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1NTRODUCC10N. 

Las plantan, debido a su imposibilidad de movimiento, tienen 

una roeerva limitada do nitr62eno disponible para su desarrollo ~ 

creci.mi.ento, Si e eete hecho a2re~amoe que se ven continuamente 

sometidas a condicionee desfavorables en su medio ambiente, 

entonces ea de esperarse que aquellas Plantas que 1•eeietan me.;101• 

estas condiciones v se adapten con mayor rapidez a loa cambios 

puedan sobrevivir. 

Aún cuando en la m~oria de laa Planteo la via prioritaria 

de ae1milac16n de amonio ea el ciclo GS/GOGAT, se ha encontrado 

que la GDH puede aster funcionando bajo ciertas condiciones como 

son diferentes ruantes de nitr62eno, estrés de scua, etc. (Decana 

Hirel, 

19Sb1 LoVola-varcae V S6nchez de Jiménez, 19Sb~ Oake v 

1985). Tarnbi.én ae ha observado en varios aiatemas que 

direrentea tipoa de eatrée inducen cambios en el metabolismo de 

loa azOcaraa, loa cuales implican a eu vez cambios de una via 

metabólica a otra (Levitt, 1980), 

Por otra parte, durante el estrés ac acumulan direrentea 

compuoatoe nitrocenadoe como eon aminoAeidoe, salea cuaternariee 

de amonio, alcalo~doa, etc,, cuvae funciones aún eatAn en 

controversia (Stewart v Larher, 1980). Ea un hecho que el 

n1tr62eno proveniente de Proceeoe de tipo hidrol1t1co no lleca a 

cubrir ea ta demanda, por lo que ee necesario que havo una 

aeim11ac16n 4e llQll.Q de este elemento. La vía de aeimilac16n de 

amonio que esté f'uncionendo durante el oetré11 debe1•ll tener 

caracterieticaa oepecielee y no probable que1 al la v1a de 

aaimilac16n sea dif'eronte de la empleAde en conaie1oneo normalao 
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ó b) Que laa enzimas sean de aleuna eorma djetintaa de aqu6llaa 

en plantan no e•treaadaa. 

En el presente trabajo, ee estudiaron el comportamlento y 

aleunaa caractor1sticas de laa anzimao involucradas en la 

asimilación de amonio en plantas de maiz y k..... enetrorm1a 

aometidae, tanto a estrés de •KU• como de salinidad. 
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AMTECEDENTES. 

l. Dar1nic16n de estrés. 

El estrés se datine como cualquier cambio en las condiciones 

del medio ambiente qua pudieran reducir o modiricar de manera 

adversa el crecimiento, desarrollo o tuncionamiento de la planta. 

si este cambio ea oueicientementc aevoro. 

permanente o hasta la muerte. 

da lUcar a un dano 

2. Resistencia al eetr6a. 

A la habilidad de una Planta para sobrevivir en presencia 

de eate cambio dearavorable v aan crecer. ae le denomina 

resistencia al estrés. Por lo menos ae han descrito dos tiPOs 

prinoiPalea1 la reaiatencia el6atioa, que ea la medida de la 

habilidad de una Planta para reducir o prevenir loe cambios 

reversibles {quimicoa o riaicoa) cuando eat& expuesta a un eetr6a 

eapaairioo ~ la resistencia pl6at1ca. que ea aquélla que presenta 

un orcaniemo para reducir o prevenir cambios de tipo 

irreversible. 

Debe tenerse en cuenta que aún cuando loa cambios el6et1coe 

eon reveroiblea. éatoo pueden llecar a eer irreversibles {dano 

plAatico) ai la condición dee~avorable eet6 presente durante un 

tiempo proloncado. 

cuando un eatréo eepeoi~ico actOa sobre una Planta, 

dar oriean a leaionee de direrenceu maneras~ 

puede 

1, Puede producir un cambio directo m6e allA del limite 
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2. 

eléetico do la Planta v por tanto, un cambio plástico Que 

induzca una lesión, Esta seria una lesi6n directa del estrés 

en cuestión, que puede :reconocerse ~or 14 rspidoz de su 

apar:1ci6n. 

Al inducirse un cambio elástico que es reversible, v en si 

no danino, pero que si se mantiene durante un tiempo lar.11:0 

puede dar lu.11:a1• a un caznbio pl.Astico .indirecto, el cual 

conduc:iré a la aparic16n de lesiones o en dltima inatanc.:La a 

la muerte de la pl.anta. Esta es una lesión .indirecta del 

estrés, que se caracteriza por l.& la:r.11:a aKpoaici6n al eetréa 

antes de que se produzca la lesión, v 

cuando un cat:rée puede danar a la planta, 

sino al dar orieen a un se.11:undo estrés. 

denomina ieei6n sscunaa:r.:La del estrés, 

no por él 1niamo, 

A este dafto se le 

3, Cl.aairicac16n del estrés. 

El eatréa &Jnbiental se ha diV.:Ldido en dos .11:randee .11:rupoa: el. 

eetr6e b16t1co v el estrés risicoqu.:Lmico, 

muestra como ee han claei~icado J.oe diversos tipos de estréa que 

ea han estudiado. Dentro del estrés rie.:Lcoquimico se encu•ntran 4 

sub~rupoe Principales v uno en el. cual ae han conjuqtado a 

aqu6l.l.os que no entran en loe otroe eubKrupoa (Levitt, 1980), 

En loe tipos de estr6a marca~oe con aster.:Laco {*) se han 

encontrado ~os mecanismos de resistencia: evitar el eat:r6a o su 

toleranc.:La. ~n ~1 p:r.:Lmer caso, se evita lleeor al eQuilibrio 

termodinlunico con ol oet:t•éa. 

es capaz de excluir al estrés, 

La planta que posee oete mecanismo 

ya sea parcial o total.mente, 



BIOTICO 
(Infecci6n o competencia 
con otros organismos) 

TEMPERATURA 

Baja 
(frío) 

•Alta 
(calor) 

*Enfriamiento •congelamiento 
lento 

ESTRES AMBIENTAL 

RADIACION 

•Excleso 
(inundaci6n) 

FISICOQUIMICO 

QUIMICO 

1 
o 

Iones, 
Gases, 

Herbicidas, 
etc. 

IR Visible •uv •Ionizante 
Cx-,r-) 

Figura l. Diferentes tipos de estr6~ nmbient~l. 

VIE TO, 
PRES ION, 
SONIDO, 
MAGNETICO, 
ELECTRICO, 
etc. 



medio de una barrera r1e1ca (un compuesto qu1m1co o una barrera 

matab6l.1ca.) que lo aisle o por exclueJ.6n del cotado eetaclonerio. 

Al ovJ.tar el. eetr6o oo evite en coneecuencte el posible dano. 

La tolerancia ea l.a habilidad de la planta para que aun 

cuando ae eetablezca el equilibrio con ol eetrée, no ee presente 

ninK6n Perjuicio en el.l.a. La planta ea por tanto capaz de 

provenir, dieminuir o reparar el dano inducido por el eetréa, El 

evitar el eatr6a ea una adaptaci6n m6e avanzada, evol.utivamente 

hablando, que la tolerancia1 va que en el. primer caao ee ha 

desarrollado un mecanismo que evita el. equil.ibrio v lo reempl.aza 

por el. •atado estacionario, en el. cual la pl.anta no a610 

aobrevive aino metaboliza, ae deaarrol.l.a V compl.eta au ciclo de 

vida. La tolerancia a6l.o l.e permite sobrevivir haata que el 

eatréa deaaparece v entoncea, reinicia su metaboliiemo, 

oreoimiento v desarrollo normal.ea. 

~. Eatréa de aKUa. 

El. eatréa de &KU& puede producirse por una insuriciente o 

exceaiva actividad de a~ua en el. medio ambiente de l.a planta. En 

l.a naturaleza. el primer caao ea el reaul.tado de un déricit de 

BKUB, la aequia, ~ e• por tanto denominado oatr6a por d6tic1t de 

6 acortAndo1o, eJ.mpl.emente estrés de &Kua. cuando una 

planta e• sometida a una pérdida de aKua por evaporaciOn 

artiricialmente inducida, ee dice que el"JtA. eometidtt. a un eetr6e 

por desecación. Heiao (1973) propuso c;i.ue cate término ae use 

solamente cuando so ha.Ya ~ardido ei 50~ 6 mAe de &KUB do la 

planta. El eatr6e osmótico ee der1nn como aquftl capaz de inducir 
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una pé1•d1d& de aicua en f!l estat:io l.1quido. 

En t&nto que la planta ev1te el equ1.libr1o con eu med1o 

ambiente, 

sobrevivir. 

no hBY 11m1te al estrée de aicua al que pueda 

Sin embarico, existe un limite derinido para la 

80bt-evivenc1a del darto por deshid1•ataci6n. Se ha establec1do una 

división de los erectos del estrés de aicua en 3 nivelee1 (l) 

leve. dado por una baja de varios bare en el potencial de aicua de 

la célula o hasta B-10% de deah1drataci6n bajo el punto de 

saturac16n del tejido1 (2) moder'ado, t:ie -12 a -15 bars o de 10-

20% de deshidratación v (3) severo, mAs de -15 bara, Laa 

deshidrataciones leves v moderadas ocurren dentro de la zona de 

turcor da la célula, mientras que las severas son aquéllas que 

ocut-t-en dentro de la zona de r1acideE. 

En la ricura 2 se reaumen loe erectos de la deah1drataci6n 

inducida por ol eatrée de aeua. Estos erectos son, ....., ..... 
eléaticoa y reversibles. La "6nica" lea16n aerl.a la baja 

productividad. Si se mantiene por un tiempo critico o es 

suricientemente severa por un corta tiempo, la deehidr&tac1.6n 

reversible da lu~ar a lesiones verdaderae del tipo directo, 

indirecto v aecundar.10. He.Y 6 diret-entea clases de leaionea1 

inhibición del crecimiento, inanici6n, acumulaci6n do toxinas, 

lesiones bioQUl.micaa, salida de iones ~ dericiencia nutricional; 

sus relaciones con las posib1es causae se describen en la ri~ura 

3, 

5. ~atrés por sales de aod1o. 

Sólo ai ia concentración de saLes os euticidntemento alta 
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ESTRES DE AGUA 

1 
DESllIDRATACION 

1 

zona Je turgor 

1 

Zona Je flacidez 
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Fotosíntesis 
disminuída 

Figura Z. 

1 

1 
Desarrollo 

1 

Resistencia 
aumentada 
del 
mes6filo 

1 

1 
Aumento 

1 
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espacio mctab61icos 
intracelular j 
~'--~~ 1 

Fotosíntesis 
y rcspiraci6n 
disminuídas 

1 
de 
conccntraci6n 

Dismi~uci6n l 
Aum nto en 
respiraci6n 

Aumento en 
rcspiraci6n 

Efectos de la deshidratación, inducido por estrés de 
ngun sobre el crecimiento, la fotosíntesis y la res· 
piraci6n. 

1 
Disminuci6n 
de la 
difusi6n y 
flujos 
metab6licos 

Disminuci6n 
de la 
rcspiraci6n 
y fotosínte· 
sis 



AGUA ESTRES¡°E 

DESHIDRATACION 

Lesi6n primaria 

Disminuci6n 
de turgor 

Disminuci6n 
del espacio 
intercelular 

Inhibici6n del 
crecimiento• 

Cierre de 
csto¡as 

Inanici6n* 

Alteraciones 
mctab6licas 

Cambios 
cnz imá tices 

Lcsi6n secundaria 

Disminlci6n de la 
toma de iones 

Dcficilncia nutricional* 

Ruptura de la capa 
lipídica en la membrana 

1 
Forma hexagonal 

ExtruJi6n de las proteí~as 
de membranas 

1 
Flujo de iones* 

LESION DIRECTA 
Aumento de 
actividad 

Disminuci6n de 
actividad ----Enzimas glucolíticas 

o de la vía de pento 
sas fosfato -

1 
Aumento en respiraci6n 

ARNasa 
1 

Dcgradnci6n 
proteínas 

1 
Acumulaci6n 
toxinas• 

de 

de 

LESION INDIRECTA 

Lesiones bioquímicas• 

lnsuficiJncia de 
ácidos nuclcícos, 
hormonas, etc. 

Figura 3. Los seis tipos diferentes de lesiones inducidas 
por el estrés de agua y sus relaciones con las 
posibles causas. 



para disminuir el. potencial. de aKua de manera importante, 

entonces se l.e denom1narA estrés aal.1no. Si no disminuye al. 

potencial. de aKua, ea h&bl.a entonces de un estrés 16n1co. 

Bernste1n (l.96n} claa1t1c6 loa otectos de la salinidad en 

osmóticos, nutricionsles y tóxicos. En l.a terminoloKia empleada 

en el estudio del estrés, loe primeros son de tipo secundario. 

mientras que el O.l.timo oa una lesión primaria ocaa.ionada por ~a 

aal. 

El estrés osmótico ea oricina al adicionar sal al &Kua por 

lo que dieminuva al. Potencial. oam6tico1 por esto ae dice que el 

eatréa aeltno expone a l.a Planta a un estrés osm6tico secundario 

o estrés tiaiolócico de aequ!a. 

El eatréa nutricional debido a l.a aalinización puede 

expl.icarae en baee a una supresión do la abeorc16n da nutrientes 

por l.a toma de cl.oruro do sodio en competencia con loa iones 

nutritivos o inclusive a una inversión en el tl.ujo del ecua. 

Los etectoe metabólicoa del eatréa salino en l.aa plantas se 

muestran en la t1Kura n. 

6, Metabolismo nitrocenado. 

Tanto el nitreto como el n1tr6~eno R~moArérieo, doA dP. laA 

pr1ncipa1ea ruantes de nitró~eno 1nór~an1co d~aponible para 1aP 

Plantas, deben reduc1ree hasta amonio antas de que este elemento 

ee incorpore a la materia orcAnioa. Puesto que los am1noAc1doa, 

~a sea libres o unidoe en prote~nas, aon la torma prodom1nante de 
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Estrés 
Osmótico 
(de agua) 

1 
l.csi6n por 
deshidratación 

1 
Pérdida de 
turgor 

Inhibición del 
crecimiento 

ESTRES SALINO 

ESTRES SECUNDARIO ESTRES PRIMARIO 

Estrés por 
deficiencia 
nutricional 

Otros efectos 
de la deshidratación 

Indirecto 
(lesiones 
metabólicas) 

1 
Aumento en la fuerza 
de enlaces hidrof6bicos 
y disminución en las 
interacciones electros~ 
táticas de las proteínas 

1 
Activación o inhibición 
de enzimas 

1 
Alteraciones de todos 
los procesos metabólicos 

Directo 
(lesi6n en 
membranas) 

1 
Cambios en la 
permeabilidad 
y t ransportc 

Flu1 de iones 

Figura 4. Posibles tipos de lesiones producidas por estrés por 
sales de sodio, 



N orcAnico ee considera que ol producto principal da la 

aeim1lac16n del N en ol crupo e.mino. 

Antes de 1970 ee coneideraba Que la ruta principal de 

entrada del n1tr6~eno era la via de 1a clute.mato deshidrocenasa 

(GDH: EC 1.4.1.4). Esta enzim& no a6lo esté distribuido 

universalmente el.no que tambl.~n es un mecaniemo muy activo para 

la rormoc16n de N a-amino a partir del 16n amonio. 

NA~(P) 

a-cetoelutarato • NH! --------------• elutomato 

Lo otra candidata probabl.e para realizar esta runción, en 

base a su amplia diptribuci6n y au eran actividad es la ~lutamino 

aintetaea (GS: EC 6.3.1.z} pero aan cuando habia rormaci6n répida 

da clutamina en loe tejidos donde Be asimilaba amonio. no Be 

conocia el mecanismo por el que el N amida rormado durante la 

asimilac16n pudiera tranereroireo a l.a POBición u -amino de los 

~inoAcidos. Sin embarco, Tempeot At. .4i. (1970) deBcribieron una 

enzima, la elutamina Bintaea, la cual podia catalizar la reacción 

antes mencionada. 

Ooueall encontró una clutamato Bintaaa dependiente 

de HAO(P}H en tejidoB no rotoeintético•• CEC 1.4.1.13) y Lea y 

Mif'J..in an el mismo ano describieron otroa dependiente Oe 

raroredoxina en hojaa verdea (EC 1.4.7.1). Una coractcr1s~1co 

el.ave de aeta via ea au natura1aza ciclica en la que el ~lutamato 

actüa como acaptor y como producto da ia asimilación de amonio 

Cr.icura 5). 
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... ~¡tlutam1n•x ,, -c•t:oic1ut:arato 

1 ADP 2 P'd, .... /HAD(P)H 
ATP 

&lutamato &lutamato 

Figura 5. El ciclo GS/GOGAT. 1. &lutamino aintetaaa1 2, &lutamato 
aintaaa, 

7, Eatr6s v motaboliamo nitroicenado. 

7.1 Fijación de nitró&eno. 

Se aabe que la ~1jac16n de nitr6sano es un procoao mAa 

aanaible al eatr6s qua la toma de nitrato (Habiah y Mahdi, 1976). 

El eatréa de ••linidad diam1nuv6 notablemente la actividad de 

que en Hod1Q•gp ~ era caP•E de reaiatir haata un aatr6a 

moderado (80 meq i- 1 NaCl) (Abdel Wahab v Zahran, 1981), Se ha 

observado diam1nuc16n de la ~ijac16n de nitróceno, ueando la 

técn1.ca de reducc.16n de acet:il.eno, en Tr1tal'11m ~ C Aparicio-

Tejo .11..1. AJ., 1973) V en 111p1nuo •rbQCft"6 

(Sprent, 1973). 

En cuanto al metaboliamo nitrocenado on los nódulos de ll.1JtnA 

rod1 A'f;Q, hav un incremento en la actividad de GDH cuando son 

eometidoe a un estrés severo de aeua. Ln nctividod de la GS 

diaminu~e en loe caeos de eetrée moderado y severo de acua CKaur 
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SU ~J.. 1985), En Med1~ago ~solamente la actividad de OOGAT­

NADH se •1e inhibida durante la aequia )1 se propone que el ciclo 

GS/GOGAT esté ~uncionando en loa nódulos del control v en 

aquéllos que recibieron un eetréa leve de aa;ua y que a medida que 

el oetréa pro&reeaba se producía un desacoplamiento en ente cielo 

(Decana~ .4.l., 1984), 

7,2 l'titl•ato reductasa. 

Una de las enzimas que ha sido estudiada con m~or amplitud 

ea la nitrato reductaaa (NR; ac 1.6,6.l) ya que ea el pa•o 

limitante en la aaim1lac16n de nitrato en condiciones de 

crecimiento adversas. 

Generalmente, la actividad de la NR se reduce de manera 

considerable en plantas sometidas a eatr6a CSinha v Nicholaa, 

1981). Beta dieminución puede ser un mecanismo rea;ulatorio, oue 

ha evolucionado con loa cambice selectivos de conservación de 

eno:ra:ia 

alterada. 

cuando la ~otoeinteeia se encuentra disminuida o 

La reg;ulac16n de esta enzima, o de cualquier ot:ra, 

podria eetar dada por mecaniemos de inactivaci6n/activaci6n, 

inhibición •• 1a sinteeis, decradac16n o cambio en l• 

eepeci~icidad, Puesto que 1a actividad enEim•tica no ao pierde 

por completo ~ además oe eabe que puede presentar reculaci6n por 

inactivación, se puede concluir que el control a travée de la 

inhibición de la einteeia v decradaci6n no ea e1 único mecanismo 

operante. 

Debido a que la acumulación do prolina ea uno de loe cambios 

m•s pronunciacoo en el metabolismo nitrog;enado de plantas 
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sometidas a estrés, se ha detet•mine.do que puede existir una 

relación entre esta acumulac16n y l.a reducci6n de lo pérd1da de 

actividad de l.a NR. Sinha Y RajaKOPal (1975) su~icren que l.a 

prolina podr!a 11 proteeor" a l.a NR do cebada y trieo de la 

inactivación durante ol estrés. 

7.3 Acumulación de compuestos nitrozonadoa y su relación con las 

enzimas involucradas en la asimilación de amonio. 

una do las respuestas mAs aeneralizada de las plantas ante 

direrentea tipos de estr~s es la acumulsc16n de compuestos 

nitrozenados, entre loe cuales destacan prolina v betaina 

(Stowart v La~her, 1980). Se na eonalado que esta acumulac16n 

podria tener varios propósitos, se sueiero que puedan actuar: a) 

en el mecanismo do oemorreeu1ación1 b) como compuestos de reserva 

de enore~o Y de carbono Y nitr6eeno reducidos, Y c) como 

eBtabilizadoroe de actividades enzi.mAtices .in1portanteu pera lo 

eobravivencia de la rlanta. 

Los emin0Acidoe1 alicina, alanina y prolin4 ~ la am.ina, 

betai.na, no ti.enen c&r5"as e pH riaiolóKico y tienen poco ef'ecto 

sobre la estructura del BKU&. Se acumulan como so.lutos 

compatibles, ioa cual.ea deben tener iaa BiKuientes 

caracteri.eticaa: 1) deben ser muy eolubles, por l.o c;iue se 

t'avorectt que sean de bajo peso molecular, 2J no tienen cat>Kn neta 

a PH neutro y 3) deben eer retenidos por la membrana rlaemétice 

de la c6lul.a contl'a un eradiante elevado de concentración. 

Uno de loB pe.pelt-11 motabó.licos que ec he.n BU5"er1do paro le 

prolJ.na Y la beta1na os servir como po:!a paro el n1tr65"eno de loo 

Ji 



compuestos nitl'o1tensdos de1•1.vados de la pél'dida neta do pl'Oteina 

(Sav1tska,ya, 1976). L.a s1ntes1a de pl'oteina se inhibe 

inmed1atamente pol' el eatrée de a2ua1 sin embar20 el proceso de 

prote6lia1s no lo ostlt. e inclusive esté aumentado (Levitt, 1980). 

AunQue la toma de nitr61teno del medio ambiente esté disminuida 

como consecuencia del eetl'éa, al i1tual que la actividad de 

&1~unas enzimas, e1 I>esultado ea la acumulación de compuestos 

nitro2enadoa ao1ublea de l'Blativamanto bajo paso moleculal'. Ea 

POI' esto QUe Pal'& lleVal' a cabo la eintesis de estos compuestos 

se reQUiere de la aaimilac16n .d..c na.!LCI: de amonio Y en consecuencia 

la inteI>venci6n de enzimas como la 1tlutamato deahidro2enaaa (QDH) 

y el ciclo clutamino sintetaaa/clutamato sintaea {QS/QOOAT). las 

cuales son laa visa m6a impol'tantea Pal'a que se lleve a cabo este 

proceso. Sin emb&l'ltO, aon pocos loe I>eportes que describan como 

atectan a estas enzimas loa d1rerantea tipos de estrés, 

Se ha observado quu la GDH aumenta eu actiVidad en 

Penn1 aotum emer1 Cºº"m 

(Bottac1n .a..t .a.l. 19851 

l!..1JtnA t=ftd1Ate y pbnBcpl11n yu>sor'" 

~aKer Y Mevar, 1977: Kaur tU. 4.J., 1985), 

mientI>as que dieminuve notablemente en liau.m ª"ttyum y Zc.a. mm 

(Rakova .11.t .a.lo 1978). La act:lvidad do la as ao estimula en 

Plantas I>es:lstentea a sal:ln:ldad de J?..1.A.um º"'li'Y"M y z.e.a. m..11JU1 y la 

halorJta ~ mar1~1mo y ea observa diam1nuc:l6n en ~ 

rodioto (Boucaud y Billal'd, 1981: .RakoY& es_ &J., 1978), 
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H.tPOTl!:SJ:S, 

Durante el estré~ la toma de nitró~eno de medio ambiente ea 

reduce v exiete una Pérdida nota de proteina; ein embara:o, •• 
presenta una acumulación de compuestos nitroa:enadoa como la 

prolina v la ~licinabetina, por lo QUO se au~iero QUe para llevar 

• cabo la einteais de eatos metabolitoa debo haber una 

aaimilaci6n '1A W2.!a2. de amonio en la que intervendrán una o embaa 

viaa de asimilación (GDH o el ciclo GS/GOGAT). Si a6lo runciona 

una de ollas, entonces éeta deberá poseer caracteristicas QUe lo 

permitan runcionar bajo condicionee do estr6e. Por lo tanto la 

preKunta central ear ¿Cómo ae ven aroctadas laa doa viae do 

aaimilaci6n de amonio (GDH Y ol ciclo GS/GOGAT) en plantas que 

nan sido eomotidaa a eatr6e~. 

Uno de loa objetivos de este trabajo ea determinar si 

existan diraronciaa on el comportamiento do eatae enzimaa entre 

una planta C.., ~ maJi!B. .L...... y una e,.,, Conoyo1to enn1egrmto, 

En el primer articulo, ae eetudiaron: l) la actividad do las 

de lea enzimaa GDH y GS en extractos de plantas de maiz sometidas 

a eetr6s de a~ua o de saiinidad; 2) loa patrones iaoenzimAticoa 

oe GDH par8 lee pl.!!ntee eontrol y ln!J ee'!"rer-11dae :r J) ln 

reapueata al. estrés 1..n v.1.J:.l:!.Q de las enzimas Provenientea de una 

planta sometida a estrés in ~o¿g en compBraci6n con aQUé1lae de 

una Planta control. 

En el ae~undo articu1o. ee ei~u16 l.a misma eatrato~ia para 

Conovo 11 o e.na..i...f..gJ:!llli.8.o 



En el tercet>o. utilizando el a1ei:c:na ae astt>és ,ln v1tt>O, ae 

eat:udiat>on ala:unas C&t>&Cter.1at1cae de GUH .v oJS en extractos '3e 

pJ.antae de maiz. 



OBJETivos. 

1. Determinar los cambios que se produzcan en las actividades de 

las enzimas ae las vias GDH v GS/GOGAT, en Plantee de me1z ~ 

de Canpyelia enn1Cprm19 que serén sometidas a estrés de 

oequia o salinidad •. 

2. Determinar v cuantiricar si hay acumu1aci6n de prolina en loa 

tejidos da olantas astreeaaae y nu relación ccn l• 

conservación de actividades enz1méticaa. 

3, Determinar loa ostrones electrororéticoe de las iaoenzimas o 

conr6rmeroa de la GDH, tanto en plantas control como en 

aquéllas sometidas a eatréa. 

4. Determinar 1a respuesta de las enzimaa GDH v GS en extractos 

de plantas sometidas a estrés cuando son sometidas a un 

BBKUndo choque osm6t1co con polietilen-Klico1 J.n ~ v la 

acc16n que tendrion prolina v 

aiotemaa. 
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MODELOS EXPERIMENTALES. 

So utiJ.izal"on dos model.os uxper1mental.ee: 

eneiformig L. (OC), una pl.an"Ca c., y una e,.. 

respectivamen"Ce. 

Lan plan'Cas c.,. 1,1 c., difieren entre al en l.a natural.e:;:;a dt!l 

compuesto que ee produce como producto de l.a fijación de1 co~ 

durante el. proceso fotoeint~tico. En el. caso c:le las e,.. este 

compuesto es el. lu~ido 3-f'oafoi;:licérico y on l.aa c.,. 

oxalacético. 

el Acido 

Otra de las diferencias es l.a presencia del proceso de 

rotoreop1rac16n en las plantas e~, que ocurre también en lea 

pJ.antae c .. pero en uns proporción minima en con1paraci6n con las 

anteriol:'ce. Durante la rotoreep1rac16n, se libera CO.;i v llH..,,.: éste 

ú1timo compuesto debe sor roaaimilado por al~una de las v1ae va 

desct-1 tas. 

Puesto que existen dit'erenc.Laa en el. manejo de esqueletos 

carbonadoo, esto podria redunda?" en dit'et-encias en la asi1n11eción 

de amonio a compuestos or~bnicos en maiz y en .i::..... ena1earm1e. Por 

lo que nea propusimos estudiar que ea lo que ocurre con 1oa 

mecanismos de asimilación de amonio cuando eeta~ pl.sntaL eotbn 

sometidas a trato..mientoa cte estrés de a~ua y de salinidad. 

El. siatema en1plendo para imponer l.oa trat:amicnto:: .Je est:rús 

a las plant:ae eue un s!.atemn hidropónico en el cual las c>lant:as. 

creci~as durante 10 diae sobre a~rolita. t'Ueron t:i>anet'eridas a 

di.t'eren'tes :Jol.uciones: s1tua para. el con't'rol.: PEG al lll.. 2S pera 
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ac;i:ué1las en estrés de a~ua (S1;eu1;e1• JU: al,. 198l.) y N&Cl.. .150 6 

300 mM, para 1nducc16n del estrée es11no {Lovitt. 1980), •• 

mantenidas en eetne condiciones durante 6 6 .12 h en el caac de 

mai::?: 6 durante 12 6 24 h l,)&1•a c.._ ena1 rorm1 a. 

Se ha mencionado que el PEG puede tener erectos nocivos en 

lee plantas en eietemee hidroP6n1coe como son l.a absorción de 

este polímero, reducción de le ee1mil.ac16n v traalocac16n de 

~6e~oro y necrosis de las hO~&e (Krizok, 1985). Si~ embar~o. 

Jacer v Mever (1977) consideran que el PEG ea adecuado para la 

1nducc16n de eotrés de a~u& solamente en periodos cortos. 

Por otra parte, loe rrotamientoe para la inducción de 

condiciones de eetrée, 1.e. le ad1c16n de polietilen-elicol y 

cloruro de sodio e loe sietemae, tienen como resultado rinal un 

estrés de a~ua en ambos caeos, En al primero, se da por 

disminución del potencial de matriz, mientras que en el ee2undo, 

esto ocurre por disminución del potencial oemótico. 

Para e1 sistema de eet~ée J..n ~. se utilizó el eiat~ma de 

Pale2 e..t. 41. (1984), Lae concent~acionee, tanto de prol!na como de 

2licinabetaina, se elicieron tomando como punto de partida la 

cantidad méKima acumulada de e e toe metabolitoa en plantas 

{Levitt, 1980). 
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METODOL.OGIA. 

La metodoio~ia ae encuentra descrita en cada una de 1ae 

PUb1icacionea. 
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DISCUSION. 

eitio principa1 de aeimi1ac16n de n1tr6Keno est& 

1oca11zado an 1ae hojas { Pate. 1973) Y ea asume que 1oa 

mecaniamoa invo1ucradoa son 1oa miamos descritos para hOjaa aQn 

cuando esta proceso ee 11eve a cabo en 1aa ralees (Mit1in Y Lea. 

1977). No obstante, se podrlan eeper4r diterenciae en a1 

metabolismo re1ativae a 1& tacilidad o costo de la obtención de 

reductores, enerKia o esquelatoa carbonados •n tejidos 

totoaint•ticos v no totoeintéticoa. Ha.Y evidencias quo muestran 

que 1aa d1teranciaa existen tambi~n a nivel de loa mecanismos que 

raKulan la inducción de enzimas de la asimilación de nitróceno en 

ralees Y en hojas {Rad!n, 1975). 

Debido a su abundancia. eu localizaci6n Y su baja Km para 

amonio. la reacción catalizada ~or la as probablemente representa 

la via principal para la aaimi1aci6n de amonio en hojea y ralees 

(Oake y H:irel, i985). Sin embarKo, la eran act:ividad de ODH 

presente en las raleas, comparada con la encontrada en hojas, 

podria aucerir que bajo condiciones normales la GDH ea la via de 

aaim11aci6n de amonio en las ra~cea da PlAntulaa de maiz {Lovola-

Vareas y SAnohe: de Jiménez, 198k). El arcumento que se eacrime 

pat"a no asicn&i.• un pa..pel ihlportante a la \JtlH en J.a aeimil.ac1.6n c:ie 

amonio ha aido su elevada Km para amonio (Mitlin Y Lea, 1977: 

Mirlin c.J;. u, J.981.), Pahlich Y Gerl.1.tz (J.980) encontraron que la 

Km era birAsica y depondia de la concentración de NH.!' Y de iones 

divalentes presentes en el ene~o. 

Km va no resulta v&lido. 
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se pudo observar que las actividades de la GDH y la GS, 

provenientes de p1antaa do maiz Y ~ .~..11..J. ... fsn:m.iJI. reo penden de 

manera direrente a1 eetrée dependiendo del tejido del cual 

provenean ice extractoo. En lae plantas de c....... cnairarmie el t1po 

da eatréa al qua son sometidas marca 1a direrencia en el 

comportamiento de 1ae actividades enzimAticas; mientras que en 

maiz. la duración (intensidad) del estrés ee el par6metro 

critico. 

Loa raaultedos obtenidos de loe niveles de actividad de GDH 

V GS en maiz, aueieren QUe eKiate una concertac16n entre ambas 

viaa de asimilación de amonios esto ea. durante l•e Primeras 6 h 

de eatr6a, la via principal de asimilación de nitróceno en raicea 

parece ser la GDH, mientras que en laa hojas parece ser el ciclo 

GS/GOGAT. Durante las eicuientes 6 h. el comporte.miento •• 

invierte. Se podria entoncea especular acerca de le exJetencJa de 

un tiempo da adecuación que le permite a la planta modiricar su 

metabolismo: de tal manera que ei el eetrée ee prolonca, pueda 

manejar da manera ericiente eue metabolitoe para evitar la 

carencia de a1Kuno de éatoe hasta Que lae condiciones adversas 

desaparezcan. 

La disminución en la actividad de lae enzimas en el cont~ol 

pod~ia deberse a que aün cuando ae trató Que laa condiciones en 

loa aiatemas hidrop6nicos ~ueran óptimas para las Plantas, el 

cambio de in a~rolita a oete aietema rue un eetr~a no deseado QUe 

recibieron cateo plantee. 

En Cenoyol1o JUl.AJ..t..Q~. Loyola ~ .a.l. (1987} han BUK~rido 
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que la GDH es la via mavoritaria do aa1milac16n de amonio en las 

raicee de lae plantee control. En las plantea que tueron 

eometidae a eatr~a salino, tanto GDH como GS presentan ia mioma 

tendencia que el control; esto es, no hev cambios con respecto a 

la vio comúnmente empleada. Sin ombar~o laa plantas sometidas a 

estrés de ecua, utilizan la misma via que el control {GDH) 

durante las primeras 12 h para lUeKo cambiar a ia via GS/GOGAT. 

En eJ primer par de hOjau, las Plantas sometidas a lil.mboa 

tratamientos de eatréa utilizan la via de la GDH en luear del 

ciclo GS/GOGAT como ee ha propueeto (Lovola ..e.l; Al. 1987). 

En tejidoa de direrentee plantee. 

1aoanzimae de la GDH {Gil'manov .c.x AJ.., 

se han descrito varias 

Nickliecn, 1979; 

Yue, 1969) V adem6a el patrón de iaoenzimaa se moditican bajo 

diferentes condiciones como diferentes ruantes de nitr6eeno 

(Kretovich ~ al., 1973) o a lo larKo del ciclo da crecimiento en 

cultivos de tejidos de maiz (Lo~ola-vareaa ~ Sé.nchoz de Jim6nez, 

1986), lo que su~iero pape1es especiricoa para cada ieoenzima. 

Al real.izar loe barridos da loa patrones "iaoenzimé.ticoa" ee 

encontró que e~ioten diferencias notables entro loa patronea de 

pl.antae que no han sido sometida• a eatr6e con 8qu~ll8a ~ue 

rooibieron estos tratamientos. tanto en maiz como en 

ono1 eorm1 ª· 

Loe cambios observados en loe patrones 1eoenzimAticoa 

Podrian deberse a1 (a) la oKiatencia do una eintesis 111:. ~ de 

11 1eoenzimaa o.o estróe"', aún cuando ea ta einteaia aetuvi.era 

disminuida va que ee ha podido observar QUe uno de loa primeros 



e~ectoe del estrés ee la conversión de pol1somas en m~nosomas 

(Levitt, .1980) y (b) un rearroea:.lo de las BUbunidad.es o 

modiricaci6n de las proteinaa Ya ex1e~entes Que conduzcan a 

cambioe en BUB actividades catalit1caa que lee permitan ee~uit• 

tuncionando bajo estas condiciones. Esta modiricaci6n ~odria 

llevarse a cabo por polianiinae {metabo.lttoe Que también eP 

acumulan bajo ciertas condiciones de eetrés: Florea~ AJ., .1985), 

lo que podria eetabiliZar su estructura manteniendo por tanto au 

solvatac16n. 

Puesto quo la lectura de loa barridos de loe :imocramas 

muestran direrenoiao notables, esto puede sua:er1r, como ya so 

dijo, Que existan nuevas proteinaB o cambios conrormaciona.les o 

modiricacionea de las va existentes Que ahora son menos sensibles 

al eetréa. Para ena~ar esta poaibi.lidad se estudiaron la~ 

anzimae GDH y os en loa extractos de plantas sometidos a estrés 

ut111Zando al sistema J..o :.d...t...c.a de Pe.lea:~ Al. (198~). 

En maiz, no se encontraron di~erenciaa ei¡¡:ni~icativaa en .las 

actividades de GDH .v GS en l.oa extractos de pl.antas 001net1.1a1.J a 

estrés de a¡¡:ua o sal.ino por 6 h. Al prolon¡¡:ar el t:r.o.tamicnto 

hasta 12 h, las actividades de GDH v GS aumentan liliil:errunente al 

anadir prolina a J.oe extractos de ralees de p1anta11 con eett•ée 

sal.ino; raé.e cu&ndo se adiciona iil.1c1nabetaina el lncremento ae 

observa en ambos tipos de estrée. En los e><tractos provenJ.elltes 

de l.a primera hoja de plantas aometidaa a estrbs do &liil:U& o 

saJ.ino. la acti.vided de J.a GS aumenta considerablemente a.l E<1ladlr 

prolina o ¡¡:licinabetaina, eiendo aún rnb.o pronunciada ~n el últi1no 

caso. 



en el caso d~ c,nsv,11~, no se presentan 

d:11"erenc:1.ae entre l.oc extractos de raicea !/ ~r11ncraa hojas de 

plantee eome<::1.dae a ambos ti~oe de eBtt•és cuando ee 'tratan con 

PEG, con PEG Y prolina o cl.1c:11\abetaina. 

A~n cuando ia acumulac16n de Prolina no alcanza loe n:1.velee 

encontrados en hojas do n1fliZ :v cebada (Carceller v P'raechin11, 

19801 S:1.n.cch JU. .a..J.., 1973) si existe en nuest~oe eistemae1 tal vez 

eata discrepancia radica en las diferencias entra variedades y 

eepec:1.ee v principal.mente en el erado de ae~hidratac16n. Debe 

tomarse en cuenta que no eo1e.mente ee acumula prolina (aunque ha 

a1do el metabol.ito mAe estudiado), e:1.no tamblán Acido V-

aminobutirico, aeparacina, Acido clut&uico v clutamina (Hanowar Y 

Br.z:oz:owaka, 1975}. La acu1nu1aci6n de .ctliclnab'!t&ina est4 asociada 

a caracteriaticae halofiticos v xero1":1.t1cao y a habitats áridos 

v/o sal:1.noa {WVn Jonea Y Storev, l.981). 

muestra reai•tenc1a moderada al estrés de aeua y de salinidad 

comparado con otras especies de l.eeum1noa~a. 

Dado Que este secundo tratamien~o ya es .1.n ~ entonces el. 

et"ecto de la prol1na v de ia clicinabeta1na dDber6 ser producido 

por un cambio cont"ormacional en las enzi111as estudi&dae, lo que 

QUeda por aciara~ ea si estas prote1nas son lac mismas enzlmGB 

que las d~ plRneae no c~trcsad&e. Aqui caDe l.a poaibil1dad de .-,¡ue 

durante el estrés .1.n ~ ee produzcan nuevas orote1nae o eamblon 

en lee :va e~iatontee v estos se mantencan duran~c cierto tiempo 

<>11 la cálula, proporcionándole a la planta cierta memoria 

biOQUi1nica. lo que expliceria Porc;iue los ei.eteinae .-,¡ue son 

sometidos a un se¡:undo estr~a responden 1né.s rltpido y lo res1aten 
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mejor, 

Puesto que la adición de polietilen-21icol y la acción 

"protoectora" QUe ejercen compueatoa n1.tro1tenadoa como prol.1.na y 

1tl.icinabeta1.na pueden semejar una aituac16n que tendrian ruertc 

analo~ia con laB conaecuanciao de la deeh1dratac16n biol62ica, ae 

dac1d16 que eeta eatrate1tia podria proveernos de un sistema en él 

que pudieramoa estudiar cuAlee son 1oa cambice que presentan, 

tanto la GOH como la GS, en una planta sometida a estrés. l!:a un 

hecho bien establecido que la aolvataci6n de l.aa proteinaa 

inrluve en loa parémetroe termodiné~icos de act1vaci6n de las 

enzimas (Greanev y Somero, 19791 Low v Somero, 1975) y se Podria 

esperar QUe cualquier auatanc.1.a con lB habilidad de mantener la 

solvatac16n de las enzimas inrluira en su actividad. l!:ntre estas 

sustancia& se pueden mencionar ol ~l.icerol. sacaroaa, heKilen 

~licol, aminoécidoe Y salee cuaternarias de a.rnonio {Ar&Kawe y 

Timaeherr, 19821 Gekko y Timaeherr. 1981a y b: Lee y Lee, 19811 

Pale2 lll. a.J.. 1981 y 1984). 

Loe reeultadoe del art~cu1o 3 muestran que 1a adición de PEO 

a un extracto enz.1.mAtico da maiz tiene un di~erente erecto Robre 

cada una de las actividades enzimAticae eatudiadaa: éstas pueden 

dieminuir o mantener un n1ve1 de ectividad l.i1teramente menor al. 

del. control., dependiendo del. tejido del cual so obtuvo ei 

extracto. Al enadir proline. 

is actividad de as aumenta: 

puede observarse que en las ralees 

mientras que en lae hoJae, e ata 

adición no preoenta nin1tún efecto. Cuando ee determ1n6 la K1n poro 

amonio de GDH en raicee ee obeerv6 que en presr.nc.1.a de PEG ~ 

prolina. la arin.1.dad por eate i6n aumentnbs loo:rri;. 



Eatoa reeul.tadoe sua:ieren que el eetréa podi•1s no sólo 

conducir a la inactivación de enzimas sino también a la inducción 

de cambios en sus pai•lunetros cin~ticos. Por otra parte. •• 
probable que en las raicee de Pl.antae de maiz no se alcance la 

concentración de l. M de prolina durante al estrés, pero que la 

cantidad acumulada sea suficiente para que eota vis resulte 

f'uncional. Si esto l.J.e11:aee a ocurt•ir la planta no se verla en la 

nocesidad de transportar desde loa hojas el N u -amino que ha 

sido asimilado Y por tanto. resulta un ahorro de enera:ia y aeua 

que esta asimilación ocurra en l.ac raicos. 

Se encontró que tanto el estrés de a1tua como el salino dan 

lu1tar a cambios en J.ae actividades de J.a GOH y la os, tanto en 

maiz como C.&. ene1rgrmlo, haciendo que el nitr6a:eno vaya por una 

u otra v1a dependiendo del tipo de estrés Y que la funcionalidad 

de las viae parece deDonder de l.a presencia de iaoenzimus o 

conr6rmeros mAa aptos pera resistir les condiciones desravorabJ.es 

a les Que se ve sometiae le pJ.ente. 

En resumen, el comportamiento do las enzimas GDH v GS en 

extractos de plantea sometidas a estrés depende del tejido ae 

donde éstos eo obtuvieron v presenta diferencias de acuerdo a J.a 

pl.ant;a1 en maiz. el. rector critico es J.o. intensidad del. eett.•ée 

mientras que en .c.._ eno1fprm1e es el tipo de ectrée. Existen 

difet•encias en loe patronee 1eoAnzim,t¡_t'1eoe Oc planteo oornctida.a & 

&strés. que in1plican caracter1et1cas de resistencia distintas en 

las enzimas, J.se cuales J:'ueron detectadas al someter a loe 

extractoe do oete tipo de plantas a un cnoQUe oemótico .1.n ~· 
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Abatract 

There i• eti1l a lot o~ controverav on how planta can 

aaaimilate ammonia durin~ atreaa. Even thouch the GS/GOGAT evele 

ia the moat eo111111onlv uaed pathw~ tor th1B runet1on, there ara 

aome reports that point out that GDH may have an 1mportant role 

<or 1ncorporatin& a.mmonia to amino acida unaer eertain 

phyaiolocical conditiona. We have round that tho pathway utilizad 

ter ammonia aaaimilation dependa on the eeveritv ot the etreaa 

treatmant and on tha tiaaue be1ne atudied. It ia eu&Kestod that 

GDH ia the keV enzvme in tho rooto, whilo as 

runctiona in the tirat leavea. The chancea observad in act1vitiea 

eould be correlated to chancea in the ieoenz~matie Patterne ot 

extracto rrom etreaaed and non-atreaaed plante. Theae lattar 

ehanKea micht be attributed to contormational chancee that allow 

enz~mea remain tunct1onal in apite ot untavourable 

thermodvnamio 1nteractiona ot protain and solutoa. ~ atratesv 

davelopad bV planta to neutralizo theae errecta <h• 

aecumulation or nitroKenoua compounda, ouch ea proline and 

clveinebetaine. our reaulta eu~ceet that thnre muet be a period 

or adjuatment to atreaa in which theae substoncee ore produced, 

and a1so that thero m1~ht be d1rferoncea in enzvme activitia• 

between etreased and non-atreaaed planta. 

Kev worde1 

maize, 

nitroKen aaa1milation, water etreaa, 

2 

aait atrase, 



lntroduotion 

The vaet majority ot papera that have been pub1iahed on tho 

aubject ot water stress in Planta deale with chancea at the 

phyaiolocica1 level and in their metaboliam, reterrinc to 

dittarencea ~n onzymatic activity levela and the accumulation of 

oertain metabolitea that micht allow the plante to eurvive 

{Haiao, 1973: Sineh, Palee and Aapinall, 19731 Aapinall and 

Palee, 19811 Haneon y Hitz, 1982}. There is an increaaine number 

ot reporta about how a plant can aaaimilate Allll!lonia durine a 

period of etreee but the roles ot elutamate dehvdrocenaee and 

clutamine e~nthetaae/elutamate avnthaee cvcle are etill not 

clearlY detined. 

Even thouch the GS/GOGAT cycle is the moat important way ot 

incorporatins a.mmonia into orcanic oompounda (Mitlin and Lee, 

1980}, GDH muat not on1Y be aaaicned a detoKitYinc role as has 

been euccested by Loyola-varcae and SAnchez de Jim6nez {1984} and 

Oaka and Hirel {1985). 

Durinc water and aalt stress, there is an important 

accumulation ot nitroeenoua compounda such aa proline and 

clycinebeteiner the role ot these eubatanoes is the object ot a 

lot ot specu1ation1 theY mav act as a mechan~em ot oamore~ulation 

or tunction aa e-, N- nnd ener~Y etorin~ compounde {Stewar~ and 

Lea, 197U1 Storey and w~n Janes, 1977: Aepinall and Pale~, 1981). 

Another aepect that must be Kept in mind is that theee compoundn 

can neutraliza the untavourable thermodynemic interactiona, which 

deatab~lize ell mncromoleculee (Pele~, Stewart hnd Dredbeer, 
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1984} and nance, diarupt cellular homeootaa10. 

The aim ot the preeent otudy wao, to observe tho behaviour 

or the enzvmea involved in ammonia aoaimilation whon maize planto 

were under a treatment or water or ealt atreoa. We alao oxe.mined 

the otrects et the addition ot polyethvlene~lycol, orolino and 

cl~cinebetaine in extracto ot these planta, in order to aaaeae it 

the detected enzYmatic activitiea wero in aomo way ditterent tron1 

thoae in the control extracta. 

Material& and method• 

Plant material. Maize planta (Zful m..&JlJl L., var. Chalqueno 

criollo) were crown in moiat acrolite and watered daily ~or 10 

da.ya betore harveatinc. Thev wera kept in a crowth chamber with a 

12 hour Photoperiod, 

darkneae. Water and salt otroaa (6 or 12 h) were impoaed on the 

planta tnem to aqueoua aolutiona º' 
polyethVleneclvcol CPEG-6000) or aodium chloride: control planto 

were put in water. Th• concentration o~ PEG waa 41,2% (equivalent 

to a water potential value ot -2 MPa) and the concentration ot 

NaCl 150 mM. Atter the otreea period wae over. planta wero 

harveatad: leavea and root• were cut and trozen immedi~telY in 

11quid nitrosen. 

Enzvme extracta. Thaae were obtained ae previoueiv deecribed in 

Miranda-Ham and Loyola-Varcaa (1987), 



Enz.Yr110 aesa,ys. NAO-, NADH-GDH and GS assuve were performed as 

deecribed b.Y LoYo1a-Var¡¡:ee and Sánchez do Jiménez (l.984, l.986), 

Am1nat1vo and doaminatl.ve GDH activitiee woro defined as nmol.es 

of cofactor reduced or oxidized per minute por m1t protein. 

reepectivel;v and GS act:1.vi tY was expreesed as pmol.es of r­

el.ul:anu>l.-1'-hydroxarnate f'ormed por minuto pei• mit protein. 

Pl"otein con ten t. Protein was detel"mined accordinit to Petereon 

(1977) ueine bovino eerum al.bumin as e standard. 

PKG-induced precipitation. Precipitation with PEG waa performed 

aa deacribed in Miranda-Ham and Lo,yola-Vareae (1987). 

Isoenz,ymatic detorminations. Separation wes porrormod ueine 

Davie' discontinuoue el.ectroPhoretic e::tstem (Oavie, 196U) and 

activit;v wae doveloped ueine the followin~ mixture1 125 me aodium 

el.utamate, 25 m1t NAO, l.2.5 me of 3-(4.5-dimethYlthiazol::tl.-2-)-

2,5-diPhen;vl.tetrazoJ.1.um bromido and 2.5 mit or phenazine 

methoeul.rato in 25 ml. l.00 mM Tria-HCl pH 9.4. 

Reaul.te 

NADH-GOH activit.Y rrom roota of plante eubjected to water or 

ealt stress ror 6 h did not dir~el" much to that round in the 

control. However. after a lon2er period e~ stl"ees (12 h) tnis 

act":l.vity diminiehed rapidl.;y (P':1.2ure l.A). Meanwhil.e. GS &ctivitv 

did not decrease ~o marKcdl.Y; a~ter 12 n. 70 and 90~ oe ~ne 

1nit1al act1v1tY remained in water and snlt atr~ssed Planta, 

res~ectivelY {P'12Ul"P. 18). 
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The rneults obtained tor theee onzYmee in the tirnt leevee 

are ehown in ti~uro 2. NADH-GDH in etreesed plante dim1n1Bhed 

with time, but to a loeser extent than in the control planto 

(f'i~ure 2A). GS activitY (Fi~ure 28} wae aurpriein~lY hi~h when 

Piante were etreeeed f'or 6 t1 in bOth rypee of etreee but 1t 

returned to control levele af'ter 12 h. 

Since 

act.ivi tiee 

it has been eu~~ested that NADH- and NAO-GDH 

are 1ocated 1n the aame protein, and eeveral 

iuoenzymee have been deecribed, the cnan~ee that were f'ound in 

the enZYmB"t1c activitiea mi&:ht ref'lecr chan~ee in tho 

1eoenzvmat1c patterna f'or OOH 1n atreeaed and non-ntreeeed 

plante, The ieoenzYmatic patterne of' theee plantB were determined 

uein&: a diacontinuoue electrophoret.ic eYetem and ODH activ1tY waa 

developed bY an .i.n .a..i...t.JJ. roect1on. ln f'i¡¡:ure 3a, two act1v1ty 

peaka can be obeerved in the zymo&:ra.ma of' root extracte trom non­

etreaeed plante; while in etreeeed planto the pattern hea chan~ud 

(FiKUt'BB 38 and 3C), peak 111 has appeared in extracte of' roete 

rrom plante under water (F1KUre JB) and aelt (Fi~ure 3C) stress 

ter 6 h. ln the 12 n treatment ter the water etresoed plante. the 

activitv wae very iow. In the salt atreaeed planta, althouKh 

act1v1tv waa lower than et 6 h, 

and lll wae detqcted. 

a nnw pattern, with peake Ie. lb 

In riKUre n, the zvmo~rama with the extracta or f1ret leavee 

o~ non-etreeeed plante (Al. water (8) and ealt (C) etreeeed 

plante are ehown. ln the ~1ret case, three activity peeke were 

observad, contraetinK with the two Pnake round ih the roote. ln 

plante under water- a11d salt-etreea treatment f'or 6 h. only peak 
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:II. appeared. In th 12 h treatmonta, peaka :Ia, Il:I and ll:Ia were 

obaerved in water atroaaod planta and onlv peak :IV waa detectad 

in aal.t-atresaed plante, 

:In order to aeseas tho behaviour or the enzymee in extracta 

or non-atreeaed and atreeeed Plante When treated J.n. ~ with 

dif!rerent concentraticna º' PEG and/or proline and 

a::lvcinebetaina, we emp1oved the avetom deacribed by Palea; and 

coworkera (198n). The concontration ueed ror bcth compounde wae 1 

H. Aa maY be eeen in tiKuroe 5A, se and 5c, NADH-GDH activitiea 

rrom the threo extracta presentad tho eame pattern, w:1th or 

without the add:1t1on or proline or ~lvcinebetaine, GS activitv or 

roote rrom aalt etreeaed planta dif!fored rrom both the control 

and the water atreeeed onoei it inoreaeed deepite the action or 

Pe:a. Whon prol.:1ne oro c1vc:1nebetaine were. added, thie incremont 

waa not ob•erved. Althoua;h GDH and GS act:1vitiee did not a.irrer 

markedly in the extracta rrom firat leavea or the three 

treatmente when PEG and/or proline and a;lVc:1nebetaine were added, 

the activitv levela oe theee onzvraee were lower than tnoee 

obaerved in roete (F:1a::ure 6). 

After tho etreea treatment has becn pro1ona::ed up to 12 h, a 

d:1fterentia1 action or prol:1ne and a::1Yo:1nebeta:1ne waa observad. 

GDH and as activ~t~ce et extracte rrom roota of ealt ntreaeed 

plante (F:1Kurea 7B and 7Dl were more etabl& artcr the addition of! 

prol:1ne comparcd to thoae ~rom water atreaeed plante. ?lo such 

difterence could be obeerved w:1th clvc:1nebeta:1ne (F:1a::uree 7c and 

7F). 
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Discuaeion 

Althoueh there hae not boen an aereement on which is the 

main pathwav tor e.mmonia aasimilation to amino acids durine 

stress conditiono, we have obeervod that in maize plante 

eub~ected to water or ealt etreea, there eooma to be a 

combination ot the GS/GOGAT cvclo and GDH pothw&..11. l.n the 6 h 

treatment, GDH activitv in the roote is mainteined et the a&llle 

level as in the control, whilo GS octivitV decreaaea aliehtlv. Ae 

tho otroea poriod continuos, the reverae eituation could be 

oboervad1 approximatelv BD~ ot GS activitV wae maintainod and GDH 

diminiehed rapidlv. 

GDH activitv in the tiret loavea drope throuch out tho 

atrase treatment. Meanwhilo, thore is a tive- to oix-told 

increment in as aotivitv ievol as hae boen observad in .5..u..a.Ac1A 

leavee (Bouoaud and Billard, 1979). Attor 12 h or otreee 

treatmont, 

control. 

both ootivitiee were et tho eame level as in the 

PEG troatmont can be uoed tor induoine water stress but it 

muat be notad that ita orreote 4ro more severo than induoine thie 

atrase bV simple witholdin~ water (Jacer and Mover, 1977). Hence, 

it mev be eug-~eeted tha~ durinst mild etreea, GDH ia t"hc ltev 

enz:vme tor anunonia aeeimilation in the roete, wheroaa as is 

runetioninK in tho firat leavem, As mav be aeen rrom our reeulte, 

the pathwav utilizad ror ammonia aaaimilation ditrera Kroatlv 

dependine on tho eeveritv or the etreae traatmont and on the 

tieeue that ia bein~ etudied. 
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Tho ch&nKos observad in tho zymo~rame could be attributed to a 

number of' f'actot'BS ~ ~ ayntheaia of new iaoenz~mea, 

reat>rancoment of' eubunits or modif'ication of' pre-exiatinK en:vmee 

that 1eed to altorations in thoir cata1Ytic and reKu1atory 

propertiea. The 1atter ie tho moat ravoured ene in reiation to 

proteina inv.o1ved in nitroKon metabo11f'lm, ainca conf'ormationai 

chanK&B that diminiah the d01eter1oue ef'f'ecta of' dehYdration are 

verv important f'or en:vrne activity {Huber, 197UI Kramer, 1.97U1 

Low and Somero. 1975; Miranda-Ham end Lovoia-Varcas, 1.987). 

When the in~ eYetem ~eecribed bV Pa1ec el:. Al. (1984) wae 

empioved to aeaeea the of'f'ects of' an oamotic shock induced by 

PEO, end the protection aK&inet inactivation that micht exert 

pro11ne and c1.vcinebeta1ne, no sicnif'icant dif'f'erencea in the 

behaviour of' GDH end GS cou1.d be detectad in extracta f'rom roete 

and tirat 1.eaves of' plante under water and aa1.t atrasa treatment 

f'or 6 h. Af'ter pro1.onK1nc tho troatment ter anothor 6 h. there 

were eome dif'f'erencee in tho activitiea of' extracta f'rom atreeeod 

planta comPared to thoae ot non-atreeaed anea. I.n rooto, GDH and 

GS activitiea were varv aim11ar in the throo treatmente but upan 

add1t1on or proLino thora was a ai1cht 1ncreaae in theae 

act1vit1ea in extracta of' eait atreeaod Plante. When beta1no waa 

added, the increment was observed ~n both tYpes or atrase. GS 

activity in extracta torm r1rat iaaves or aa1.t etreaaad p1.ants 

showed a marked inoreaau whun ~1thor pro11nc or ~1YcinebetA1ne 

wera added. bein~ moro pronounced in the 1attor case. 

Our reau1ts aucceat that there must be a period or 

adjuetment to e~reaa cond1t1ons. ourin~ this period avntheoia or 
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prol.:Lne occure. reachin~ a h.:Leher level arter 12 h {data not 

ehown) and thUe enzvmat1c sctivities remain tunctional and may 

even be atimulated. Proline does accumu1ate in the etreesed 

planta. and a1thOUKh the levele were much lower than those 

observad in bariev (Sinlieh ~ 4.l.. 1973: carceller and Fraschtns, 

1980). J:1.D. ll.C.l!Q. n1troeen aeeimilation wae neceesary atter thie 

Bllnthee1s, In conclueion our resulte Show that both pathWalle o~ 

nitroeen aesimilation, GS/GOGAT and GDH, were ueed, dependinK on 

both the tvpe or stress and the ttesuc or the plant tn wh1ch 

nitroeen aee.:Lm11at1on occurs. 
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Leeende to rieuree 

Fieure 1. NADH-GDH (A) and as (B) act1V1t1es in roota from non-

atroaaod { e ) , 

P1anta. 

water {O) and ea1t ( L:..) atreaaed malze 

Fieure 2. NADH-GDH {A) and GS (B) act1v1tiea in the r1rat l.eavea 

rrom non-atroeaed C e ) , water ( O ) and eal. t ( " ) 

atroeaed maize pl.anta. 

Fieure 3, scannin&e o~ GDH zvmo&rame rrom extracta or roota rrom 

non-atroeaed (A)• water {B) and ealt (C} etreeae~ 

pl.anta. Li&ht linos correepond to the 6 h atreao 

treatment¿and heav~ 11nee to the 12 h treatment. 

Fieure A, Soannin&e or GDH zumo&rama rrom extracta or tho firat 

l.eavee from non-etreeaed Planta (A), water {B) and ealt 

{C) atreeaed pJ.anta. Li&ht linee correapond to the 6 h 

treatment and heav~ l.inoa to the 12 h treatment. 

F1zure 5, NADH-GDH and GS activitiea in root extracta rrom non­

atreeeod C e), water (O) and ealt {.o.) atr>eaeed pi.ante 

ror 6 h and then aubjected to .1.n ~ treatment w1th 

PEG {A,D), 

{c. JI'). 

PEG and prol.ino {B.E) or &1yc1nebeta1ne 

Fi&ure 6, NADH-GDH and GS ftctivitiea in ~irnt le&~es extracta 

from non-atreaeed o ¡, water (O) and aalt 

etroeeed pl.ante ror 6 h and then eubjeoted to in 

( " ) 

"'-'-= 
treatment wlth PEO (A,D), PEG and prol.1ne {B,E) or 

'" 



iciycinebetaine (C,F). 

Fiicure 7. NADH-GDH anc1 GS actiVitiee in rcot eMtracta frcm ncn­

atreaaed piante ( O ) anci piante under water ( O) and 

eait (A) etreee f'cr 12 h and then eubjected to an ;1.n 

~ treatmant with PEG (A,D), 

ar icivcinebeta.:1.ne (C, F). 

PEG anci pro1ina (B,E) 

Fiicure 8. NADH-GDH anc1 as activitiee in f'irat 1eavea e~tracte 

f'rom ncn-atreeaed oiante o ) and p1anta under water 

( O anci aait ( A ) atreee for 12 h anc1 then eubjectod 

to an .1.o ~ treatment with PEG (A,D), 

pro11ne (B,E) ar ¡¡;1yc1nebetaine (C,F}. 
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Abetract 

Nitroeen rixation and ammonia aeeimilation in nodul.ea are 

the two aubjecta that hava been thcrouvhlV etudied under atreaa 

aond.itiona, :tn contraat, acaree inrormat1cn io available on the 

behaviour or enzvmea involved in ammonia aaaimilation to orq:anic 

compounds in pl.anta or the 1ev11m1nooeee raniilv subjectad to 

atreaa, In aome caoea, &Uch aa it ia in cnnoye110 enotrgrm1e, the 

pathwav(a} utilizad ror ammonia aaaimil.ation in normal conditicnB 

are atill. not clearlv detined, Lovcl.a-Varvas et al. (>. Pl.ant 

Phva101, 1987, in preae) have auveaetad that durinFP earl.v 

aeedlinv vrowth, viutarnata dehydro~anaee and eaparvine aynthetaoc 

are rundamental ror amnionia aaaimil.ation but when the plant 

acquirea tul.l. Photoavnthetic activitv, tho GS/GOGAT cycl.e ia the 

prererred pathwav ecr thie procesa in aer1al Perta. Wo tcund that 

under atrase conditicne ~ onq1rprmtq planta switch to the 

alternativa pathwicy or aaaimilation dependinK en the natura or 

tha atraaa and the tiaaue in which thie procesa takea Place. 

Kev worda: Al:Mlonia aaeimilat:1on, Conaya1 to engirgrm1a, 

r oq:um1 nnsono, atraes. 
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lntroduct:1on 

L-canavan:1ne (2-a.m:1no-b-cuan:1doxvbutvr:1c ac:1d) an 

:1.mportant n:1tro~en ator:1nc metabol:1te :1.n at leaat 500 epecies or 

the tegum1ngeeee ram:11:.r (Bell et al,, 1978), ln J:...... ena1rprm1e the 

mobi1ization and utilizat:1on or nitroaen throuah L-canavanina 

occura v:1a arg:1naee wh:1ch c1eavee thia compound to L-canal:1ne and 

urea. Urea :1.a hVdro1:1zed bV ureaae to COz and NH~. J:t has been 

propoaod that the lattor 1o aso1m:1latod and 1ncorporotod into the 

amide n:1trogen or aeparag:1ne (Roeenthal, 1970), Lovola-vargae at 

al. (1987) euaaeet that :1.n the earl:.r etagee or eeedl:1ng growth 

aapargine a:.rnthetaee and alutamate dehvdrogenase both Pl~ a 

rundamental role :1.n the reaae:1m:1lat1on or ammon:1a in 

epe1rprm101 however, when the Plent acQuirea full photoe:.rnthetic 

capac:1tV GS/GOGAT becomee the pr1nc:1pal pathway or reaeaimilation 

in the aerial parte or the plant. 

On the other nand, ~ cnejtprm1e shows a moderate resietanca 

to water and ealt etreee comparad to other epeciee or leaumee. 

Onca eetabliehod, it can reeiet drought cond:1t:1one on behalr or 

ita radicular evetem. 

Stud:1ea en nitrogen metaboliom durinc etreae cond1t:1ona in 

thia ram:11Y havo been centered en nitro~en r1xat:1on (Aparicio­

Tejo et al. 19801 Abdel Wahab and Zahran, 19811 Randall Weiez et 

al., 1985) and nitro~cn mctobolicm in root nodulcc (Decena et 

al. , 1981l1 Kaur et al,, 1985) 1 but reporte on ene enz~mes 

:1.nvolved in ammonia aee1m:1lat1on ~o orcan:1c compounde ara verv 

acaree. 
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The ebjotive et the preaent etudv wae te determine the 

behavieur et enzvmaa invo1vad in arnmonia aaeimi1ation when salt 

or water atrase treatmante were impoaad to S::.... cng1fprm1a planta. 

We aleo examinad, uainc the J..n ~ svstem ot Palee et al, 

(198U) •h• º' polvethvleneclvcol, proline and 

clvcinebetaine en GDH and GS activitiea et extracta trom non­

atresaed and atreaaed Plante. 

Material• and Methoda. 

Plant material, Cennynljft epn1fprm1e plante wero crown in moiet 

aerolito and watered dailv ter 10 dBV• be~ore narvoatinc. Thev 

were kept in a crowth chamber with a 12 hOUr Photoperied, 

durinc the licth period and 25ºC in darknoee. Water and aalt 

atrasa {12 or 2U houra) were imPoeed en tha planta bV chancinc 

them to aqueoue ao1utione or polvethvléneclvcol {PEG 6000) and 

eodium chloridei control planta were put in water. Tha 

cencentration or polvethvleneclvool wae Ul.2% (equivalent to a 

water potontial valuo or -2 MPa) and the conoentration ot aodium 

chloride. 300 mM. Atter tha atrasa period waa ovar. plante wore 

harveatad: leavao and roete were cut and trozan inunediatelv in 

liquid nitrocan. 

Enzvma extracte. Theae wero obtained aa has been previoua1v 

daacribed bV Mirenda-Ham and Lovola-varcaa (1987a). 

Enzvma aaea:1e. NAO-, NADH-GDH and GS asea.ve were Pertormed as 

deacribed bV Lovola-VnrKBB and SAnche~ de Jim6nez (i98~, i986), 

Aminative and deaminativa GDH activitiea we~e dartned as nmoles 
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ot cotactor (reduced ar oxidized) per minuto per m~ Protein, 

reepectivelv and GS acti.Vitv was expreseed ae pmolee Of' r­

Q:lutamvl-l'-hydroxamate i'ormed por minute per me protein. 

Protein content. 1t was dotormined eccordin~ to Peterson (19771 

uein~ bovine aerum albumin as a standard. 

PEG-induced precipitetion. 1t wae pertormod es doscribed bY 

Mirenda-Ha.m and Lovo1a-Varg:as {1987a). 

1soenzymetic doterminations. Separation was peri'ormed usinc a 

diecontinuous olectrophoretic evstom (Davie, l96ú) and activitv 

waa devoloPod usin~ tho rollowinK mixture1 125 me sodium 

g:lutamate, 25 mg: NAO, 12. 5 mQ: 3-{ú,5-d1methv1th1azo1v1-2-)-2,5-

diphenvltetra~olium brom:ide ano º' phenazine 

methoeulphato in 25 ml 100 mM Tris-ffCl PH 9.ú, 

Resulta. 

NADH-GDH activities dotected in tho roete ot non-otreosed 

and salt-etreeaed p1anto diminiehed cradua11v: in the caoo ot 

wator-etreseod planta, thi.s activitY diminiohed tastar durinK the 

firat 12 h of' troatment (ficure lA). Contraet 1.ncl:v, GS activitv 

in roota trom water-stroesed plante showed an important deorease, 

~ollowed b:V en increment up to 110~. 

Plante, there was e constant decrease in GS activit:v throuch out 

the period ot treatment. 

The resulta obtained tor theee enz:vmee in the i'irst pnir or 

ioavea are ehown in r1cure 2, NADH-GDH activitv in water-etreeaed 
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p1ants did not ehow eisnif'icant chan~ea in anv pariod ar 

traat111ant1 whareae in ea1t-etreeaed plante thie activitv 

incraaeed UP to tho ea.me 1eve1 ae in tha water-atroeead anee. os 

aotivitv (f'i«ure 28) in ealt-atreaaed Plante decraaeed markedlv. 

Meanwhi1a. as activitv observad in water-atreeeed plante 

diminiahed lesa dramaticallV than in tno controle. 

lt hae been domonetrated in a nu~ber of' planta that the 

iaoenzvmatic pattern of' ODH chan~ee when thev are eubjected to 

dirrerent treatmente: theref'ot'a, we determinad the iaoenzvmatic 

patterne of' non-etreaeed and otreseed planta. Oetorminationa wera 

perf'ormed uoinR a diecontinuous e1ectrophoratio evatem and OOH 

activitv wae developed by an J.n ~ reaction. In f'iKure 3A and 

3C, onlv one activitv peak could be observad in root extracte 

rrom non- and eait-atreaaed p1anto; while in wator-ett'eeaed 

pJ.ante. peak II oou1d be detectad in addition to peak l (f'i~ure 

38). 1n the 2~ h treatment f'or etroaaed pl.ante, thOUKh activitv 

wae lower in both oaeae. peak I coul.d aleo be observad ee wel.l as 

peak la ror water- and peak Il f'or ealt-etreaeed plante. 

Z.YmOKrsms trom f'iret leaVée extracte ot non- (A), water- (B) 

and aalt- (C) atreeaed plante are ehown in f'iKure 4. In the case 

or control plante, we obeerved that there waa a ainKl.e peak (peak 

r> aa haa been sean f'or root extracta. Even thOUKh their Rt'a are 

similar, their activitiee in thie extraet were lower. 

water-ett'eeeed Plante, ieoenzvmatio pattern obtained f'or the 12 h 

treatment wae aimilar to that obtained tor the lOnKer one1 i. e. 

two peake were observad (peaka 1 and II) but their activitv 

ratioe variad with time. In plante undar ea1t etreee treatment, 

6 



peak Ia appoared in tho rirot 12 hl when th1B treatment wae 

pro1onced up to 24 h, the pattern chanced comp1etelv1 peak l had 

a1moet dieappeared While peake lb and le compr1aed a11 the 

detected activity. It muat be remarkod that in the caee or r1rat 

1eavee extracte rrom 24 h streseed p1anta, act1v1tv wae not oniv 

1ower than in the 12 h onee but it increaeed ae me.y be eeen ror 

the sa1t-etreeaed Plante. 

In order to aeeeae ~he behaviour or the enzvmee in extracte 

or non-etreeeed and etreeaed plante when treated in ~ with 

dirrerent concentratione º' and/or prol.ine ano 

clvcinebetaine, we employed the evatem reportad bV Palee and 

coworkere (198U). The concentration or pro11ne and civcinebetaine 

waa 1 M. As mav be eeen in ricure 5, NADH-GOH activitiea rrom the 

three root extracta ehowed tho eame pattern when PEO wee added. 

Theae act1v1t1ee were more atable upon addition or prol.ine or 

c1vc1nobeta1ne to the svetom. The sama behaviour cou1d be 

observad ror os act1v1t1ea in root extracta (ricures 50. 5E and 

No GS 5F) and in r1ret l.eavoo extracte {ricuree 6A, 68 and 6C). 

activitV could be detectad in riret 1eavee extracte rrom eal.t­

atreesed planta when PEO or PEG pl.ue cl.vcinebetaine were added to 

the avetem ( ricuree 60 ancl 6F). Thie activitv wae slichtl.v more 

stable with the addition or proline Cricure 6E). In the case or 

ext.racta ~ro.111 w•ttir-atreae•d pl&nta. GS activitv increaaed when 

prol.ine was preeent but not with c1vcinebetaine. GOH and os 

activitiea di~ not dirter marked1Y in the extracte from tirat 

1aaves or the three tvpes or treatment (2U h) when PEO and 

prol.ine or «lvclnebetaine were added (tlcuro 8). Theee activltiee 
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ehowad to be mora atable in extracta ot roota trom atreseed 

plants aa mav be aoan in tieuraa ?A and ?D. When PEG and proline 

wera preaent GS actiYitv trom extracta ot aalt-atreaaad planta 

increaaad, but thiB increment waa mora pronouncad whan 

~lvcinebetaina waa added {tiKure ?F). 

Diecuaaion. 

Zt has been eueeeeted (Lovola-VarK&B et al., 1987) that GDH 

ia tho kev enzvme involved in amm.onia aaaimilation in roota trom 

non-atreaaed planta, we have observad that in aalt-atroaaed 

planta GDH activitv ia maintained at the sama lavel aa in the 

control throu~h out tha treatmant whila GS decraaaea rapidlV• Por 

watar-atreaaed Planta, the eituation is revereed1 ovan thouch os 

activity diminiahad in tha sama rata aa in aalt-atraeaad planta 

in the 12 h traatment, it incroaaad in tha tollowinK 12 h. 

Zn tha casa ot the tirat lcavea, the atreaeed planta 

utilizad the ODH pathwav inetaa~ ot the GS/GOGAT cvclc tor 

awnonia oaaimilation aince GS activitv decreaaed dramaticallV ror 

water-atreaeed onaa while GDH ia at the aame level ae in the 

control. ODH activitV in aalt-etreaaed planta increaaed 60~ 

reapect t~ the control levol in the tirat 12 h or treatment. 

Atter 2u h ot atrasa, GDH activitv in water- and aalt-atrftaeed 

planta wero oimilar. our resulta indicata that tha pathwav 

utilizad tor ammonia aaaimiiation dirrars Kreativ dependinK on 

tho natura or the atraso troatment and on tho tieeue that ia 

beinK atudied, 
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The chancea observad in the zvmocrame are in acreement with 

the activitV levele detectad in the roota and firat leavea or 

non-etreaeed and atreaaed Plante, ThB root extracta from aalt-

atreaaed Planta ahowed onlv one peak or similar dimensiona ea in 

the control and in the case oe extracta oe water-atreaaed planta, 

the peak ia amal1er and GDH activitv ia lowar, Purthermoro, peak 

X aotivitv obaorved in firat leavea extracta erom water-atreeaed 

planta ia hicher than the aame activitv in ealt-atreaed Plante 

but the latter is oimilar to that round in the oontrol. The 

chancea in the iaoenzvmatic patterna coUld be attributed to a 

rear~ancemant or aubunite or modirication or pre-exiatinc anzvmee 

that leed to alteratione in their catalvtic and reculatorv 

propertiee (Miranda-Ham and Lovola-varcaa, 19B7b). 

We eound that no eienificant difrerence in the bohaviour or 

GDH and as could be detectad in extracta rrom roete and rirat 

leavoa oe planta under water and ealt atreaa treatment eor 12 or 

2~ h, when the J..n l!.1..t.r..a. evatem or Palee et al. (198~) wae 

emploved eor aaaeaeinc the eeeecta oe en oemotic shock induced bV 

PEG. Xt haa been auceested that nitroeenous compounda, a u ch ea 

proline and elvcinebetaino. micht exert a protective aotion 

aeainat enzvme inactivation durinc etreaa oond1tiona 

al., 1980: Miranda-Ham and Lovoia-Vareaa, 1987a). Whon we added 

theae compounda to the three tvpea or extracta treated with 

diererent concentrationa oe PEQ, GDH and GS aotivitiea both were 

more etabie than those in axtracta that were not aupplemented 

with proline or ~ivc1nebetaine. There waa not a diererent1al 

protective response aa h•B been observad eor maize {Miranda-Ham 
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and LoYola-VarKae, 1987b). 

The accumulat1on ot nitroeanoue compoundB has been obeorved 

in a number ot p1ante as a roeponee to water and ea1t stress 

(Stewart and Larher, 1980; Aep1na11 and Pa1o~. 1981} and even 

thouch .S:.... cne1rorm1e accumuiated prol1ne, thie p1ant did it in a 

.1.eeeer tUctont that 1n the caeee montionoc1 above (data not &hown). 

Sinco .c.... enat fl'orm1 f! ehowB a modera te reeietance to the etreee 

treatmenta that were app11ec1, it m~ be eueeeated that a 1oncer 

poriod ot atrase micth bo neceaeary tor triccerine proline'e 

accumu1ation. 

I:n eummary, we h&Ve tound that .S:.... epn1fnrm1n planta 

eub;lected to etreee switch trom one pathway ot anunonia 

aaeimilation to the alternativa one depend1nc on the nature ot 

the atraes treatment and the tiaaue whero thia aee1milat1on taKee 

Placa. 
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Technolo~ I:mprovoment (Moxico), by Grant No. PYT/Al/NAL/85/2882. 

We thank Dr. J.A. Garc1a-Sainz tor the critical reodine ot thie 

manuecr1Pt. 

10 



Reterencea. 

1. Wahab, A.M. and H.H. Zahran (1981) Ettect ot ealt etreea on 

nitrogenaae act1v1ty and erowth ot tour legumea. 

Plantarum 231 16-23. 

Biologia 

2. Aparicio-Tejo, P.M., M. SAnchez-OiGZ and J.I. Pena {1980} 

Nitroeen tixation, etomatal response and tranapiration in 

Tr1fpl1um .r.e.u.cna. and :t... eJ1bterrone11m under 

water atreaa and recovery, Phvaiol. Plant. US: 1-n. 

3. Aapinal.l, D. and L.. G. Palag (1981) Prolina accumulationt 

phyaioloeical aapecta. In1 The Phvsioloev and Biochemiatrv ot 

Drouaht Reaietance in Pl.ante. Editad bV L.. G. Palee and o. 

AaPinall. pp 206-241. Acadomic Preso, Sidney. 

4. Decana, M., P.M. Aparicio-Tejo and M. sAnchez (198U) Ettecta 

ot water stress on enzvmea ot ammonia aaaimilation in root 

nodulee ot altalta (Mod1cogp JUtJ;..1..!la,). PhYSiol. Plan t. 61• 

653-657. 

5. Be11, E.A., J.A. Lackey and R.M. Polhill (1978) svatematic 

signiticance ot canavanina in the pap111gng1dcoe {Faboide) 

Biochem. Siet. Ecol. 61 201-212. 

6. Davia, P.J. (196U) Disk Electrophoreeie. 

appl.ication to human earum proteina. 

aou-u27. 

Ann. 

Zi. Method and 

•• 'l. Acad. 1211 

1. Kaur. A., I.s. Sheoran and R. Singh {1985} Ertect ot water 

atraes on the enr.:i,omee or nitrogan metabolia·m in mung bean 

11 



•• 

{.!l..i.Jr.nA rnatnro W!lczeck) nodules. PJ.anr. Ce11 and &nv!ronment 

81195-200 • 

Lovola-var¡:as, V.M. and E. sánchez de 31ménez (1984) 

01rrerentia1 rolo ce clutamara dehvdrocenaae in nitro&en 

metaboliam or maize tieauaa. Plant PhVSiol. 761 536-540. 

9. Lovola-Varitaa, V.M. and E. Sánchez do J1m6nez (1986) 

Reculation or &l.Utnmine svnthetaae/&luramate B.llnthaaa cvc1e 

in maiza ti••Uoa. Errect or tho nitrocon aourae, 3, Pl.ant 

Phv•iol. 1241 1~9-156. 

10. Lovo1a-Varcao, V.M., A. VAnez, J, Caldera, c. oropeza, M.L. 

Robert, J, Quiroz and K,N, Scorer {1987) Nitrocen mataboliam 

in Cnna.yp>1e ona.fformto (L.) oc. :rz. Chan1tin1t activitioa or 

nitro¡:en aaaimilatinc enzvmea durin1t erowth. 

Ph.llaiol. In presa. 

J. Plant 

11. Miranda-Hamo M.L. and V.M. Lovola-Varcaa (1987a) .I.n ~ 

errecta or PEG and prolina on aJrll'llonium aaaimilation enzvmaa 

or maiza, J. Plant PhVaiol. In proas. 

12, Miranda-Ha.m, M.L. and V.M. Lovola-Varcaa (l987b) Studv or 

enzvmaa involved in a.mmonia aoaimilation undar water and aal.t 

atrasa in maize. J, Exp. Bot, Submittad. 

L.G,, G,R. Stewart and J.W. Bradboer (1984) Prolino 

and ClVciUt1betaino inrl.uonce prorein aolvation. Pl.ant 

Phvaio1, 751 974-978, 

14, Patoraon, G.L. (1977) A aimPlirication or the protein aaa~ 

12 



method or Lowry ~ Al. which ie more epplicable. 

Biochem. 631 3~6-356. 

Ana1. 

i~. Randal1 Weiez, P.• R.F. DeniDon and T.R. Sinc1a1r {1965) 

Reeponee to droUKht etreee or nitro~en rixation {acetvlene 

reduction) ratee bY eie1d ~rown eoybeana. Plant Phyaiol. 761 

525-530. 

16. Roaentha1, G.A. (1970} :inveat1~at1ona canavanine 

biochemiatrv in the Jack Bean p1ant, Cenoye1t9 cnotfnrm1R 

{L.) OC. 1. canavanine uti11zation in the deve1op1n~ plant. 

Plant Phvaiol. n61 273-276. 

17. Stewart, G.R. and F. Larher (1960) Accumulation or amino 

acida and relatad compounda in relation to environmental 

etreaa. 1n1 The Biochemiatry oe Plante. Vol. 5. Kdited bY 

P.K. Stumpr and E.E. Conn. PP 609-635, Academic Praaa. N.Y. 

13 



LeKenda to fi&urea 

Pi&ure l, NAOH-GOH (A) and GS (B) activities in roote or control 

(C), Wa'ter (Q) and Bal.t {.O.) 111treeaeO .C.... on5ffprmte 

plante, 

Pi&uroe 2, ffADH-GOH {A) and GS (B) act.iv.itiee .:l.n tha f.:l.roet leavea 

or non-a'tresaed (a). water e o) and ealt e .o.) atroeeeed 

pl.anta, 

Pieure 3, scannin&a oe zvmo&rama rrom extracta oe roota eroom 

aontrool. (A), water (B) and o4l.t (C) atreaaed J:.... 

enaieprm1o planta. Li&th linea cororeepond to 'the 12 h 

treatment and heavv linee to the 24 h treatment. 

Pi&Ure 4. scann.:l.nes oe zvmo&ra.me erom extracto oe firat l.eavea 

erom control (A), water (B) and ea1t (C) atreaaed 

plante. L.:l.&ht linee correapond to the 12 h treatment 

and heavy linea to the 24 h treatment, 

Pieure 5, GDH and GS aativitiea in root extracta erom control. 

(O). water (O) and aal.t (.o.) etreaaed planta eor 12 h 

and then eubjected to an in~ treatment With PEO 

(A,D), PEO and prol.ine (B,E) or &lYcine betaine (C,P), 

Pi&ure 6. ODH and GS activitiea in e.irat leavoe extracte erom 

control. pl.a.nt• (O), wat'er (O) and aal.t (.o. ) etreaaed 

planta eor 12 h and then aubjected to an in ~ 

treatment w.:l.th PEO (A,D), 

elycinebetalne (C, P), 
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Fi&Ure 7, GDH and GS activitiea in root ~xtracta trom control 

(O), watav (O) and aalt (.o.} atvaaaed planta ror 2h h 

and then aubjacted to an in l!.i.:t.r.a. traatment with PEG 

(A,D), PEG and pro11ne (B,E) or e1vc1nebeta1ne CC,F). 

Fieure 8. GDH and os act1v1t1ea in r1rat 1eavea extracta trom 

non-atreaaed pl.anta ( o ) , water ( O} and aa1 t 

atreaaed planta ror 24 h and then oubjected to 

" ) 

an .1.n 

~ treatment with PEG (A,D), 

or ~l~cinebataine (C,Y), 

PEG and proline (B,E) 
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Su1M1arv 

zn order to determine which cou1d be the pathwa.v or 1U1Unon1um 

aaaimilation durinc atrasa, the errecta or po1vethv1enec1vco1 and 

proline in c1utam1ne svnthetaae and clutamate dehvdrocenaae 

act1vit1ea were studied emp1oy1nc the J..n. ~ avetem or Palee c..t. 

Al. (P1ant Phveiol, 751 974-978, 1984). A dirferent1a1 action or 

Po1vethvleneclvcol on tho enzvmea extracted rrom leavea and recta 

waa observad. The reeulta eucceet that in the roote ammontum 

aeaim11at1on could be accompliehed bV c1utamate dehvdrocenaeo 

eince it preved to ba more reaiatant to oamotic streee and the 

arr1nitv or the etreased enz.vme ror mnmonium wae increased lOOH 

bv pro11ne, 

Kev wordai .z.e.a. mA:lA L., 

avnthetaae. J..n ~ etreae. 

Abbrev1at1ons: ªº"· 

c1utamate dehvdrocenase, clutamine 

GS, c1ute.m1ne 

evnthetaee: PEG, polvethv1eneclvcolr PVP, polvvinVloVrrolidone. 
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1ntroduotion. 

The accumulation ar rree amino aoida, and particu1ar1V 

pro1ine, in planta Krown under wator atreaa haa been well 

documentad (Aapinall and PaleK 1981, Shevyakova 1983). 1t h&S 

been propoaed that proline aocumulation la a meohaniam ar 

oamoreKU1ation. However, there ie little evidenoe to eupport thia 

oxolanatton. One conceptual approaoh in the oearch ror a role ror 

prolina hao centered on the amelioration or deleterious errects 

or heat, pH. salta, chemicala and drouKht on enzvnze activitY in 

.in~ cell and orKanolle eyatema (Pollard and W~n Jonea 1979, 

PaleK ~ Al. 1981, Ahmad ~ Al. 1982, Naah AlO. Al. 1982. PaleK Al;. Al. 

198U), In all reportad caaee, proline provided a conoentration-

dependent protection aeainet a ranKe or atrasa conditiono. 

On the other hand, hiKh concentrattona ar proline nave been 

attributed to the inhibition ar ite oxidation under water etreea 

(Stewart JU. a.l. 1977), to inhibition or proline incorporation into 

a proline-rich protein (Shiralipour and Woat 198Ua), and to the 

continuoua avntheaia ar thia amino acid undor atrasa conditione 

(ShiraliPour and Weat 198Ub), 1n the latter, the incorporation ar 

nitroKen, nitrate ar .iunmonium ror amino acid e~ntheeia would be 

neceaaary and either GS and OOH, ar both, muet be active ror auch 

runct1on. 1t h&a been reoorted that under J.n ~ osmotic otreea 

GS act1V1ty i• iowerua 

increaeed (Becana e.l:. 

(Pa1c~ ~ Al. 

AJ.. 198U, 

198U) and GDH act1Vitv 

Kaur iu_ Al.. 1985). 

Nevertholeaa,there ia no conciuaive ev1dence to ohow Which enzvrt1e 

remaina active durin~ water atreee. 
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Th~ preeent etudv describes tho intoractiona between GS, GOH, 

PEG-6000 and pro1ine in the i.n ~ evatem ueod bV Palee and 

coworkera {Palee A.t. AJ. 1984) in order to determine which enzvme 

could be reeponaible ror the incorporation or ammonia into amino 

acida. 

Materiala and mathode 

Plant material. Maize Planta {ze.a, Ma:l.A L. ver. 

criollo) were erown in moiat aerolito end watered d&i1v ter 10 

de.va borore herveetine. Thev wero kePt in e erowth chamber at 

25ªC with a 12 h photoperiod at 3000 lux. 

Enz.vme extraction. Tieauea were rrozen with liquid nitroeen 

immediatelv arter harveatine and eround to a rine powder With 

mortar and peatle. The powder waa then homoeenized in a Polvtron 

ror 2 min with 2.5 volumea {w/v) ar extraction butrer (50 m.M 

PVP). Tria-HCl PH 8,2, 5 mM mercaptoothanol and 5X 

The homoeenate waa riltored throueh 4 le.vera ar cheeaecloth and 

centrirueed at 14,ooo x e ror 30 min. All manipulationa wore done 

at ••c. The eupernatant waa omP1oved ror PEG-induced 

preciPitation, 

PEG-induced precipitation. PreciPitation waa carried out in a 

volume or 1.0 m1 PKG (PEG-6000, ~.T. Baker) and/or pro1ina were 

diaeolved in o.4 ml 50 mM Tria-HCl, pH 6,5, prior to the addition 

ot the cruda extraot. Artor addine the extract, the samplee were 

vortexed and a1lowed to stand in ice ror at laaet ~5 min, The 

oampiea wore contrirueed at 3,000 x e ror is min and the 

• 



eupernatanta usad tor enzvme act1Y1tv determ1nat1ona. 

Enzvme aesays. NAO-, NADH-GDH and GS aeaava were pertormed aa 

deecribed bv Lovola-Var1taa and s&nchez de 3iménez (198~. 1986). 

Aminative and dee.minative GDH aotivitiea were detined as nmoles 

ot cotactor reduced or oxidized per minute, reepectivelv, and as 

aotivitv wae expreseed as fUDolea ot J'-clutanwl- l'-hvdroxamate 

tornied par min. 

Petereon (1977), 

Protein content waa determinad accordinc to 

Resulta 

GS activitv trom the root diminiahed When PEG waa preeent1 at 

30~ PEG onlV 20~ ot GS aotivity remained in eolution. However, 

with 1 M proline preaent, 

with 80~ PltG (Picure 1). 

60~ ot the oricinal activitv remained 

Theae resulta contraat markedlV with 

thoee obtained with NAD(H)-GDH trom the root. GDH remained in 

aolution at hilth concentratione ot PEG independentlv ot the 

presenae ot proline (Picure 2). 

The responso obtained with the enzvmea extractad trom the 

leaves waa completelv dit~erent to that obtainod tor the root. Xn 

the preaence ot PEO, tirat leat OS aotivitv remained the se.me 

whether or not there wae 1 M prolino in the avatem (Pieure 3). We 

obuerved a aimilar roaponso with aecond loar GS (data not ehown). 

Even thDUKh NAD(H)-ODH patterna o~ activitv in tha tirat (data 

not ahown) and eecond leavea (Fi~ure ~) in the preeonae ot PEG 

were independent oe proline aonaentration. onl~ 20~ o~ the 
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aativitiee remained in eolution, 

the GDH rrom the root. 

in contreet to the 70% round in 

Anunon1um Km valuee tor root GDH were not modiried bV 50% PEG 

or bV 1 M pro11ne. ttowever the enzvme ehowed an 1ncrement ot 100~ 

in ita attinitV ror ammonium When PEG and prol1ne were preaent 

eimultaneouulv (Table 1). 

D1ecueeion 

The reeulta uhow that relat1velv hiKh concentratione ot 

pro11ne prevont tho prec1p1tat1nK action ot PEG: prolino action 

ie hiKhlY selectivo eince it Kreatlv attecte GS activity trom the 

root but not rrom the leavea. However PEG atreee hae no ettect on 

aminative or daaminative root GDH activitiea. Theee reuulte 

eUKSeet that in ~ stress may exert a ditterential action on 

ditterent enzvmea, in thie particular case, on the two enzvmee 

reuponeible tor a.mruonium aaeimilation in hi~her planta (Mitlin 

and Lea 1980). There ia atill a lot of eontroverev on how plante 

eubjected to ditterent typee ot etreau aeeimilate nitroaen. In 

aome aveteme it ie eueaeeted that GDH could be the kev enzvme 

(Kaur AJ;. Ai. 1985). but in othere, the GS/GOGAT cvcle 1B 

coneide~ed to be more 1mportant (Bottacin JU .a.l. 1985). Our 

resulta show c1ear1v that GS act~vitv in roote in aenaitive to in 

~ PEG qteecte, while GDH is more rae1atant. Thia mav aucce•t 

that, in maiza roo ta, ammonium aaaimilAt~on durinc etreaa is 

aaaompliehad bV GDH oinco ~t not onlv remaina in eolution but 

aleo ita a~tinitv ter thie ion ia inereaaed 100%. Thia m&V' be dua 
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to a conrormational chanKo in the enzvmo as a reault or 

thermodvnamic 1nteract1ona or the avatem aolute-water Wi.th 

proteina1 proline me.JI bind wator to proteina and thua maintain 

thair hvdration. HiKh proline level.e (35 pmol a: drv wt-•) are 

accumul.ated in matze pJ.ante ae a reaul.t or droua::ht, as :tbarra and 

Sénchez de ~iménez {personal communication) and :tlahi and 

Dorrriina:: (1982) have observad in ~. :In the J.oavee, the 

al.tarnative aituation m&Y occur and the GS/GOGAT cvcle could be 

runctionin& durina:: atrasa J.n ~. On the other hand, it ia 

known that thera ara two GS, cvtopJ.aamic and chloroplaatic, ""º 
that thoir ratio varica accordina:: to tho opociao. Zn maize 

leavea, both GS occur in approximatel.v the ea.me quantitiea 

(McNal1V Aj¡ AJ. 1983) and cvtopl.aamic as or photoevnthetic tiesuee 

ie verv e1m11ar to GS or non-photoavnthetic tieeuee. The reeuita 

ahown in r:1.a::ura 3 eua::a::eet that tha cvtopJ.aamic GS ieoenzvn1a ie 

aanaitive to atraes wh:1.ch woul.d aeree w:1.th GS behaviour in the 

roo ta. In aummarv, PEG exerta an inactivatina:: errect on the 

ammonia aae:1.mil.at1n~ enzvmee in maizo. Tho reeponee to PEG 

dependa aia::nit'icantlv on the tiaeue rrom wnich thaae anzvmea a.re 

extractad and PEG not onlv causes anzyma inactivation but al.eo 

chanKBB in thei~ kinetic parametera. 
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P'i11:uroe lecends 

Fill:Ure l.. 

P'i11:ure 2. 

P'1CUt'O 3. 

Picur:-e la. 

Residual root GS activitv af'ter:- PEG troaatment in the 

pi:oeeence ( o } , and abaence (e } , ot' 1 M prol.ine. 

Residual NAOH- (A} and NAD-GDH (B) act1v.1t1ea f'rom 

the roota af'toro 1ncubat1on with PEG (e}. and Pe:a 

PlUB 1 M PrOline (a ) • 

Residual. GS activit~ f'rom the f'irost 104t' af'ter PEG 

treatment with ( D ), and w.ithout (e), 1 M prol.ine. 

Residual. NADH- (A) and NAD-GDH (B) act.1vitiea f'toom 

the aecond leaf' af'ter incubation with PEG (e), and 

PEG pl.ua 1 M pt'o1.1na ( O ) • 

11 



.TABLE 1 

Ammonlum Km values for GDH under dlfferent condltlons 

NH! - Km (mM)* 
TJ!EATMENT 

ROOT FIRST LEAF 

NONE is.a 23.3 

+501. PEG 28.B 16.5 

+1 M prol ine 23.5 16. 1 

+SOS PEG 
+1 M proltne 13.7 31. 7 

• For Km determlnatlons. PEG and/or prollne was added to the reactlon 
mlXtUre-:- After PEG and/or prol lne treatment- the-supernatant phase was 
used as the enzyme source. Km values were calculated f.rom Llneweaver­
Burk plots. 
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