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 RESUMEN. -

i_as plantas, al ser smmetidas.a pérdida_de.agu;, presentan

cambios en el metaboiismo deiunftrégenm. El cbijetivo principal de
este trabajo fué establecer  urn siﬁtema. para determinar
la secuencia de los cambigs en los niveles de amonio, glutamato v
aminoacidos totales y la actividad de las enzimas asimiladoras de
amonioe, glutamino sintetasa (B5) vy glutamato deshidrogenasa (GDH)
dui-ante el prrocesao de péerdida e agua 2n Amarant hus
hypochondriacus, Las determinaciones se hicieron en la hoja de
una planta que se deid de regar por & dias o en un euplante del
mismo tejido sometido a pérdida de agua en una soluwcian de PEG L
—0.5 FrPRPad.

La velocidad de la pérdida de agua no alterd la respuesta
bioguimica puesto gue los eventos tuvieron tugar en el mi sma
intervalo de CRA tanto en planta completa como en enplante, el
cual alcanza en 14 horas los valores de CRA que la planta alcanza
en &4 dias. Se sugiere gue @l CRA , como indicador del status de
anua, nuede ser udbkilirado para establecer una relacidn entre ia
pérdida de agua vy Los eventos bioguimicos.

lLa concentracidn de amonio presentd dos incremaentos al
primero e llevd a cabo en el intervalo de CRA de 85-8H24 v el
segundo a menos de /PE. Puesto que el aumento en ia actividad de
G5 ocurrid en el intervalo de CRA entre Ba vy 7Y3%, se suglierce que
2l amonio es reasimilado a través del ciclo G5/60GAT. Los nivelesg

de aminoicidos se ancrementan desde valores de CRA de BOLZ por o



que se sugiere que la ssgunda elevacidén de la goncentracidn de
amonic podria provenir de la desaminacidn de los aminoicidos
derivados de 1a hidraiisis de proteinas.

En ausencia de lu: no se observa un incremento notable en l1a
actividad de (5. La acumulacidn de amonioc v de amincAcidos se
lleva a cabo en menor magnitud vy a valores de CRA menores que los
observados en presencia de lucz

Por otro lado, los resultados obtenidos de los tplantes
sametidas & agoblio saline indican que gl compaonente idnico del
agobio es mAs tduico gque el componente osmdtico,puesto gue, a
pesar de que los valores de CRA no disminuyeron notablemente, =1=
encontrd una ligera acumulacidn de amonio  yun incremento en la
actividad de GS en las primeras cuatro horas.

Se propone que el sistema de iplantke de Amaranto es  un
sigtema adecuado para el estudio de la respussta metabdlica a la
pérdida de agua asi comna de los sistemas de transduccion de

seffales involucrados en esta respuesta.,

I



" ABSTRACT

The possibilit?jtﬁat.cﬁén§é§ in Relative Water Content (RWC)
:dufing QéﬁgﬁhldSS'énuid”bé cdrrélaféd'_fo. biochemical aevents in
.sho?t”ﬁéFféﬂsg'Gasfinveétiﬁatéd.

| 'ft 'Ha5ﬁLbeen  demonstrated that RWC could determine the
bié:ﬁemﬁ&éf?eéeﬁté'sinde_thésé events occuwr within the same range
 §fLEﬂQ iﬁ;thie{éiaﬁts'fseven days of stress) as well as 1in
'detaqﬁed 1éé§esﬁttéﬁﬂhuurs of stress).

'chapgésfnn'ﬁitrngen metabolism under water deficit have beoen
thtﬁuéh]yJPepbrted; These studies have been perforined over long
wétfgsg béri@ds. it hazs been found that under short periods of
.gtress (19 h) our system presents biochemical changes. There is
an. éccumulation of ammonia, which is reassimilated by the
glutamine svnthethase. Thus, levels of glutamate decrease. Effeck
of darkness and MMalll on anmonium levels and on glutamine
synthethase activity are also reported.

We suggest that detached leaves af Amaranthus
hypochondricocus could be a good system +or study metabolic

recponzes to wWater deficil in shor U oper dods.
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L. INTRODUCCION .

‘a  cambios en la

ﬂ?dééarrclla. En

-conse:uencxa, presentan adaptac1unes que les permlten sobrevivir a

Flu:tuac1unes pequeﬁas dE 1a humedad del medxu ambzante asl Ccomo a

dé+1c1ts e%tremas de agua (Framer, 1980). La. tolerancia a l1a
per-dida de agua usualmente- 1nvnlu:ra el desarrollo de bajos
potenciales osmdticos mediante la acumuiacidon de solubos {Margan,
1964} . Enﬁré Ing sElutos acumul ados en respuesta al agobio de aqgua
se Han repDrtadD compuestos nitrogenados como aminas cuaternarias,
principalmente glicinabetaina, vy aminoacidaoszs como la p@rolicna .
Storey and Wyn Jones, 19773 Stewart and Les, 19/74) st mismo, los
cambios en el metabolicsmo del nitrdgeno provocados por la pérdida

de agua, han sido reportados. (Miranda—-Ham v Loyvala—Vargas, 1987).

l.os cambips en el status de agua pueden  ser indicados a
través de cambios en el potencial de agua o de cambios en el
contenido relative de agua (CRA)Y. £l potencial de agua ha sido
utilizado como una medida de aaobia de aqua, aungue no  se ha
establecido z3i realmente es w parametro critico que determine las

funciones ficioldgicas (Bradford vy Hsiao, 1%982).

k3

En 21 presente  trabajo =g describen los cambios i los
niveles de amonio, de amincldcidos libres v de glutamato, asi como
on las actividades de las enzimas glutaming sintetasa y  glubamato
deshidrogenasa, provocades por la pdrdida de agua, pupresados en

funcidn del cantenido relativo de agua para estcablecer dne



secuencia de estos eventos bioguimicoms a medida.que la planta wva
perdiendn Aguaa y utilizando coma | sistema - . a Amaranthus

‘hypochondriacus.

11 ANTECEDENTES |

I1.1. Relaciones. de.aqua entr-e plantas y. suelc.\-

- El- pntenclal -de agua ,&_f de{ine ‘cumo la energia libre
.pnr mDI de agua vose expresa cnmn. : w = v, * ¥ donde w_  es
-igual al putenclal usm6t1ca y w - ‘el potencial de turgencia. Si
_:an51deramns que El valcr del potenc1a1 hidrico del agua pura es
de cero,_entnn:es los solutos disueltos causan  un potenci al de
agua. con valores negativos. En el sistema suslo-planta—atmésfera,
_ibs'putenciales de agua son uswualmente negativos. En consecuencia,
-dadn que el potencial hidrico del suelo es el menos negalbivo vy =3}

de la atmbdsfera =21 mAs negativo, el agua fluye a travées de la

pPlanta (FPassioura, 19832).

[l.2. Relaciones de aqua en las células.

En la hoja, 21 medio externo es 21 liguido gque se encuentra
entre los espacios intercelulares vy en lag paredes celularaoes
(apoplasto). En eskte ifquido, la concentracidn de solutos es muy
peguelia ;asi, w, no contribuve sionificativamente al potenrcial de
agus del apoplasto el cual esta determinado por las AFuerczas
m&btricas ejercidas por las paredes celulares. For lo tanto, el
potencial de agua del apaplasto es igual al potencial de matricz (p =
wm). Dentro de la célula, se considera que el valor del

potencial de agua vacuolar es eguivalente tanto al del citoplasma

~



como al de la célula en general. En la vacuola , =1 poltencial de
agua esta determinado practicamente par el potencial osmaticao.
Entcncegﬁ_ .' ::,_ S Yooe — Pn

_E{ puténqiéL de:a§ua:de la vacuola suele ser mAs bajo que el
pqténti§i de;agﬁé7de1 épuplastc. Por lo tanto, &l agua tiende a
1¥1uir. ha;iai ?a._vé:ﬁD1a " incrementando =1K volumen Y4 en
CDﬂSéCQEnCia;-aUmEntéﬁdD 2l volumen celular. Sin embargo, al
_incfeménto en el Qalumen celular esta limitado por 1a elasticidad
de las paredes celulares, dando lugar a una presidon de twgencia
que eleva el potencial de  agua {(Jarvis vy Tyree, 1982). E1
dgsarrolla progresivo vy continuo de la presidan de turgencia
causadn por el influjo de agua se ilustra por el diagrama de
HGfler (Fig. 1. Cuando la fuerca motriz para la entrada de agua

Bg Ccero, la cédlula ha alcanzado su volumen maximo. Entonces, w
vag

= y;p + wﬂ = .

El contenido relativo de agua (CRA), es decir la proporcidan de

agua que contiene una planta, se define como:

donde Fi es el peso inicial de la muestra, Ps corresponde al peso
seco ¥ Pt es el peso de turgencia maxima. For lo tanto,
al establecerse la correlacidn entre el potencial de agua y el

utiliza 13 siguiente exHpresidn (Fig. 2. Richtar, 19761 ¢

1.3z, Relaciones de  agua en condiciones de agobio.
La disminuecidn del valor del potencial oasméltico (wﬂ)en

respuesta a la pérdida de agua v a éstres salino es  un fendmena
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FIG. 1 DIAGRAMA DE HOFLER
Vi volumen de la ceélula; Vg : a plasmoltisis., V, a
saturaclén completa. ©: Potencial dsmotlce dal fluldo
celutar. _T: Preslon de turgencia. S: tension de succldn
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FIG. 2 DIAGRAMA DE HOFLER MODIFICADO POR RICHTER
CRA: Contenlido relativo de agua
Y potenclal de agua
Yy pOotanclal total
l'..potencial. osmotico
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repor-tado ( Tyree v Jarvis, 1%82). Lsta disminucidn pucde ser
consecuancia de una respuesta pasiva a la pérdida de agua. 8in
embérgu, algunas plantas presentan la capacidad de acwnular
aigunﬁs solutos cmmm. aminoacidos, aminas cuaternarias o
carbohidratcs para mantener el aradiente adecuadoao para la
captacfén de aéﬁa y un potencial de kurgencia positivo (Clarke vy
D_urles_)-, 1981).

. | Los solutos utilizados por las plantas sometidas a agobio
salifio para disminuir g1 potencial osmético pueden ser tanto ionas
cﬁma compuestos organicos. La prolina vy lz glicina betaina se
acumul an en citoplasma y los iones deben ser concentrados en la
vacuola, pupsto que la actividad enzimatica es sensible a sodio
(Wyn Jones &t al, 1777; Folkahoff-Meyer, 1981). Asi,; las plantas
resistentes a la salinidad tienen la caepacidad de usar a los iones
" para evitar la pérdida de agua sin que elercan su efecto ténico
sobire el metabolismo Flowers, 1977 ). Los compuestos organicos
que se  acunulan en el citonliasma, came la prolina Y 1a
glicinabetaina, nao disminuyen la actividad enzimatica e incluso
pueden estabilizar sistemas enzimiticos por lo que se  consideran
coma solutos compatibles {Borowitzhka v Brown, 1274: UWyn Jones et

al, 1977).

Il.4. Metabolismo del nitrdgeno (fig. A,

El amoniao producido a partir de la reduccidn de nitratos por
medio de la nitrato reductasa o durante el proceso de
fotorrespiracipn puede ser asimilado por dos vias alternas:

1. Aminacidn reductiva de un cetoacido dando lugar al amincacido:

+ +
O-cetoglutarate + NHa + MADIPYH + H === glutamaloe + NADP)



CLOROPLASTO

PEROXISOMA

Glioxilato=—= Glicina

MITOCONDRIA

Cl-Tetrahidrofolaro

*Glicina

Glutamato 20xo0g lutarato 5 6
*\»\____F__,—”’ Alanina Piruvato
T 7
Glutamato Glutamina 20xoglutarato Glutamato
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3
\
NO2
I\IO2
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FIG. 3 ESQUEMA DEL CICLO DEL NITROGENO

Actividades ENzimaticas:
2. Nitrito Reductasa,

1. Nitrato Reductasa,
Glutamino Sintetasa,

4, Glutamato Sintasa (GOGAT), 5. Glutamato-glioxilato

aminotransferasa,

Complejo Glicina descarboxilasa

7. Glutamato Deshidrogenasa.




uzo. l.a epzima gque cataliza esta 'rea&cién ez la OGlutamato

Deshidrogenasa (GDH: E.C. 1.4.1.3ﬂ) y se encuentra ampliamente
d?stribuida en los diferentes tejidos vegetales. En las celulas
de hoja se encuentra tanto en mitocondria como en cloronlasto (Lea
y Thurman, 1272).

2. Incorporacidn de amonio & la posicidn amida de la glutamina vy

s5u posterior transferencia a la posicion a« de un a—cetoacido.

1} glutamato + NHa + ATP —/me——2"— glulamina + ADP + L

; . +
2) glutamina + o~celoglutaralo + ferredoxina o NADMPMI + M g

zglutamato + ferredoxina oxidada o NADP),

lLa primera reacclidn es catalizada por la enzima glutamineo
sintetasa (Z.C. &6.3,1.2.) que se encuentra localicada tanto en
citoplasma {(GSI) caomo en cloroplasto (GS11). l,a gliutamato

sintetasa (BOGAT), ms decir, la enzima glutamino:a-—cetoglutarato
aminotransferasa MNARFIM (E.C. 2,4.1.5.53.) o ferredorina reducida
(E.C. 1.4.7.1) son las enzimas que intervienen an la segunda

reaccion (Miflin et al, 1981).

I1I.%. Influencia de la pérdida de agua s=mobre el metabolismo
nitrogenado.

Durante la pérdida de agua ocurren uwna serie de cambios
metabdlicos ademas de la disminucidn en el potenci al de agua
Fuesto gue muchas plantas utilizan compuestos nitrogenados como
golutons compatibles, S considera que los cambios en ol
metabolismo del nitrdgeno son de importancia especial.

La pérdida de agus provoca una  acumudlacidn de amonio vy de
aminoicidos totales ( Levatt, 1980} y cambios en la actividad de

las enzimas asimiladoras de amonio (Miranda--Ham vy Loytola—Vargas,



1287, For lo tanto, en el presente trabajo se ‘sugiere qgue el
metabolismm de'lba.aminaacidos v ‘los me:anismns de asimilacidn de
'amunxa sa encuentran 1ntegra1mente 1nv01ucradaﬁ en las respuesta

de 135 plantas a la pérdzda de agua

fsé”‘ha' cnn51deradc que 1la, acumulacién de amonio v de
.ahihoééiﬂdsf sbn'iresultadu' de ‘un desarregla. en la sintesis
.pfntefﬁé.tLéyitt; 1980) . La sintesis de proteinas se inhibe

.{nmédiétaméate.pnf el éstreé fde agua vy el proceso de proteoclisis
phé‘dé estar aumentado (  Cooke et al, 1979 . For otra lado, la
.;ééhh@iaéiﬁﬁ'dé‘ammnio puede ser resultado de un incremento en el
ﬁetébuiiému.fotorrespiratoriu via glicina para la sintesis de
serina.( Pulich, 1986).

Aungue la actividad de la nitralto reductasa (NR: EC 1.6.6.1.)
sé:reduce generalmente cuando las plantas son sonelidas éstres de
_agua'(Murilla et al, 12?737 Sivaramakrishnan el al, 19a8) , se ha
considerado gue esta enzima podria ser responsable de la elevacidn
del amanio.

Fuesto que la velogidad de generacidn de amonio puede exceder
a la velocidad de asimilacidn base, la planta debe activar sus
mecanismos de reasimilacidn de amonio de manera rapida y
efictentementae. Las enzimas gque participan en la asimilaciéon de
nove deel amcnio soi la glutamato deshidrogenasa v el ciclo en el

ue participan la glublaming sintetasa v l1la glutamato sintasa
q o P .

dependicente de NADFIH o de forrodonina. Lo cambios  en las
acltividades de estas enzimas provocados por éstres de agua han
sido reportados. La actividad de la GUOH 25 mavor en Pennisetun

americanun, Vigng radiata v Fhaseolus vulgaris ( Rottacin et al,

198%; Kawr et al, 178I; Jager vy [Ileyer, 1977) en respuesta al



gstres de agua, mientraé que péra Pisum sativum, Zea mays Y Sueda

marttima, la GS presenta 1ncrementor en su  actividad (Rakova et

-ap;¢19zsg'aaucaud v H'llard

:éiacfén entre el‘:nntEnidnArelativn de agua y los cambios en

_?metabolzsmo prnvacadms par.la pérdlda de agua.

%La-seyer;dadrdul déf;::t de agua puede ser indicada a través
'dei' canten1dn: relatlvn de agua y correlacionarla cohn los

:tambxnsk

-metabéllcas que ﬁé-pFESEntEH.

En general, los cambios metabdlicos sufridos por las plantas

el

'fsometldas”a“'pérdlda- de agua han  sidooupresados en funcién  del

pmtenc;al de égua. (Fitter y Hay,1983)
k Léélcambicg.en el potencial de agua han sido relacionados con
ins-eémhic; en la concentracidn de acido abscisica (ABA) (Zabadal ,
1974z Wright, 1977). Se ha diccutido gque el paramétro critico doe
las relaciones de agua gque determina el incremento en los niveles
de ABA es la pérdida de turgencia (Fierce and Raschhie, 1978 .
5in embargo, &n otros eventos biocguimicos. no sa ha podido
establecer =i el potencial de agua o uno de sus componentes
pueden ser wun parametro critico que determine las funciones
fisioldgicas < Brad{ford and Hsiao, 1982} . Asimi smo, la
medicidon del potencial de agua precsenta dificultades do tipe
metodoldgico gue impiden establecer wuna correlacisésn entre 1a
figiologla de la respuesta yv el valor del potenci al durante Ia
pérdida de aguia.

Far otro lado, el CRA ha mostradeo ser una madida nas adecuada
pare corrclacionar la actividad metabdlica con el arada de la

p&rdida de agua. En paztos uq, e ha determinado un valor de CRA

2?



que ;mrrequnde él puntm'de muérte ACRA= 0.25 ¥ o.0u ¢ Sinclair v
Ludlow;'iQBS);_ La reducc1én en la'_fntnsintasis de  cloroplastos

;ometzdns a- éstres esta asoc1ada a la reduccidn del valumen

'eattgmgl, cluraplaﬁtn se. puede considerar como un

';dsmdhéffu‘en lns 1ntervalas fisiulégicos de deshidratacian, la

;reduccxén’del volumen de la célula puede reflejar la reduccisén del

.vclumen del_cloruplastn la reduccidn significativa del proceso
fntnslntét1cn cumien&a cuandc Ia célula ha alcamnzado un valor de

.7__CF<A de 0)..- (halﬁer, 1‘?82).

?¥1.3: %5;£icipaéi¢ﬁ del walcio en la pérdida de agua,

. 1 calciﬁ,'par medio de sus dos  cargas positivas, ayuda a
egtabilizaf las membranas estableciendo puentes entre los
fasfolipidos con cargas negativa qgque se egncuentran en éstas. Paor
otro lado, el calcio puede incrementar el status hidrico de dos
especles de yute sonstidas a epstrés de sequlia (Chowdhury, S.8R. v
M.A. Choudhuwri, 1984}

En un medio ambiente salino, cuando  la concentracidn  de
calcio es baja, existe un i1ncrementao  en la permeapilidad de la
membirana & los iones Na® y ©17 (Greenway, H. y Munns, 19803
Rains, D.W., 12972). fisi misme, edtiste evidencia directa de gque el
sodin desplaza al calcio asociado a2 la membrana  (Cramer et al,
1985 y que afecta los niveres de calcio intracslular ¢ Lynch vy
Laiichli, 1988). Se congidersa gue ]l calcin exdgeno puede  reducir
el efecto de la salinidad al incrementar la entrada de calcio vy
reducir la de sodiao {(Lynch vy bLatchli, 1%885. FPor 1o tanto, el
caleio parece participar activamente en Los procesos de tolerancia

a salinidad,

iQ



Se_cansidera que los cambios ‘en el metabolismo del nilbrdgeno
pravacadaos por 1a 'péfdi:da.'.de.agua 'puedén ser descritos cen funcidn
dal cbntenidp,rélgtiyn de;agﬁa'indeﬁendientemente de la velocidad
#an QUE Dchffé esta'hérdida de agtia. bDe esta manera sSera posible
éﬁﬁlicaﬁLlﬁé'#émbioé_én-lns'nive195 de amonio, aminoacidos libres,
. asimiladoras de

glutamato vy eh las actividades de las enzZimas

amonio de una manera integrativa.

11



| I1I.DBIETIVOS

_Ei-'pbjétIQn. principal de este trabajo fué establecer un
sisfemé qﬁe responda  bioguimicamente a peguelias pérdidas de
agua §.5i asta respuesta biaquimica es fumcidn del cambio en
CRA. .Tamhién s pretendid determinar i los camhios en laos
niyeleé dge amonio, aminoacidos libres vy glutamato, y de las
actividades de la Glutamino Sintetasa vy de la Glutamato
'Deshidrngenasa se llevan a cabo en forma secusncial.

Objetivoz particul ares.
1. Establecer los cambios en los niveles de amonio, aminoacidas
totales v glutamato en respuesta & la pérdida de agua en el
sistema de explante.
2. Establecer los cambios en la actividad de 1la glutamino
sintetasa y de la glutamato deshidragenasa en respuasta & la
pérdida de agua en el cicstema deo esplante.

S. Detarminar la relacidn entre la respuesta bioguimica v el
contenido relativa de agua.

4. Determinar si la planta completa responde de la misma manera
gque el sistema de explantes para establecer si 1a velocidad de la
perdida de agua afecta la respuesta biogquimica.

. Estudiar el efecto de oscuwridad scobre la respuesta bioquimica.
6. Estudiar si el MaCl, al provocar cambios en la disponibilidad

de agua provoca una respuesta bioguimica similar a la establecida

duranto la pérdida de agua.

el



IV MATERIALES Y METODROS.

I.U.i. Material .Binlégico

Se_futilizérun hlantas de Amaranthus hypchondriacus L. tipo
ﬁerﬁadu:(IHIFﬁP, Chapingo, México; donade por. el Ing. Eduardo
Esﬁitia)_de:b.é '8 semanas de edad, crecidas en tierra balio

condiciones de invernadero

IV. 2. Modelos Experimentales

Se utilizaron dos modelos experimentales: Flanta completa vy
'égﬁlénﬁes de dAnaranthus hypochondriacus.

Planta Completa:

.El tratamiento de agobio hidrico en las plantas fuée de siete
dias; cada dia se determindg 1 valor de CkRA en hojas maduras
totalmente expandidas y se tomaron muestras de hoja para la
determinacidn do metabolitos vy de actividad de las encimas G5 vy
GDH. Las muestras se caongelaraon a ~-70°C.

Las plantas sometidas a agobio salino se regaron diariamente
durante siete dias con una solucidn de cloruro de sadia 300 mp;
cada dia se determind el valor de ERA yv se tomaron las muestras
correspondientes.

Explante:

lLos peciolos de hojas  totalmente enpandidas y tuwrgentes se

introdujeron en una solucidn de polietilenglicel al IS4 (HEG
G, 0008 0. S5MiFal) ., Se tomaron muestras cada dos horas determinandose
CR&.

el



Los explantes se EDMQtieron a una selucién de clorura de sadio de
150 mM de 1la miéma”ménéaa;qué en el tratamiento con PEG.

El caléio se afadié en forma de CaCl, (3 mM) a las soluciones de

'3.ﬁet3rmgﬁéé£¢ﬁ aei Cﬁnienidn Relativo de Agua.

| EIAcnﬁtenidp felativu de agﬁa se mididé de aguerdo a las
éondi:innes Establécidaa para discos de hoja de Amararnthus
hypochondriacus por del Kio FPortilla (1988). Los discos de hojia se
cortaron con un horadador de Smm de diawmebro, se  pesaron 7
discos por muestra para abtener el pesc fresco inicial (P;) v se
colocaraon en hule espuma con orificios de 8 mm de diametro; ezl
sistema se saturd con agua desionizada dentro de una caja de
Fetri. El peso turgente (PB se obtuvo pesando discos que se
mantuvieron durante cuatro horas dentro de 1a camara. Finalmente,
el peso seco tP; se determind pesando los discos secados  en una
estufa con vacio durante 24 hrs a B0 G. El CRA se calculd con la

siguiente FSrmul az CHA 2 ceem——ae x 100,

4. Extractos.

Extracto para la determinacién de los metabolitos:

Las muestras congeladas se molieron en mortero hasta obtener un
polvo, se afiadieron $ ml de agua desionitzada por cada 2 gramos de
tejido y se homogeneizaron en wun Ultra lurrax (Janke and FKunkel,
Kika Werk, RFA)-—. £1 homogenado se filtrd a traveées de 4 capas de
gasa, s2 le afladid® CA para abtener una cancentracieon final del
10%. v se centrifugd a 15,000 rpm duwrante 2O minutos. todo el
procedimientao anterior se lleve a cabo a 4°C. Se tomé una alicuata
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de 2200 1l del sohrenadante para la determinacidn de amonio y  ai
rEstq_se'}e'hiEieran T extracciones con &ter etfilico. El pH de 1=
mdeétfé.se ajuste a 5.0 0.1 tomandose una alicuota de LQU nl para
16 determinacidn de aminocAcidos libres vy de 400 21 para la
détérminacién de glutamato.

-n£racﬁms enzimaticas:

lLos éxtractns gnzimaticos se obtuvieron de acuerdo a PMiranda—-Ham vy
Loyola~Vargas (1987).

Las muestras congeladas se molieron en mortero hbasta obtener un
polvo. El polvo se homogeneizd en un Ultra turrax tJanke anﬁ
Kunkel, Kika Werl, RFA ) por dos minutos con 2.5 volamenes (w/v)
de buffer do extraccidén (TRIS KHCl SOmit, CaClzth. I-rercaptoetanol
Smi1, pH 8.2) v 5 % de PVF. El homogenado se filtrd a traves de 14
capas de gasa. El filtrado se centrifuad & 14,000 rpm durante 30
minutos. El sobrenadante se uvtiliazd para medir las actividades
enzimiticas btanto de GS cono de GDH. jodo el procedimiento  se

llevd a cabo a 4°G.

S. Determinacidn de amonio.

El amonio se determind utilizando 1 reactive de Sigma {Mé&étoda
de Nessler). A Lul gyl de muestra se les afladidé | ml de reactiym.
La muestra se centrifugd a 3,000 rpm durante 15 min. y sB le

determind la absorbencia a 425 nm

&. Determinacidn de omincacidos.

l.os aminpacidos se determinaron de acuerdo a Cocking (1954)
utilirzando glutamato como estandar. A 100 41 de muestra se les
affadieron ¢.9 ml de agua y un ml de reactivo de ninhidrina. Las
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muestras se colocaron en bafMo maria~dufante-30 min., s2 enfriaron
en hielp y se les agregaron 2.5  ml . de “isopropanol al H0%. Se
dejaron duwrante 1S min. a temperaturaambiente y se les determing

la absorbencia a 570 nm.

Reactiva de ninhidrinas .:Reacfivn.a.—.bu¥fer de citratos O.2rM pH
S.0 > 0.1 y, por cada 50 ml de buffer, 0.8g de SnCl,. Disolver
O.4g de ninhidrina en 10 ml. de etilen— glicol— monometil éter vy

agregar 10 ml del reactivo A.

7. Determinacidn de Glutamato.
Los 400 ul de muestra se colocaron sobre una columna de Z2em con
Dowex 1-XB8. La columna se lavd con 10 ml de agua desionizada y el
éiutamatn se 2luyd con 4 ml de una solucidn de Acido acetico 2N
El eluido se ajustd a pH S5.0% 0.1 v se tomé 1 ml gque fue procesado
como en el inciso anterior (&),
La resina se prepard de la siguienplte manera:s 454 de resina
Dower 1—-X8 se resusponden en 2 litros de agua desionizxzadas Al
asentarse la resina, me  decanta el l{gquido que contiens las
particulas finas. 52 reprten estos dos pases las veces que  sean
NecCesari as. Despugs, la resina se enjuaga dos veces con 1 litro de
otanol P40U y Wos velees con | o lrtro de  HUL 2Ny se calisnta a
1007 © hasta que el sebrenadante no Lengae color. Lna vez: que la
resina esta a temperatura ambiente, se resuspende  en SO0 ml de
Acicio acético =N y se calienta a GU-70°C por S min. Finalmonte, la
resina se empaca en una colwhha v s pasan 3 1ibtros de acetato de:
Bsodio IM v un liltro de acido acético 0. LR, lLa resina se lawva —on

agua destilada hasta obtener un pH nautro.
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8. Determinacidén de la actividad de GS.

El enséyu_para'la actividad de transferasa de G5 se llevéd a cabo
‘segun Ldyala—VargaB v Sanchez de Jiménez (1984).

lLa mezcla de reaccidn esta formada por = TRIS-HCI1 SOmi pk  7.5:
ATP &mi, MgS_CI4 33ZmM; hidroxilamina 20 mM; cistefna 3.3 mH v
'dif?reﬁteé' vaolumenes de extracto enzimaticeo (0. 1—-0.% mlY La
_rea;ﬁiéh se comenéé al affadir 0.5 ml de glutamato 120 mbi, Sg
-incubé pmr“SD_min. a 37°C.y se detuvd afadiendo 1 ml  de solucidéan
'_d?,#éc;é g;?élﬁmeneg iéuales de Feﬁlaal 1O% en HEL 0.2 M, TChA al
-2'47.4'_'(w”/.\ﬂ-.y HCL al SO%). Se centrifugd y se midié la absarcién
aéljsnbfenadante a 540 nm.

La actividad de GS esta aipresada en pADlas de

'rnngtamil—r-hidrnnamato formado por minuto poi- mg de proteina.

9. Determinacidn de la actividad de GDH.

La actividad aminativa de la GDH se determing de acuerdo =a
Loyola—Vargas y Sanche:z de Jiménez {1%984).

l.a mezcla de reaccidn esta formada par: TRIS HCL 100 mbl, pH 8.2 a
cetoglutarata 1O mbiz NH4C1 100 mH v diferentes voldmenes cle
ertracto enzimdtico (Q.05- 0.2 ml.) LLa mezcla de reaccidn sa
ineubé a 30°C durante 2 min. LLa reaccidn se inicid aNadiendo NADH
140 Ml La disminucidn en absorbencia a 240nm indica el consumo
de NADH en la reaccidn aminativa.

L.a actividad de G0H se definid como nmoles de cofacteor oxidado

par minuto por mg de proteina.

10. Leterminacidén de Protefinas.
Las proteinas se determinaron de acuerdo a Peterson ( 1977) usando
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albﬂhinafbayinaléchb estandar .

éﬂifhffdégﬁﬁé%£fﬁﬁqﬁﬁﬁéﬁienau.eﬁtre ro.y'1oo pg de protefina se le
.a'né{;l'"ié}%aﬁ"'_d"."i:_:m".r'de"_f_l')ljc: al 0. 15% (10 min. a temperatura ambiente),
.155;@@;5¥F35 %e enfriaron_durante S min y postericormente se  les
#ﬁaﬁié?ﬁéjo;i'ﬁl.de TCA al 724 (20 minutos a 4°C). 8SBe centrifugsd
';'3;000 Fbm dﬁrante 135 min. El sobrenadante se descartd vy a la
:HastiJla_se le afadid un ml de reactivo @& Lriexclar partes
iéuales de CTC (NaZCGa al 104, CuSD4 al G.1% y tartrato de sodio vy
'ﬁatasiu.al 0.2%) 8DE al 10%, NaOH 0.8 N v Agual y Se @ dejsd a
temperatura  ambiente durante (0 min. Fosteriormenta S le
afiadieron 0.5 ml del reactivo B (reactivo de Foalin-Ciocealteu 1:é)

Se dejd a temperatura ambiente durante 20 min. vy se leyd a 730 nm.

ig



V RESULTADOS.

V.i.DETERMINACIQN DEL CDNTENIbU REL#TIVD DE AGUA.

El CRA puedé ser usado comt un indicador del status hidrico
del'ﬁejidu.' ﬁafa a1guna5_Especie5 vegetales, s@2 ha determinado
que la hérdida de turgencia tiene lugar entre el BS y 75% de CRA.,
Este punto ha sido determinado par medio de relaciones entre g1
potehcial de agua vy el CkRA. ( Clarke v Durley, 1981).

Con el objeto de establecer una comparaéién en la velocidad de
pérdida de agua entre la plantra completa y 1os  explantes, so
determinaron los cambios en CRA en funcidén del tiempa en ambos

gistemas.

Flanta completsa.
La planta completa pierde agua gradualmente alcanzando un
valor del &0% de CRA en 6 dias (Fig. 4 ). L.a pé&rdida de turgencia

del tejido se observd en valpres de CRA alrededor del VS94.

Explante.

Los valores de CRA& disminuyern de manera gradual alcanzando un
valor de 604 a las 1¢ horas cuando los explantes son sometidos a
perdida de agua con FEG (0.5 PMPa) ((Fig. 5 ). l.a pérdida de
turgencia de 1a hoja tamhién se manifestd alrededor del 7E4 de
CRA.

Los explantes presentaron una velocidad mayor de la pérdida de
agua en relacidn a la planta completa. For 1o tanto, la
influencia de Lla velocidad de la pérdida de agua sabre ol
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metabol i smo nitragenadm, =1=3 estudié.al'detarminar los cambios en
los anEIES de amnn1m y glutamato y en Ias actividades de (GBS en

ffunczén del CRA tanto en explante como En planta completa.

.Q.EJ-CAﬁBIDS'EN VLDé 'NfQELEé: DE AMDNID, AMINCOACIDOS LIBRES Y
GLUTQHQT& Y EN LAS ACfIUIDADEérbE:GLUTAMIND SINTETASA ¥ GLUTAMATO
DESHIDRDE&NASQ EN FUNCIOM DEL CRA.

'LDS cambxus en los nlveles de amonio provocados por- la
bérdida de agua pueden estar relacionados con leos cambios en los
Tpiveles de aminodcidos ltotales v de las actividades de las enzimas
asimiladoras de amonio. El CRA puede ser utilizado como un
indicador del status de agua vy de esta manera, al analizar los
:aﬁbiws aen 2l mebabolismo en funcidn de este indicador, se puede

establecer una secuecncia en los eventos.

V.2.1 Amonio.

E!l amaranto acumula amonia en respuesta a la pérdida de agua
(Fig. & }. iLos niveles de amonio se incrementan en el intervalo
entire B-82% de CRA &n 21 explante seguido de una disminucian. En
la planta completa, la disminucidn s& observa a un valor de CRA
menor que en 21 explantea. El incremernito &n los niveles de amonio
alrededor del 754 de CRA se observa en ambos sistemas.

Se ha consitderado gue la acumulacidn de amonia es resultado
de la desaminacidn de lLos aminocacidos que se acumul &n &
consecusencia de  una inhibicidn oo ILa sintes1s de protefnas
proavocada por el éstres (Cooke et al, 1979 ). {or lao tanto, 25

impartante determinar los cambios en los niveles de aminoacidos
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totales En_éxplanteé sametidos a pérdida de agud can  PES  (-0,5

MPa) .

VQ2.2 9&1&0§¢idb5ftnta1e5.
7'Ei'améféhib“aCUmulé-aminuécidus en respuesta a la pérdida de
agua (F;g. 7_').' El incremento observado fue paulatino

'lleganduse al maxzmn alrededor del 70% de CRA.

 E1iE$HB1§'én.1a actividad de las enzimas asimiladoras de
famcn;d.és un evgnta reportado en ditferenlbes espeaies vegetales (
fM1randa"Ham ¥ Lcyala—Varqas 1288) . Far otro lado, la disminuecidn
.deulqs_nlveleg de amonio en amaranto indican la posibilidad de uan
incréménto en la actividad de los mecanismos de asimilacidn de

amonio.

.V.E.S Glutamino Sintetasa.

La actividad de 1a G5 presenta un incremento de S veces en el
intervaln‘de valores de CRA de 80 a 734, observandose tanto en
planta completa como en explante (fig. 8). l.a actividad presento
valorers basales cuando el Lteijido alcanzd valores de CRA alrededor
del 70X, So ha reportado gue la actividad de (55 puede variar a lo
largo del dia (Miflin &t al, 1981) En el cistema de explante,

la actividad de G5 no varid cuando los explantes fueron colocados

2n agua hasta por O horas (fFig. 9).

V.2.4 Glutamato deshidrogenasa.
La actividad de GDH-NADH de euplantes somehidos a pérdida de
agua con PEG (—0.5 MFal) se muestra en la figura 10. La actividad

=4
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FIG. 9 Actividad de Glutamino Sintetasa (GS) de explantes cog
locados en agua, en funclén del tiempo.E]l 100% corres
ponde a una actividad de 0.2664%0.035x10° xmol de ¥glu
tamil por minutoc por miligramo de proteina.
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de GDH no presenta cambios hasta qué El'EMplante,alcaﬁza--valorES
menores del 72% de CRA; ‘a partir de este. valor, la actividad

tiende a disminuir. -

V. 2.5. Blutamato.

:gzély §i9£é$$tbi _ha sido considerado como un posible
Dsmukreéﬁlédnr,'ésbecialmente en bacterias {(Yancey et al, 1982}
.Sin_embéﬁgé,:éﬁ Plan£as los niveles de glutamato se incrementan
.6 ﬁiﬁﬁiﬁdyéﬁ:%ﬁ respuesta a la pérdida de agua {( Hanowewr vy
'Eraﬁdfd@ské;'i?753.

Eﬁ aha#antn, la concentracidn de glutamato, tanto en explantes
como en blanta completa, tiende a digminuir a medida que 1 tejido
-Qa pefdiendo agua {Fig. 11). Sin embargo, en el explante el nivel
de glutamato baja desde valores de CRA mayvores a 8507 mientras gue
en la planta completa comignza a disminuir coando se  alcanza  un

valor de CRA menor del 77%

V.&. DEFEMDENCIA DE LA LUZ DE LA RESFUESTA BIODBUIMICA A LA PERDIDA
DE AGUA EN EXPLANTES. EBEFECTO DE 03CURIDAD.

Se ha descrito gue la acumulacidn de amonio en plantas
haldtitas como respuesta a estrés salino es un fendmeno
dependiente de luz (Fulich, 178&}). Asimismo, la actividad de GS
es regulada principalmente por carga energética (Miflin et al,
1981). For lo tanto, para conocer =i los cambios en la
concentracidn de amonio, de aminoicidos y de glutamata Y en la
actividad de 1a 6S con procesos dependientles de luz, se sometieron
los eiplantes de Amaranta a &stres con FEG (—0.%5  IriFal en
oscuridad.

29



ot

GLUTAMATO (% Control)

1004 .
i)
0 0
0 Ul
() ¥ T ¥
100 90 {0 70
CRA (%)

FIG.

1l Cambjos en los niveles de glutamato en funclén del
contenido relativo de agua (CRA). El 100% corres-
ponde a 2.34%0.5% mEg de plutamato por gramo de po
50 5QCO.

PLANTA COMPLETA (#®)
EXPLANTE (0)




V. I.1. Determinacién de CRA.
La velécidad de.la'pérdida de agua de los explantes sometidos

a PEG en.oéturidéd:gg equivalente a la de los euplantes sometidos
a FPEG eﬁ'lu:7 cfig7;2 vy S5). Asi, a las 10 haras, el tejido
alcanzé un valor de CRA de 60%.
V.3.2. Amenia

"l La acumulagidn de amonio se observa desde valores de CRA  de
B4Z5(Fiq..13). Cuando el tejido ha alcantado un valor de CRA  de
71%'apraximédamente, se ochserva wia disminucidn pn los niveles de
‘amenio. Tanto en agscuridad como en luz, la pérdida de agua provoca
1é acumul acidn de amonio. Sin embargo, existe un desplazamiento
de los dos picos hacia valores menores de CRA con respecto a los

aobservados con luz.

V.3.3., amino&cidos Totales.

En la figqura 14 se muestran los cambios observados en la

concentracidén de amincAcidos totales. A partir de que el terido
aleanza un CRA de 774 v, a medida que va perdiendo agua, iste un
incremento an los niveles de los aminoacidos. Sin embargo,

alrededor del 7O0% de CRA, se observd una disminucidnz por lao
tanto, la acumulacidn de aminoAcidos en vuscwidad estd desplazada
a valores de CRA menores que los encontrados en condiciohes de

Iuo.

Vod3.4, Blutamino Sintetasa.

l_a actividad de GS de explantes sometidos a éstres con FEG vy a

=1



1001

4

50L

"FIG.

-
-

N -
~
)]
0
=)

TIEMPO (horas)

12 Efecto de oscuridad sobre los cambios en el contenido
relativo de agua (CRA) de explantes sometidos a pérdi

~- da de agua con PEG (-0.5MPa) expresados en funcidn del
-tiempo. Cada punto representa el promedio de 3 deter-
minaclones y la desviacion éstandar.



ee

AMONIO [%Control)

)
O
Q

0
o

-
¥

70 60

100 90 80
CRA (2%)

FIG. 13 Efecto de oscuridad sobre los cambios en los niveles
de amenio provocados por la pérdida de agua. El 100%
correasponde a 50.5%4.6am NHy, Ppor gramo de peso seco.

EXPL.ANTE (0)




ve

)
O
e

(% C'ontrol]

0 1

S

9100- v 0—0-

Q

-

O

=

=

‘< -

o L T 1 T
100 90 80 70 60 -

CRA (%)

FIG.

14 Efecto de oscuridad sobrelos cambios en l1os nlveles de
aminoacidos totales provocados por la pérdida de agua.
El {00% corresponde a 7.3%!.0 mg de Aa por gramo de

reso s5eco.
EXPLANTE (0)




oscuridad se obsérya.en.ia’figura'15.. La actividad de esta enzinma
Liende a dismiﬁuir-éicﬁnzandnse un valor de 44% con respecto al
”cohtfql. 7_;S{ﬁ .Em§éth;F ia' actividad se recupera a niveles
‘?‘?'F‘ivai._e"_?eé'. a".lols ‘.:f.ell__:"'j.ctl:t.nti:'"c:ll..'.eh el intervalo de 75 a 70% de CRA
-y  puétériarmaﬁte vueiVé' é disminuir.Este incremento en la
_a;tiyidad de éS es dé ﬁéﬁqr magnitud al descrito en los explantes

sometidos a pérdida de agua en luz.

.V.3.$ Glutamato.

Los niveles de glutamato se mantienen constantes hasta
valores de 774 de CRA v posteriormente tienden a itncrementarse
observandose una bajada alrededor del 71%  (Fig. 140 . Sin
embarge, esta bajada no alcanza un valor inferior al del control

mientras que en luz la concentiracidn de glutamato siempre  fué

menor a la del control.

V.4, EFECTO DE nNalll SOBRE EL. CR&, 1A CUONCENTRACION DE AMONIO Y LA

ACTIVIDAD DE GS.

El contenido relativo de agua puede ser afectado por exceso

de sales an 21 medio . 1 NaCl altera la actividad de2l agua

afectanda de esta manera el status hidrico de Lla planta

1734 . Miei smlsmo, los iones afectan directamente las

P

(Hasewaga,
funcioness bhiogquimicas ¢y fisicldédglcas (Flowers et al, 19773, En

muchas espetcies sensibles a NaCl, el calcia puesde revertir
parcialmente los efeoctos del sodio (Cramer et al,y 198480,

Con el objeoto de determinar si el calgio pusde revertir el

. + .
etfecto de Ma en nuestro sisktema, y asl cvitar el componente

idnico del NalCl, ge determing el efecto de CaClg sobre el CRA, ia

—
S}
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15 Efecto de oscuricad sobre los cambies en la actividad de
GS provocados por la pérdida de apgua. El 100% correspon-
de a una actividad de 0.2664%0.035x10 mumol de &glutamll

por minute por miligrame de proteina.
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16 Efecto de oscuridad gobre los camblos en los niveles
de glutamate provocados por la peéerdida de agua. El
I00% corresponde a 2.3420.59 mg Glu por gramo de peso
5@C0. : :
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concentracidn  &@¥ émahin _yj lé "actividad de 85 en explantes

sbmetiadsﬁgzésﬁEEQzédlihbl.

V. 4.1 ‘Determinacion del CRA.

“El"efecto de NaCl 150 mM / CaCl_ émb y MaCl 150

mi

sobre

‘el Cﬁﬁ.én ékpiéhtés se miestra en la figwa 17. El CRA de los

euplantes‘ﬁumetidos a agobio salino sin y con calcio presenta  un

;Qé}nffpfnmedio-de 84% en las primeras 8 horas. Sin embargo, a las

‘4 hfs'y é_las 246 hre se observan valaores mas altos de CR& en los

explantes a los gue se suministrd calciao.

V. 4.2 Amonio.

La concentracion de amonio tiende & subir en las
hrs en los explantes sometidos a agobip salino
(Fig. 18»). A partir de las & horas, en ambas

niveles de amonio son inferiores a los del control aungue

explantes tratados con calcia, los niveles

alrededor de un 65Y del control.

Vod.d3 GBlutamino Sintetasa.

de

sin vy

Smonl o

primeras 4

con calcio

s58

tratamiaentos los

en los

mantienen

El efecto de NaCl v de NaCl y de CaDlz sobre la actividad de

G5 se muestra en la figura 9. En leos explantes

actividad de §GS aumenta  ligeramente a

pasterigrmente tiende a disminuwir mientras que

tratados con calcio, & las 4 hrs. se  ve

actividad y despuégs una brusca disminucidén.
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FIG. {7 Efecto de calclo sobre el contenido relativo de agua

(CRA) de explantes sometidos a agoblo salino. <Cada
punto representa el promedio de 3 determinaciones vy
desviacion estandar.

NaCl 150 mM (0)
NaCl {50 mM + CaCly, 3 mM (@)
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Efecto de calcio sobre los niveles de amonio de explantes
sometidos a agoblo salino. Cada punto representa el promg
dio de 5 determinacionaes v su desviacldén estandar.

NaCl 150 mM (0)

NaCl 150 mM + CaCl, 3mM (4}

~N
.



134

GS (% CONTROL)

FIG.

2 4 B . 8 26
t Ch)

19 Efecto de calcio sobre la actividad de GS de explantes
sometidos a agoblio salino. Ceda punto representa el pro-
medio de 3 determinaclones y su desviacidon estandar.
NaCl 150 mM (0)

NaCl 150 mM + CaCl; 3 mM (@)



:V.4.4:P1anta completa.

.;a'cun¢entra&ién de NaCl utilizada en la planta completa fué
da.SODmh puesto gue con concentraciones menores No se detectaron
':ambioé en el CRA. A las 214 hrs. del tratamiento con pMaCl Taomb,
el CRA descendid hasta un valor de 80X llegando hasta el a&8%L  al
‘quinto dia de tratamiento.los niveles de amonio empezaron  a
disminuir al segundo dia de tratamiento manteniéndose constantes
_alfededur de un valaor gguivalente al &07 del contral (Fig. 20).
La actividad de G5 se mantuvo equivalente a la del control durante
los dos primeros dias de agobio pero a partir del quinto dia va no

se detectd actividad alguna.
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(CRAY (0), los niveles de amonio (0) ¥y la actividad de
G5 (8). Cada punto representa el promedlio de al menos

3 determinaciones ¥y la desviacion estandar.
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VI. DISCUSION

ga_aéi@ilaqiéh del_amqﬁip Q: el metabplismm de aminocicidos
'eéﬁéaiiigééé;QIEEﬁté?:iﬁ%q}u;raﬂpé' en las respuestas de las
;Egétéléshgjaéﬁaib'ﬁaﬁfn de Héfi&it de agua como salino. Aunque
ékiStéﬁ.gfaﬁ Bantidad:de reportes acerca del efecto del agobio
taﬁié}éé ”;équiat Eqmo de salinidad sobre el metaboliemy del
iﬁitfdééﬁg;'ésfﬁé no estan dados como secusncia de eventos a medida

i.:u__ue la planta va perdiendo agua. Estos eventoz han sido descritos

en funcidn del tiempo o como cambios &n los potenciales de  agua

pfn#mcadns por la pérdida de agua. S5in embargo, no se ha podido

establecer si el potencial de agua 2s un parametro critico gue
détermxna las funciones fisioldgicas (Bradford v FHsiao. 12833 .

FPor otre lado, 51 se ha demostrado una relacidn entre los cambios

en &1 volunmen cclular provocados por la pérdida de agua vy las

cambios en los procesos fisioldgices. Asi, 1a inhibicidn de Ia

actividad fotosintética ticne lugar a L volumen celular

geterminado., aun cuando las plantas presenten wuna sensibilidad
diferente a la pérdida de agua ( Laiser, 19282).

En este trabaim se sugitere gue, por un lado, los evenbos  yva
descritos involucrados en el metabolismo del nitrdgeno pusden  sor
integrados al relacionarlaos con el CRAa v, por otro lado, los
evenltos bioguimicos de respuesta a la pérdida de agua se llevan a
cako aundue 12 planta no osté on peligro inminente do daffo a  sus
funciones.

Los cambios en la concentracidn de amonio (fig. 4, on la
concentracidn de aminoécidos libres (fig. 7)), en la concentracidn
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de glutamato (fig 11)'y en las'activiQadés de GBS (fig 8) v de GDH
{Fig-;O) puéden ser descritos en funcidn del CRA. Estos eventos
parecéh.ser ihdependientés_de'ria: yelacidad con due ouurra la
péraida de agua ya gue se 119van:a eabo de manera equivalente en
ia planfa-:dmpieta,dcnda.la pérdida de agua ®s mas tentx (Fig 49
qué 2n él e#plénﬁe -en:dnhde la pérdida de agua  es  nas  rapida
(Fig;S){ a diférencia‘de.lo reportadao paﬁa la acumulacidén de olros
sqlutoé, que_paﬁa;é:ééfak a%éctada por la velocidad de pérdida de
.magﬁa (ﬁpféan,_l?aa).

o L.a éﬁuhulécién de amonio en respuesta a agobiao de sequia vy
'§5116a tLévit£,19ao'; Flores and Galston, 1984) ha sido reportada
héémﬁ cﬁﬁsécuencia de un desarreglo en la sintesis proteica y una
 5uh5écuente desaminacidn de los aminoacidos liberados. Dtra
posible fuente de amonio es la nitrato reductasa, pero su actividad
se encuentra muy reducida durante la pérdida de agua & valores de
CRA mayores al 30% (Givaramalirishnan et al, 1Yg98).For otro ladao, se
ha sugerido que la acumul acidn de amonioc en especies haldiitas
puede sar consecuencia de un etecto del MaCl sobre el metabolismo
fotorrespiratorio por efecto de glicina sobre la transformacidédn a
serina (FPulich, 19861}, E1l amaranto presenta dos picos de
acumul acidn de amonio 2n funcidn del CRA (fiag ). Se piensa que et
primer pico de amonio puede proven:r de La reaccion de
futmrrespirac{én. Aungue 2l Anaranto es una planta s, el amonio
derivado de este procesc. puede exceder &l producido por la
reduccidn de niterato (Martin, Fo et al., 1983 . El segundo pico
podria cstar relacionadg con la desaminacidn de l1os aminoacidos
acumul ados en cansecuencia de la inhibicidn de la sintesis de
proteinas, ya que el anonio se acwnnla en forma  posterior a la
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a:umulacién de lqs .aminnacidus al expresar ambos  aventos en
¥Qn¢i¢67&é1 CRA (fig. 7).

 La;éﬁumulaciéH_ﬁe aﬁaﬁio eﬁ respuesta a la pérdida de agua en
ﬁs:ur;déd_téﬁSiéﬁ hreseﬁ£a do5 picosQ(Fig. i2). Fstos dos picos,
_ﬂe.menarimégnitqd, se encuentran aeshlazados hacia valores de CRA
'ménnres; Qin_embargo; se cbnéidera que l1a primera elevacidn de los
nivéles'dé amonio no debe provenir de proteclisis puesta que Ia
‘a;umuiacién de aminnacidaﬁ tiene lugar & un wvalor de CRA  menor
(Fig.13). Aunque el proceso de fotorrespiracidn s dependients de
luﬁ, el amonio liberado puede provenir de una activacidn de 1la
conversidn de glicina a serina ya que la serina ec un precursor de
la sintesis de 1la glicipabetaina, la cual es acumulada en valores
de CRA menores 2N este mismo sistema ( Gamboa, =t al, 198%).

Se ha sugerido gque el amonio liberado durante la pérdida  de
agua puede provocar dafos en el metabolismo en general (Levitt,
1280) . £l amonio puede alterar tanto el pH celular come la
captacidn del agua (Quebedeauwr vy Ozburh, 1973) v los niveles de 1a
enzima glutamato sintasa dependiente de ferredosina (Hecht et al,
1988) . For le tanto, los procesos de asimilacidn de amonio son
parte imporltante de la respuesta metabdlica a la pérdida de agua.

La acumulacion temprana de amonio puede ser consecuencia de
los procesos do liberac:i:dn, tdescritos anteriormente, disparadds
poar la pérdida de agua v la activacidn posterior ge la asiallacidn
de amonio.Estos procesos se pueden llevar a cabo a travées de las

dos rutas descritas para la asimilacidén del amonio. La asimilacidn

1

de amanio  edi estoe sicstema parece sar a Lrraves del cicla

L

BS/G06GAT, punsto gque la WS presenta un incremento en la actividad
en el intervalo de CRA gue corresponde a la bajada de amonio (Fig.
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8. Asi mismo, sé ha enfatizado gque el.amnniﬁ liberado durante el
proceso fmtbrrespirafofia' és asimiladb:.pdr' medio del ciclo
B5/GOBAT (Bivan et al, 1988). For Gﬁrbfiédn, la actividad de 1la
GDH tiende a disminuir a medida gue el tejido "pierde agua (Fig.
10 .
. Esta bien establecido que la 68 estsd presente en dos
compartimentos en las células de hoja de la mayvoria de las
plantas (Mo Nally et al, 1983). Una de las isoformas se iocaliza
en citoplasma (GSI) (Hirel y Gadal, 1980} mientras gue la otra se
localiza en cloroplasto (GEII) (Hirel et aol, 1982). Ademas, ot
amonio derivado de la fotorrespiracidn s asimilado por la @GS
cloroplastica (Wallsarove et @wl, 198/7). En las plantas C4, las
dos isoformas se encuentran tanto en l1as células de la vaina
vascular como las de mesdfilo. Se ha postulado que la asimilacidén
del amonio derivado de la fotorrespiracidén tiene lugar en el
cloroplasto de las cédiulas de wvaina. mientras que el amonpio
producido por la reduccidn del nitrato es asimilado en las células
de mésofilo (Yamaya y Oaks, 1984). For lo tanto, se considera que
probablemente solo una de las isoformas de la G5 participeen la
asimilacien del a2monic Jiherado durante la pdrdida de  agua. Ast,
2l estudio de la compartamentaliz-acidén de los eventos es de  suma
impaortancia.

l.aa actividad de GBS e=tid regulada principalmente por  carga
endgrgetica (Miflin, 1981). Este mecanismp de control determina

que la actividad pueda variar segun 21 estado fisiolédgico de 1a

planta. En Amaranto, las vartitaciones en la actividad de GS se
obserwvan an intervalos de ChA donde ©es probabl e gue no
ocurran cambios en la actividad fotosinteética, puesto  que la
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inhibicidn significativa en la fotasintésis se lleva a cabo cuando
el CRﬁ-ﬁa dec?ecida hasta.un 55% (Kaiser, 1982} Sin embargo, la
actividéd.basal.dé la enzima esta ligada a la presencia de luz. En
Lemnd,_lé auSEﬁ:ia de iuz. provoca una pérdida rapida de (S
@ﬁtréiblé,de gbsfante,3el efecto de la lur sobre las isofaornas
pérece sér.diferencial. Asi, se ha descrito que la luz- provoca una
acgmﬁlaciéﬁ unicamente del ARN mensajerc de G511 (Tingey et al,
IQQE) Esté_écumulacién del mAaRN de GSI1 puede sar btambién
'résu1tédo ﬁei_e$£adn metabdlico del cloroplasto. En Piswn sativun,
.la fdﬁmrrespiracién provoca una acumulacidn cuatro veces mayor del
ENA mansajero de GSII y =2 considera gue el amonio puede estar
involucrado en este evento (Edwards y Coruszi, 198%9).

La actividad de 6S en giplantes sometidos & pérdida de aqgua
en oscuridad tiende a disminuir aunque existe una recuperacidn  en
la actividad que corrasponde al itntervalo en el gue se observa una
disminucidn en los niveles de amonio (Figs. I3 v 15) . tror 1o
tanto, los cambhios provocados por la pérdida de agua 2n La
actividad de GS pueden ser considerados independientes de Las
sistemas de regulacidn de esta enzima porlaz y podrian estar
regul ados directamente o indirectamente por los niveles de amonio
Tiharadn,

For otre 1ado, == ha reportado oue exisien arandesg
variaciaones en la actividad de G5 a lao lTargo del dia {(Stewart et
al, 1980). Sin embargo, los explantes gue se colocaron on agua no

presentaron variaciones en la actividad a lo largo del tratamiento

(Fig.%).
El aumento en la actividad de GDH en respuessta a la pérdida
de agua ha sido reportada en diversas plantas (Miranda— Ham v
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‘Layola Vargas,.1987); En ﬁmarantn,.la a;tividad de esta enzima
'permanecé'canétante hasta un valor de 784 de CRA vy despuégs tiende
& dismiﬁuir. Esﬁms resultados apoyan la posibilidad de gque Lla wvia
.dé:aéiﬁiiécién de amnniﬁ eﬁ.las plantés de amaranto sometidas a
pérdi'&a '._de agua sea el ciclo GS/GOGAT-

. .La:aCUmula:ién de aminoacidos es una respuesta general a
‘varios tipos de éstres {( Levitt,1980 ; PFulich, 19B&: Hipkin,
1982) .82 ha reportado gue la acumulacian de amingacidos v Ia
consiguiente acumulacidn de amonio son resultado de una
proteolisis que permite, dee esta manera, sintetizar nuUEvos
aminoacidas vy proteinas &8 través de la asimilacidn de amonio
(Hipkin, 1982). La acumulacién de aminoicidos, en este sistema, es
posterior a la liberacidn de amonio .Camo ya sSe Menciond antes, s
posible que solo el sequndo pico de amonio corresponda a ia
desaminacidn de estos aminpacidos acumul ados como resultado de  la

proteonlisis tanto en luz como en oscuridad.

En  oscwidad, Y diterencia de lo encontrado en las
explantes sometidos a deficit de agua en luz , la pérdida de agua
pravoca un incremento en los niveles de glutamato (Fig. 153 . El

aumentg en la cancentracidén de este aminoadcido comienza en el
mismo valor que el ohservado para los amincicidos totales por 1o
que sg considera gque este incremento es resutado del procaso  de
proteclisis vy, puesto gque la actividad de la 65 en oscuridad es
muy reducida, no es wtilizado como puede ccurrir en la luz. Asi
mismo, en 21 intervalo de CRA donde se Obserwva una recuperacidn de
la actividad de GS, hay una disminucidn &n los niveles de
glutamato.

En  resgmen, los procesos del metabolismo del nitrdgeno
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estudiédastininu:radaswen.13- respueétaﬂ & lé perdida de agua
parecen'estar'relééidnadqs dE"La _siguiénte mariera: El primer
.eQentm esgﬁn iﬁcremenﬁd en{ibéahiveles.dE'émmnin posiblenente de
arigen fétargesbirﬁéﬁﬁibﬂf;éii;égél ?és. reasimilado por la GS
pfobableﬁénte ciﬁrnpléétiﬁé; 3.LaH ﬁosterinr acumul acien v
desaminacion _dé .icé Lahfh6ﬁ¢idn§ tPDSiblemente determina el

incremento én-ibs:hiQeiéé ae'émuﬁiu.nbservadns a wvalores de CRA

mas bajos.

Salinidad.

l.os mecanismos de tolerancia a salinidad han sido ampliamoente
estudi ados ( Flowers et al, 19773 Cheeseman, ivgB). El efecto
adverso de la salinidad puede ser tanto a a nivel de la
permeabilidad de la membrana o de la actividad de las diferentes
enzimas por una interacciéon directa de los iones con estos
como a nivel del volumen celular al afectar los iones el potencial
hlidrico ( Daines y Gould, 19853 Hasewaga et al, 1984) Por lo
tanto, la respuesta al agobio salino =1=) mety compleja,
especialmente en aguellas plantas que no presentan mecanismos de
prclusidn o compartamentalicacidn de los iones, consideradas como
plantas no haldfitas (Grennway and Rana Munns, 1980).

£l amalrainilo es wunra planta que presenta uan uso eficiente de
agquta y respende a la pérdida de agua acumul ando glicinabetainag
Yy prolina (Gamboa ¢ gl, 1%989). YSin embargo, su tolerancia a Nacl
nag ha sido estudiada. En la planta completa, a partir del segundo
dia de &stres, se chservéd una reduccidn marcada de los nivelos de
amonio y de la actividad de 6S (Fiagas. 17 v 18 ). Ho obstante, =33
contenido relativo de agua varid poco {Fig.l&s ). Se considera
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que &l efecto directo de los iones impidid la .respuesta a 1la
pSrdida de agua. Asi mismo, se ha sugeridﬁ QQé en las plantas no
haléfitas'sujetas a éstres salinn,'gi déficif de agua no es el
factor limitante del crecimiento (Munné yITérmaat, 1984)

La participacidn e integracion de la planta es necesaria
durante la respuesta al éstres salina (Cheesman, 1988). For esto,
séusugiere que, en el amaranto, el explante presenta una mavyor
sénsibilidad al NaCl que la planta completa.

| Las-interaccipnes del calecio con el sedio en l1os procesos  de
toieranéia arsalinidad fran sido ampliamente estudiadas ( La Have,
vy Epstein, 1P70; Kent y Léu:hli, 1983%;: Cramer =t al, 1985) El
sodio desplaza al calcio que se encuentra unido & la memnbramna vy
también parece provocar la salida de calcio de los compartimentos
intracelulares (Lynch vy Latichli, 1988) . For 1o tanto, 1la
presencia de calcio exdaeno puede revertir algunos cefectos tdiicos
del sodio.

[.Los explantes sometidos a agobilo salino con calcio no
prasentaron diferencia ni en los cambios en CRA i en lo=s niveles
de amonio (Figs. 1é&é vy 17) Sin embargo,el incremento en ta actividad
de la GS se abservd solo a las 4 horas de éstres.Adn cuando el
calcio no puesde revertir par compnleto 1o ofoctos Ldnrcos  ael
spodio como idn, s prresenta un  efecto si1oanificativeo sobre ia
actividad de G5 de explantes sometidoz a agobio salino.

El sistema do bransduccidon de sefialeos gue  involucra A los
fosfoinositidos v al calcio es afectado por el exceso de Mall en
el maedio (Lynch y LalUchli , 1988, Asl, el éstres puede praovocar
alteraciocness en laos sistemas de transduceidn de sefales. FPor 1o
tanto, s considera de importancia el estudio de la participacidon
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del calcio én lcé mécanismus.dé'£oletéhcia.a salinidad vy pérdida
de agua en relacién a su . papel como 5e_gu.ndn ménéa'jera. Se propone
gue el sfStéﬁa de éuﬁléﬁté'ﬁé_ aﬁafantnﬂy la respuesta descrita a

1# 1éfgﬁ'de.este tfabéj6iéQadeﬁ gékidtili:adas para estudiar la
,- par'ti.'c;i‘.ﬁac.:i.d.:ﬁ aei- cal;::_ib :_an. _1_a_respﬁesta a la péardida de aqgua a

“nivel de su funcidén como-segundo mensajero.



CONCLUSIONES

1.'EltAharaﬁ§6 Eéébdﬁdé:biﬁdq1micameﬁte a perdidas peguefas de agua

. 2.°Los eventos estudiados se pueden expresar en funcidn  del CRA

'lihdépéndiantemehte de la velocidad de la pérdida de agua.

3. El amoniao gue se acumula enkre 84 v BOX de CRA no parece provenir

de una desaminacidén da aminoAcidos yva que la acumulacidn de é&stos

@s un evento posteoriar.
4. En 21 Amaranto, el amonio parece ser reasimilado por la GS.

El cambio en la actividad de GS provocado por la pérdida de

n

agua parece ser independienke & los sistemas de regulacidén de 1la

enzima sujebtos a luz.

&. El amarantou o Lolera altas concentrzciones de NaCl. Asi, en

o

el agebio s3lino, el efecbo del nNat  es  mas impaortante que 1

pérdida de agua.
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