hasta el 

t=4 horas el cua.l es el mismo tiempo en el que se prescntc1 la 

m<lyor actividad de lil GS en la fuente ya mencionada anterior

mente. Después de este tiempo, al t=8 horas la actlvidild de la 

GS empieza a bajar al igual que la poza de amonio (figura 3.16). 

Como se ha mencionado anteriormente la GS es Ja enzima que 

actGa principalmente en la asimilación de amonio, en la fuente 

ele amonio y de nitrato 1 amonio, esto indica quc Ja GS es ac

tivd en presencia de amonio. Lo anterior coincide con lo re

portddo en estudios sobre otros sistemas ( 24 ). en los cuales 

la actividad de la GS se incrementa en prcsencia de amonio. 

En el caso de la fuente de nitrato 20 mM (figura 3.14), en 

la que la GOGAT presenta una mayor actividad. se observa que 

su poza de amonio (figura 3.6) al tiempo de 4 horas, muestra 

un incremento de amonio, eJ c1Jal coincide> con un lioero aumen

to en la actividad de la GS y además con un marcado incremento 

P n 1 il actividad de la G OG r\ T. 

Lo anterior implica dos cosas: a) la GS es dependiente de 

amoni.o y illlmPnta cuando los niveles de este suben; b) el pro

ducto rle L.1 acc-ión de la GOG1\T es qlu, el cual a su vez es 

l'l sustrato para la GS y si observamos la figura 3.14 vere-

mos que· di tiempo dc 4 horas, es cuando l il GOGAT presenta su 

m.1yor ac tiv i rlad, produc i P ndo ql u el cual a su vez es el sus-

t r,1 t·o para Ja GS, de Jo anterior y de Ja fi.qura J.14 se ex-

pi ica el nlilrcado incremento que sufre en su activ.idad la GS a 
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las 8 horas; form.ándose de esta m,rnera el cicJ.o GS/GOGAT. 

Como se ha visto a trav~s de los resultados anteriores la 

v{a de asimilaci6n del amonio a trav~s de la v{a GS/GOGAT es 

compleja, y su complejidad consiste en un acoplamiento de am

bas enzimas, esto es que su funcionamlento se basa en acum11-

1 abl6n de sustrato ya sea para la es o para la GOGAT; como se 

ha mencionado anteriormente la es produre ql n c·l. cual es sus

trato para la GOeAT lu cual a su vez produce glu el cual es 

sustrato para la GS formandose asf el ciclo GS/eOGAT. 

III.2 EFECTO DE LA FUEllTE NITHOGEN1\DA EN LA ACTIVJDl\D DE GS, 

GDH Y eOGAT Etl PLAtlTAS DE CATHARAMTHUS ROSEUS L. 

III.2.l Efecto sobre Ja actividad de Ja GDH. 
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Se llev6 a cabo un estudio comparativo entre hojas y rafees 

de C. roscus, df'l comport.amiPnto ele la GDH, GS y eOGAT en dife

rentes fuentes nitroqenadas, en las tablas 3.I y 3.II se obser

van estas comparaciones, 

Como se puede ver en las tablas 3,I y J.II, la actividad de 

la GDH aminativa (GDH-llADHl en hojas no sufre modificación en 

ningunil de las fuentes nitrogenadas, ya que los pocos incre-

mentos que se observan en la fuente de nitrato 20 mM y en la 

de nitrato + amonio (20 y 2 mil), se pueden considrrar no slq

ni flcativos. 

En rafz sucrde torio lo contrc1r.io, ya qur. la actividad dr 

la GDH-NADH si se ve modificada por las diferentes fuentes ni

trogenadas, la mayor actividad de la GDH-NADH en ra!z se pre

senta en la fuente de nitrato + amonio 20 y 2 mM rcspcr.tivil-

mentc. 
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Los reul tcJdos anteriores, los cuaJ es muestran una predomi

nancia de la GDH-NADH en ra!z, sugieren quA este Órgano es el 

principal slLio de asimilación de amonio en plántulas de C. ro-

seus. 

Por otra parte Ja actividad de la GDH-NAD+ s! presenta mo

dificaciones tanto en hoja como en ralz, los mayores porclen

tos de actividad de la GDH desaminativa los presenta la fuen

te de nitrato+ aman.lo (20 y 2 mM), en hoja y en rafz, pre-

sentándose en rafz Ja acti.vidad más alta: este incremenLu en 

la actividad de la GDH-NAD+ indica que el contenido de glu 

es bastante alto ya que este es el sustrato de la GDH-NAD+, 

este contenido es alto tanto en hoja como en raíz en la fuen

te de nitrato + amonio. 

En la fuente de amonio 2 mM, la actividad de la GDH-NAD+ 

en ra!z (tabJa 3.II), baja con respecto al control que es agua 

esto se debe a que el amonio a esta concentración (2mM) inhi

be fuertemente la actividad desaminativa indicando la posibi

lidad de que este iÓn a muy bajas concentraciones sea trans

portado por el xilema hasta la hoja y es por esto que en ho

ja se observa un incremento en la actividad de la GDH-NAD+, 

Estos resultados coinciden con otros reportados por Loyo

la ( 31 ). 

Por lÍltimo al comparar la actividad tanto de la GDH amina

tiva (CDH-MADH) como de la GDH desaminativa (CDH-NAD+), se 

observa (tablas 3.1 y 3.II) que no se comportan de igual ma

nera, esto sugiere que existe una regulación diferencial en

tre lcJs dos actividades es decir bajo la misma condición la 

actividad desaminatJva (GDH-NAD+) se comporta diferente a la 

aminativa (GDH-NADHl. 
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Al comparar los resultados entre las hojas y rafees, se ob

serva (tablas 3. I y 3.II l que la es y la eoeAT no se comportan 

de manera similar en ninguna de las fuentes nitrogenadas, mien

tras que las mayores actividades de es se presentan en rafz, 

en hoja la actividad de la es baJa mucho con respecto al con-

trol que es agua. 

En la fuente de nitratos 20 mM, la actividad de la es en 

hoja es baja con respecto al control (agua), esto suc¡icre que 

el nitrato es asimilado en la raíz, en donde la actividad de la 

es es muy elevada lo que sugiere a su vez que qJ.n es la forma 

de transporte del nitrógeno en Catharanthus roseus, ya que a su 

vez la actividad de la eoeAT se encuentra muy baja en rafz y 

elevada en hoja, en donde estar{d convirtiendo qln en qlu para 

los procesos de biosf ntesis de aminoácidos. 

Como se ve en las tablas 3.I y 3.JI, en Ja fuente de amonio 

2 mH y en la de nitrato + amonio 20 y 2 mM respectivamente, se 

observa que Ja actividad de la es en hojas bajo con respecto 

al control (agua), estos resultados 'de inhibición de la es por 

amonio en hojas sugieren que el amonio que no alcanza a ser a

similado en raíz puede ser transportado a trav~s drJ xllema 

hasta las hojas, este amonio es el responsable de la inhibición 

de la GS. Lo que podría suceder en realidad es que el amonio 

disminuyera la disponibiJ idad de~ 1\TP para e.I funcionam.iento dr 

la es, por dC'sacoplamlento dp j d fot.ofosforil ación ( 31 ). 

La gln formuda por la es 1•n ra{z, no .incrcm('nt:.i L1 act.ividad 

de la eOGAT-llADH en 
, 

ra i z , ya que es t.a ql u tami na es tra nul ocada 

al dlema y Jl evada a las hojas en donde por medio de la COeJ\T

Fd es transformuda en qlut5mico. 

Si b.icn el comportamiento dí' .1 as en1lma:; v<1rL1 1111 pono de

pendiendo de la fuente nltroqeniHlil, el modPlo propuesto C'n la 

fic¡ur<1 3.17, explica el comport:.imicnt:o <'ll t·orJas rdJ.is y 5tH¡icrc!: 
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'·ros •us. 



67 

a) el nitrógeno inorgánico es asimilado en raíz y se transpor

ta como gln a las hojas b) la v{a de asJmllaclÓn de dicho 

ni trÓc¡eno es la GS/GOGAT. 

III.J EFECTO DE LA FUENTE NITROGENADA EN EL CONTENIDO DE 

ALCALOIDES. 

Se germinaron semillas de f· roseus en tierra, se mantuvie

ron en condiciones de temperatura y humedad constante, a los 5 

meses las plantas fueron regadas con las diferentes fuentes ni

trogenadas durante un mes más. Al término de este plazo se cor

taron las hojas en las cuales se determinó alcaloides totales 

teniendo como control plantas regadas con agua solamente. 

El rendimiento en porciento comparado con el control, se 

puede observar en la tabla J.III. 

Al observar las plantas en su aspecto físico, se vió que en 

la fuente de nitratos 20 mM, las plantas crecieron más que en 

amonio 2 mM y que en nitrato+ amonio (20 y 2 mM), estas dos 

Gltimas presentaron un crecimiento similar entre si pero mayor 

en comparación al control que fue agua. 

Las plantas de la fuente de nitratos median aproximadamen

te 35-40 cm; las de la fuente de amonio y de nitratos + amonio 

medían de 25-30 cm y las plantas control {agua) medfan de 20-

2 5 cm. 

Al hacer la extracción de los alcaloides y la cuantifica-

ción total, se vió que en la fuente de nitratos 20 mM era don

de se presentaba el mayor contenido de alcaloides, seguido de 

la fuente de amonio 2 mM. 

Este alto contenido de alcaloides en la fuente de nitratos 

se puede deber a Jo siguiente: 

el nitrato esta siendo asimilado en raíz por medio de la GS, 

esta a su vez da como producto glutamina (gJn), c~st:a c¡ln Uenc 



Fu•nt• de , 
ni t roga'\o 

Alcaloides 
totales (g > Rendimiento en °/o 

T + NH 11 

o. '2 
o .. 91 

o • 3 5 

100 

56 .Lj 5 

Tabla 3.111 En la tabla u mu6tra la variacion en º/o d~I 

contenido de alcaloides dt S.·tQ..~ con rQspecto a la fuente 
, - .,. - + 

de nitrogeno:N03 20mM' N ..... 2mM y N03 20mM + NH'i 2mM 1te -

niendo H2o como blanco. 

·' La cantidad de hojas con la que s• ll 1vo a cabo la •xtracc1on de 

alc:aloides, fue de 8 g en todos los casos • 
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un grupo amldo el cual va a formar parte del anillo ind6li

co del triptofano, el cual es el precursor para la slntesis de 

alcaloides de c. roseus. 

En la fuente de nitratos + amonio el contenido de alcaloi

des est5 muy por debajo del control (agua), esto se puede de

ber a que hay amonio en exceso y esto tal vez inhibe de algu

na manera la sfntesls de alcaloides. 

Todos estos resultados, no son más que el inicio de una se

rie de experimentos a seguir con otras fuentes nitrogenadas 

a otras concentraclones; además de estudiar también todas las 

enzimas que intervienen en la biosfntesl~ de estos alcaloides 

principalmente la triptof ano sintetasa de la cual se conoce 

muy poco y que tal vez pueda darnos más informaci&n sobre la 

biosfntesis de los alcaloides mencionados, ya que puede estar 

j~gando un papel clave en dicha bios!ntesis. 



IV e o N e L u s I o N E s 

En base a los objetivos de este trabajo, las conclusiones 

son: 

· l.- La fuente de nitrógeno influye notablemente e~ el meta

bolismo nitrogenado de Catharanthus roseus, observándo

se que la v!a de asimilacifn del nitrógeno inorgánico 

en esta planta es la GS/GOGAT. 

2.- El nitrÓqeno inorgánico es asimilado en rafz y se trans

porta como gln a las hojas. 

3.- La fuente de nitrógeno presenta un efecto notorio en el 

contenido de alcaloides, presentándose el mayor con~eni

do en la fuente de nitratos 20 mH. 

70 
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