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RESUMEN. 

Las plantas, al ser sometidas a pérdida d~ agua, presentan 

cambios en el metabolismo del nitrógeno. El objetivo principal de 

este trabajo fué establecer un sistema para determinar 

la secuencia de los cambios en los niveles de umonio, glutamato y 

aminoácidos tot~les y la actividad de las ~nzima~ apimilPdoras de 

amonio, qlutamino sintetasa (GS> y g!utamato c.Jesllidroqenasa (GDH) 

durante el proceso de pérdida de en Ama.ranthus 

hypochondriacus.Las determinaciones se hicieron en la hoja de 

una planta que? se dejó de regar por 6 di as 6 en un e:-: plante del 

mismo tejido sometido a pérdida de agua ~n una solución de PEl3 

-O. 5 MPa>. 

La velocidad de la pérdida de agua na alteró 1 " respuf_;.sta 

bioquimica puesto que los eventos tL1vieron 1 Ligar en el mismo 

intervalo de CRA t~nto en planta completa como en e:: plante, el 

cual alcanza en 1(1 horas los valores de Cf-<A que la planta alc¿:o.n:=a 

en 6 d!as. Se suqiF-~rE.• que el CRA corno indicador del status 

~nua~ DL•8d8 sPr Llti li7arlo pArA e~tablRcer tAna 

pérd1da de agua y los GVQntos bioqulm1cos. 

relación 

La concentración de amonio presentó dos incrementos; 

primero se llevó a cabo en el intervalo de Cf~I'\ de 85-82/. y 

segundo a menos de 7i:-;;-:.. Puesto qLte el aumento r:in 1 a aclividad 

GS ocurrió en el intervalo de CRA entre 80 y i'.S':I., se:.~ suq1 ere 

de 

la 

el 

el 

de 

que 

el amonio es reasimilado a través del ciclo GS/bOGAl. Los nivo::=les 

de am1noécidos se incrementan desde valores de CRA de 80% por lo 



que se sugiere que la segunda elevación de la concentración de 

amonio podria provenir de la desaminaci6n de los aminoácidos 

derivados de la hidroli.sis de proteínas. 

En ausencia de luz no se observa un incremento notable en la 

actividad de GS. La acumulación de amonio y de aminoácidos 

11 eva a cabo en menor magnitud y a val ores de CRA menores que 1 os 

observados en presencia de lu~ 

Por otro lado, los rE.•sultados obtenidos los e:: plantes 

sometidos a aqobio salino indican que el componente iónico del 

agobio es más t6::ico que "1 componente osmótico.puesto qL:e, 

pesar de qLlQ los valores de CRí1 no disminuyeron notablemente, 

encontró una lic;:iera acumulación de amonio vun incremento en 

actividad de GS en las primeras cuatro horas. 

Se pi-opone que el si stemi.{ de e::plante de Amaran to es 

sistema adecuado para el estudio d8 1 a respuesta metabólica a 

pérdida de aqL1a asi como de los sistemas de transducción 

sef'Sal es involucrados en es ta. respuesta. 

" 

a 

se 

la 

un 

la 

de 



ABSTRACT 

The pos sibil i.tY that c:hanges in Rel ati ve l.ilater Content <RWC> 

dLtr i ng water 1 oss c:oul d be corre! ated 

short p-e-riods, was investigated. 

It has been demonstrated th.nt 

to biochemical events in 

RWC could determine the 

bi-c:ic:hemical- events sínce theSe F:ovents occur v1ithin the same range 

-of RWC in-~~ole plants <seven days o-f stres!::'} l..rel 1 in 

detached leaves <ten hours of stress>. 

Changes on nitrogen metabolism under water deficit h~ve been 

long throughly reportad.;. These studies havL~ been performed 

stress periods .. It has been found th~t under short 

stress ( 10 h) our system presents bior.:hemir..:a.l changes. 

o ver 

periods 

Ther-e 

of 

is 

acc:umul at ion of ammon1 i\, reassi mi l ated by the 

qlutamine syntheth~5ra. 

of darlcness and ~laCl 

Thus, levels cf qlutamatc decrcaso. Effect 

on ammoni un1 levels and on qlutamine 

synthethase ac::ti vi ty are Bl so rt::ipnrted. 

We suqgest that deta.ched l eavQs of Amaranthus 

hypochondriac:'Us coul d be a qood system far stt.1dy metabol ir.: 

rc=ponsc= to ~..; .... 1tc;1- dL-ficiL í11 ::.l1w1 L ¡~!=;'' .i.1 .. HJ=>. 
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I • I N1,"RODUCC I 01\l 

La mayo'.i a _de 1 as pl án_tas_ está.n sujetas a cambios "n la 

disponibi_lidad-·del agu~ en· a.lg·~n:{·-~ofne~to·:;:'de'; su :·desarrollo.. En 

consec:uenci a, presen·tan cidaptac:i 0-n·e·s q':-'-e. les permiten sobrevi vi 1- a 

-fluctuaciones pequenas de la hL\mÉ!dad del medio ambiente 8s1. como a 

déficits e:<tremos de_ agua CKramer, 1980). La tol eri.l.nci a a la 

pérdida de agua usualmente involucra el desarrollo de bajos 

potenciales osmóticos mediante la acumulación de solulos (l"lorgan, 

1984) • Entre 1 os so_l u tos acumL1l ad os en respuesta al aqob i o de aoua 

se han reportado compuestos nitroqen8dos como aminas cuaternarias, 

principalmente glic:inabetaina, y aminoácidos coma la pt·ullnd 

Storey and (..t.Jyn Janes. 1977~ Stewart and Let.'?, 19i•l-) As-i misma. 105 

cambios en el metabolismo del nit1-6qcno provoc;:..dos por- la pérdida 

de aqu8, han sido r-eportados. (11i1-anda-Hé.lm y Loyol¿~-V.::1rqa.s, 1987). 

Los cambios en el status de ugua pLteden ser indicados a 

través de cambios en el potencial de agL1a o de cambios en el 

contenido r-elativo de agua <CRA>. El potencial de 8gua lla sido 

utilizado con10 una 1nedida de aqobio de aunque no ha 

establecido si r-12almente es un par-ámetro c;1rlticn quf~ dt"'termjnt=:? l~~s 

funciones fisiolóqicas (B1-adfor-d y ~tsiao, 1982). 

En el pr-esente trabajo se dcncr1bc>n los cambios los 

niveles de amonio, de aminoácidos libres y de qlLttaniato, asl con10 

Qn las activi1iades de las ~nzi1nas glutamino sir1tetasa y glut.o.mato 

deshidrogQnasa, provocados por la pérdida de agua, e:-:p1-esados en 

función del contenido r-elutivo di::'! a qua para Llíl<O\ 



snc1.1enc i a de estos eventos bi oqui micos <l medida que l .::o rilant.::1 va 

perdiendo agua, uti li::::ando como sistema 

hypochondriacv.s. 

II ANTECEDENTES 

11. 1. Relaciones. de agua 'entr~ plaritas· Y sUelo. 

E"i potenc:i al de agua V' se 

por mol de agua y se expresa como: 

define- corno 

'I' + 
" 

la 

igual al potencial _osmótico y V'~º- es el potencjal 

Am.aranthus 

energi a libre 

donde es 

de turgencia. 

ct;1nsideramos que el va.lar del potencial hidrico del aqud. pur.::1 

de cero, entonces los solutos dist.1eltos causan un potenciaJ de 

agua con valore? negativos. En el sistema 

los poten e: i al es de agua son Ltsual man te negativos. En c:onsec:uenc:ia. 

dado que el potenc:iül hidric:o del suelo es el menos negativo y el 

de 1 a atmósfera el más negativo, el ügu¿i. f 1 uye través de 1 " 

planta CPassioura~ 1982). 

Il.2. Relaciones de aqua en las células. 

En la hcija, el medio e:·:terno PS el liquido q11e se encuentt"a 

entre los espaclos intercelulares y en l c;s paredes celulNrns 

Capopl asto>. En este liquido, la concentración de solutoo es muy 

pequef'lü :; as!. no contribuve sioniticativ~mpnta 41 de 

aguc-1 del apopJ .:tsto el cual esta determinado por las fuer~as 

mátricas ejercidas por las paredes celulares. Por lo tanto, el 

potencir.o.l dF> FH:Jl'"~ cte-1 aroplasto es igual ül potencial de m¿1t1~í;: Cip 

'I' ) -
m 

Dentro de 1 " c:él ul a. se considera que valor del 

potencial de aqua vacuolar es equivalente tanto al del citoplasma 

2 

Si 



como al de 1 a célula en gt?neri:\l. E.n 1 a vacLlol a , el potencial de 

agua esta determinado practicamente por el potencial osmótico. 

Entonces: 1P vo.c = Y' n 

El potencial de agua de 1 a vacuol a suele ser más bajo qLte el 

patenci'al de agua· del apoplasto. Por lo tanto, el agua ti ende a 

Tluir hacia la vacuola incrementando volLtmen y, E>n 

consecuencia, aLtmentando el volumen cel u 1 21.1-. Sin emb;:i.rgo, el 

incremento en el volumen celular está limitado por la elasticidad 

de las paredes celulc3.res, dando lugar a Llna presión do turgencia 

que eleva el potenc:i al de agua (Jarvi s y Tyree, 1982). El 

desarrollo progresivo y con ti nLto la presión de turgencia 

causado por el influjo de agua se ilustra por el diagrama de 

HOfler Cl-"ig. 1). Cuando la +uer::=a motri::: para la entrada agua 

es cero, la célula ha alcan:::ado su volumen má::imo. En tone es, Y' vo.c 

=VJP+tpTT. = o. 

El contenido relatjvo de agua <CRA>, es decir la proporción de 

agua que conti<?ne una planta, se def l. ne como: 

CkA 
_ P\. - Pe ., 
- Pl-----¡;;;- .. 100 

donde Pi es el peso inicial de la n1uestra, Ps corresponde al peso 

seco y Pt es el per;;o de turgencia má>: i ma. Por lo tanto, 

al establecersQ la correlación entre e.l potencial de agua y el 

utiliza la siguiente e>:presi 6n CFiq. 2. F\:i ch ter, 1978): 

__ .!_ __ ele. 
CRA 

1 !. 3. RC!laciones de a qua en condiciones de e.gobio. 

La disminución del valor del potencial osmótico 

respuesta a la pérdida de agua y a éstres salino es un fenómeno 

3 
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reportado Tyree y Jarvis, 1982). Esta disminución pLlc?de ser 

consecuencia de una respuesta pasiva a la pérdida de agua. Sin 

embargo, alqunas plantas presentan la capacidad de acumular 

algunos sol u tos como aminoácidos, aminas cuaternarias o 

carbohidratos para mantener el gr-adiente adecuado 

captación de agua y un potencial de turgencia positivo 

Durley, 1981) .. 

par-a 

(Cl arl~e 

la 

y 

Los solLttos Lttil izados por las pl.:tntas sometidas 

saliño para disminuir el potGncial osmótico pueden ser tanto iones 

como compuestos orgánicos. La prolina y la 

acumulan en citoplasma y los iones deben ser 

qlici.na betaina 

canceni:.rados en 

sensible 

se 

la 

5odio vacuola, puesto que la actividad enzimática. es 

<Wyn .Janes et al., 1-977; Polkahoff-Meyer, 1981). Asi, las plantas 

resistentes a la salinidad tienen la capacidad de usar a los iones 

para evit~r la pérdida de agua sin qu0 eJer~dn su efecto tó~: i co 

sobre el metabolismo 0:::1 owers, 1977 > • Los compuestos orgánicos 

que se acumul ~::i.n en c:l top.l asma, como la prolina y la 

glicinabataina, tia disminuyen la actividad en::imática incluso 

pueden estabili::ar sistemas c>n::=imát1co5 po1- lo que considr~ran 

como so lutos comp<"1.ti hl es <Bc1rowit:::kú y Bro1.>1n, 191'1-: Wyn Janes &t 

al., 1977). 

ll. 1l. Metabolismo dC?l nitrógeno (fig. 3). 

El amonio producido a partir de la reducción de nitratos por 

medio de la nitrato reductasa o durante el proceso de 

fotarrespiracipn puede ser asimilado por dos vias alternas: 

1. (4.minación reductiva de un cetoácido dando lugar e..l .31111noácido: 

ct-celogluto.rulo + NH
3 

+ NAD<P)J-1 + H + :;;;;;;¡===~,,.. 

5 

olulo.ma.lo + 
+ 

NADCP> 



' 

CLOROPLASTO 

1 . 
Glutamato 20xog lutarato 

'-----"' m 
4 

~ 
Glutamato Glu tamina 

~ 
NH 3 

~ 
No; 

' 

PEROXISOMA MITOCONDRIA 

Cl-Tetrahidrofola to 

Glioxilato-Glicina 
/ 

Glicina 

/Í 
r 

~ 5 

Alanina Pi ruva to 

~ 20xoglutarato G lutamato 

FJG. 3 ESQUEMA DEL CICLO DEL NITROGENU 
Actividades ENzimáticas: 1. Nitrato Reductasa, 
2. Nitrito Reductasa, 3. Glutamino Slntetasa, 
4. Glutamato Sintasa (GOGA'f), 5. Glutamato-glioxilato 
aminotransferasa, 6. Complejo Glicina descarboxilasa 
1. Glutamato Deshidrogenasa .. 

.., : 

1 



que c:atali:za esta reacción es Glutamato H
2 

o. La en:z 1 ma 

Deshidrogenasa <GDH: E.C. 1.4.1.3.) y se encuentra ampliamente 

distribuida en los difeL""entes tejidos vegetales. En las células 

de hoja se encuentra tanto en mitoc::ondria como en cloroplasto <Lea 

y Thurman, 1972). 

2. Incorporación de amonio a la posición amida de la glutamina y 

SLt posterior transferencia a l~ posición a: de un a-cetoácido. 

.1> glulo.mo.lo + NHª + ATP olulo.mi.no. + ADP + P . 

' 
2) gl.ulo.mi..no. .,. Ol-cologl.ulo.ro.lo .,. forrodoxlno. o NADCP)JI + 

291.ulo.ma.lo + forrodoxi..na. oxi..do.do. o NAD<P>. 

La pri mP-r-a E•S catali::ad.:::1 por l " enzima 

sintetasa <~.c. 6.3.1.2.) que se encuentra locali::ad~ 

citoplasma <GSI l como en clor-oplasto CGSll). La 

qlutamino 

tanto en 

qlutamato 

~intetasa <GOGATJ, es decir, la en:: i ma glutamino:a-cetoglutarato 

aminotransferasa NADCP)I·~ <E.e. 2.6.1.5.3.> o ferredo}:ina reducida 

<E.C. 1.4.7.1> son l.:1s en::ima.s qu12 i nterv:i ene.>n en la segunda 

rE.>ac:ción CMiflin et al, 1981). 

II.5. Influencia de la pérdida de sobre "l metabolismo 

nitrogenado. 

Durante la pérdida de a qua oc:urr2n una serie 

metabólicos adGmá~ de la dinm1nución en el potencial de aqua 

F'uesto que muchas plantas utiliz.::1n cornpueetos nitrogenados como 

solutos computiblE":.'s~ se con si der.:~ que los camblos en "l 

metabolis1no del nitrógeno son de importancia especial. 

L~ pérdida do ~YLI• provoca una ac:umul~ci6n de dmonio y de 

aminoácidos total c•s Levitt. 1980) y cambios en la actividad 

las en7.ima5 asimiladoras de amonio CMir.otnd21--Ham y Loytola-Vargas, 



1987) • F'or lo tanto, en el presente trabajo se sLtgi ere que el 

metabolismo de los aminoácidos y ·ros mecanismos de asimilación de 

amonio se encuentran ~ nt_egraltnente i nvol uc:rados en 

de las plantas a la pérdida de agua 

las respuesta 

Se tia c:onsi derado que la ac:umul ación de amonio y de 

aminoácidos sen resultado de un desarreglo la si ntC?si s 

prote1·ca <Lévitt, 1980). La síntesis de protei nas se inhibe 

i_r:tmediatamente por el éstres de agua y el proceso de proteolisis 

puede ·estar ·aumentado Cool'e et al,1979). otra lado, la 

acumulación de ·amonio puede ser resLtl tado de Ltn incremento en el 

metabolismo Totorrespirato1'"'io via 

serina ( Pulic:h, 1986). 

glicina par,::i. síntesis d" 

Aunque la actividad de la nitrato redLtctasa <NR: EC 1.6.6.1.> 

se reduce generalmente cuando las plantas son sometidas éstres de 

agua <Morilla &tal. 1973; Sivaramaf~risl1r1an et al, 1988) , se ha 

considerado qL1e esta r~nz i ma podri a ser responsab 1 e dr- la e 1evaci6n 

del amonio. 

Puesto que la VC"o>loc1dad de qeneración da amonio puede e}:ceder 

a la velocidad de asiniilaci6n base, la planta debe activar sus 

mecanismoa de reasimi lt;\ción d<O .::~moni o de manera rápida 

ef i cien f:emr~ntf?. Las enzimas que participan en la asimilación 

novo dc-1 .:unoí-,ic:; ~w11 la glutamato desh1droaenasa v el ciclo en 

y 

de 

ol 

que particip0n la qluL.:.1mir1CJ s.1. 11 LeLc1sa y la sintasa 

dependic>nte de 1\1(.\Q(f')H o de fe::.>rrC?do:~ina. Los cambios en 

actividades de estas en;.::1ma<o-:> provocados por éstres de agua 

las 

han 

sido reportados. La ciCtividad de la GDH es mavor 

a.mericanum, Vi~a radiata y Pha.seolus vulearis 

1985; K.:.\ur et al., 1985; Jager y Meyer, 197?) 

8 

en Pennisotum 

Bottacin &t ai, 

c-n respLtesta al 



éstres de agua, mientras que para Pisum. sativwn.. Zea mays y Sued.a 

maritima, la GS prese.nta incrementos en su actividad <Rakova et 

at, 1978; Bouc'aud_.·y __ - Eiilla::d, 1981) • 

. - ' ·,-:· ·:_·:;_:·,· ':-.·-:: ·. 

rr;6~·Rei~ciÓ~t-:.~n·t·~~-~-:~i' ~~~tenidO ·relativo de agua y los cambios en 

met_ab.Ci1·-~.-.~~~ --:;~.r.·O·~~~~-á-~o~:~ p'or. la pér-dí da de agua. 
__ = -. _,-. · __ ,- ' .. :···:,: :· .. _. -- : . . . 

L.i:i.--'Sáyerid~d·_:_dél d_éfic:i"t de agua puede ser- indicada a través 

del ·con_tenido relativo de agua y correlacionar-la con los 

_cambios metábó,1 i_cos que _S_e presenten. 

En general-, -los cambios metabólicos sufridos por las plantas 

el 

pér-dida de agua han si doe>~presados E>n función del 

potencial de agua. (Fi tter y Hay, 1983J 

Los cambios en el potencial de agua han sido rr:.>1acionados con 

los cambios en la concentración de acido abscisico (ABA) (Labadal, 

1974: Wright, 1977). So ha discutido qua el paramétro critico de~ 

las relaciones de agua que? determine. el increml?nto en .los nive1r?s 

de ABA es la pérdida da turgencl.:t CPi ere e and f~aschkE:?, J 9/B). 

Sin embargo, en otr<.JS oven tos bj oqulmicos. no se ha podido 

establecer si el potencial d~ agua o uno de sus componentes 

pueden ser Ltn parámetro critico qLH'? de ter mi ne .funciones 

fisiológicas Bradford i.lnd l-lsiao, 1982). Asimismo, la 

medición del potencial de agLla presenta di fj C:ll f t-"'rlPS de ti pu 

metodológico qua impiden establecer una correlación entre? 1 ¿:\ 

fisiologia de la respuc.>5ta y el valor del potencic:il durante 1 " 

Por oti-o lado, el CRA ha 1no<5trado ser una medida más adecuada 

p~r~ corrclJciona1- ld clct1v1dad metabólica con el qrado dE> la 

pérdida de agua~ En pé.tstos c
4
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que corresponde al pLlnto de muerte CCRA= 0.25 ! 0.01) e Sinclair y 

Ludlov,, 1985>. La reducción en la foto si ntesi s de cloropl~stos 

sometidos a éSt-res esta asociada a la reducción del volL1men 

estro!Tf.9.1 •. -_ el cloroplasto se puede considerar como 
,_._-_ 

osmÓ~etrO": en· los inter-Valos fisiológicos de deshidratación, la 

_reducc-iÓÍ'I' de1 'V01umen .-de la célula puede reflejar la r-educci.6n del 

reducción signi+icativa del 

Totosintético.comienza cuando la célula ha alcanzado L1n valor de 

I I. 7. Participación del calcio en la. pérdida de agua. 

El calcio, por medio de sus dos curgas positivas, ayuda a 

estabilizar las membranas estableciendo puentes entre los 

TosTol1pidos con carga negativa que se encuentran en éstas. Por 

otro lado, el calcio puede incrementar el status h1drico de dos 

especies de YLlte sometidas a nstrés de sequ1 a CChowdhury, S.R. y 

M.A. ChoudhLtr-i, 1986) 

En un medio amb1enl:e salino, r:u;;.ndo la concentr-ac:i6n 

calcio es baja, e::ist.e un incremerd:o la permeabilidad de la 

membi-a.na a los ionf.;os Na+ y Cl- <Greenway, H. y l'\unns, 1980:¡ 

Rains, D.W., 1972). As1 misniu, e~:istc evidencia dir-ecta de que el 

sodio despla:::a al calcio asociado a la membr-a.na et ai, 

1985> y que ~fecta los n1ve18s ~0 c~lcio in+r~~elular- Lync:h y 

Laü-;:hl i, 1988). Se cons1der-d qLH:: el c:2lc:ir:1 e::óqeno puede reducir 

el e·fecto de la salinidad al incrcmenta1- la entrada de calcio y 

redL1c:ir la de sodio <Lynch y Laüchli, 1988). Por tanto, el 

t:.cil.lt::io pu1-cr:r.> participar activamente en los procesos de tolerancia 

a sa1inidacl. 
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Se considera que los cambios en el metabolismo del ni trógeno 

provocados por la pérdida de agua pueden ser descritos en -función 

del contenido relativo de agua independientemente de la velocidad 

con que ocurra esta pérdida de aguaª De esta manera será posible 

e>:plicar· los cambios en los niveles de amonio, aminoácidos libres, 

glutamato y en las actividades de 

amonio de una manera integrativa. 

11 
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III.DBJETIVOS 

El objetiVo principal de este trab.t-1jo fué establecer 

sistema que responda bioquimicamente 

agua y si esta respuesta bioqu!mica es 

CRA. También se pretendió determinar 

niveles de amonio, aminoácidos libres 

a pequef'ias 

función del 

pérdidas 

cambio 

si 

y 

los cambias en 

de glL1tamato, y 

de 

en 

los 

lus 

actividades de la Glutamino Sintetasa y de la Gl utamato 

Deshidrogenasa Sf-3 llev¿;n a cabo en forma secuencial. 

Objetivos p~rt1culara~. 

1. Establecer los cambios en los nivel¡..~s de amonio, aminoAcidos 

totales y glutamato en r~spuesta 

sistema de e::plante. 

2. los cambios º" 

a la pérdida 

1 " actividad 

sintetasa y da la glutamato deshidroqenasa en 

pérdida de aqua C!n el sistem.:-t dC! e::plante. 

3. Deter1ninar Ja relación entre la respLtesta 

contenido relativo de agLta. 

de agua en el 

de la gl utrtmi ne;, 

respuesta a la 

bioqLtimica y e 1 

4. Determinar ~i la planta completa responde de la misma manera 

que el sistema de e~:plantes p21ra establecer si 1-:.::i. velocidad de la 

pérdid~ de agua afecta la r~spUQSta bioquimica. 

5. EstLldiar el e-fecto de ascLlridad sob1~e la respuesta bioquimica. 

6. EstLtdiar si el NaCl, Bl provocar cambios en la disponibilidad 

de ague>. provoc,::. una respuesta bioquímica similar a la establecida 

durante la pérdida de agua. 

12 
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IV MATERIALES Y METODOS. 

IV.1. Material Biológico 

Se utilizaron plantas de Amaranthus hypchondriacus L. tipo 

mercado CINIFAP, Chapingo, México; donado por el Ing. Eduardo 

Espitia) de 6 a 8 semanas de edad, crecidas en tierra bajo 

condiciones de invernadero 

IV. 2. t-lodelos Experimentales 

Se utilizaron dos modelos experimental es: Planta completa y 

e>:pl antes de Amaranthus hypochondriacv.s. 

Planta Completa: 

El tratamiento de agobio h!drico en las plantas de siete 

dias; cada d!a se determinó el valor de CkA en hojas madLtras 

totalmente expandidas y se tomarcin muestras de hoja para la 

determinación de mctabolitos y de ~ctividad de l~s enzimas GS y 

GDH. Las muestras se congelaron a -70°C. 

Las plantas son1etidas a agobio salino se regAron diariamente 

durante siete días con una solución de cloruro de sodio 30(1 mM; 

cada di a se determinó el valor de CRA y se tomaron las muestras 

correspondientes. 

ENplante: 

Los pc~ciolos de hojas totalmente e::pandi das y turgentes 58 

introdujeron en una sol uci6r1 de polietilenglicol al 8% (f·'EG 

6,ooo;-0.5MF'a>. Se tomaron muestras cada dos horas determinándose el 

CRA. 

1 7 
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Los explantes se sometieron a una solución de clorura de sodio de 

150 mM de la mi_sma manera .que en el tratamiento c:an PEG. 

El calC::io se arradió en forfJla de-cac1
2 

<3 mM> a las 

PEG o· ·a las-·- de·· NaC:f.,;; 

3.0eterminación del Contenido Relativo de Aguo. 

El.contenido relativo de agua se midió de 

soluciones 

ac:L1erdo 

de 

las 

condiciones establecidas para discos de hoja de Amaranthus 

hypochondria.c'US por del R!o Portilla (1988). Lo12> disco~ de t¡aja se 

cortaron con L1n horadador de Bmm de diámetro, se pesaron 9 

discos por mui=stra para obtener el peso fresco inicial (Pf> y 

colocaron en hule espuma con orificios de 8 mm 

sistema se saturó con agua desioni=ada 

Petri. El peso turgente ( p ) 
l 

se obtuvo 

dentro 

pesando 

de diá.mf¿otro: 

de una caja 

di seos que 

se 

el 

de 

se 

mantL1vi eran durante cuatro horas dentro de la cámara. Finalmente, 

el peso seco (p' se determinó pesando los discos secados 
• 

en 

estufa con vacío durante 24 hrs a soºc. El CRA se calculó con 

sigui en te fórmula: CRfi = pf - p" 
)( :100. --------

Pl - Pe 

4. E>:tr'"'.ctas. 

Extracto para la determinación de los metabolitos: 

Las muestras congeladas se molieron en mortero hasta obtener 

una 

la 

un 

polvo, se aH:adicron b ml de agua desioni=ada por cada 2 gramos de 

tejido y se ho111ogen~1zaron en un Ultra lurraH (Janke and kunkel, 

Kika Werk, RFA)-. El homogenado se filtró a través de 4 capas de 

gasa, se le af'fadió í'CA para obtener una conc8ntración final del 

10%. y se centrifugó a 15~000 rpm durante LO minutos. todo el 

procedimiento anterior se llevó a cabo a 4°C. Se tomó una alícuota 
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de 200 µl del sobrenadante para la determinación de amonio y ª' 
resto se le hicieron 3 eNtracc:iones con éter etílico. El pH de la 

muestra se ajustó a 5.o! 0.1 tomándose una alicuota de 100 µ1 para 

la determinación de aminoácidos libres y de 4(10 µI para la 

determinación de glutamato. 

E~:tractos enzimáticos: 

Los extractos en::: i máti c:os se obtuvieran de acuerdo a l•li randa-Ham y 

Loyola-Vargas (1'7'87). 

Las muestras conqeladas se molieron en mortero hasta obtener un 

polvo. El polvo sp homogeneizó er1 un Ultra turrw.:: (Janke and 

Kunkel, l<:ika Werk, HFA) por dos minutos con 2.~ 

de buffer de? e:: tr ac:c: i ón <TRIS t-ICl ~Oml•l, CaCl tmM. z 

volúmenes <wlv> 

(3-Merc:aptoetanol 

5ml1, pH 8.2) y 5 % de PVP. El homoqenado se filtró a traves de q 

capas de gasa. El filtrado se c:entrifuqó a 14,000 rpm durante 30 

minutos. El solJrenadant~ se utilizó pat·a medir las actividades 

c:n=imáticas lanto de;.• GS como de GDH. lodo el procE>dlmicnto se 

llevó a cabo a 4ºc. 

5. Determinación de amonio. 

El amonio se determinó utilizando el rea.e ti vo de Siqma <Método 

de l\Jessl er J. A luU µ1 de muestra se les a~adió l ml de reactivo. 

La muesti--a se centri+ugó a .::, ,uu1 . .1 rpm durante 15 min. y se le 

determinó la absorbencia ~ ~125 nm 

6. Determinación de ~minoácidos. 

Los aminoácidos se detfi.'rmi naron de acuerdo a Cocking ( 19!:54) 

utili~ando glut~mato como estándar. f-'I 100 µl de muest1-a se les 

affadieron (l.l? ml de agua y un ml de reactivo de ninhidr-ina. Las 
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muestras se col oc aron en baf'fo maria durante 30 mi n .. , se 

on hielo y se les agregaron 2.5 ml de i sopr.opanol "l 

dejaron durante 15 min. a temperatura ambiente y se les 

la absorbencia a 570 nm. 

enfriaron 

::50'%.. Se 

determinó 

Reactivo de ninhidrina: Reactivo A.- buffer de citratos 0.2~1 pH 

5 .. 0 ~ 0 .. 1 y, por cada 50 ml de buffer, O .. Sg de SnC1
2

. 

0.4q de ninhidrina en 10 ml. de etilen- glicol

agregar 10 ml del -reac:ti vo A. 

monometil 

7 .. Determinación de Glutamato. 

Loo;:; 400 µl de muestra se colocaron sobre una columnc.i. de 

Disolver 

éter 

2cm con 

y 

Dowex 1-XS. La columna se 1 avó c:on 10 ml de agua desioni=:ada y "1 

qlutamato se eluyó con 4 ml de una solLtCión de ácido acético 2N. 

El eluido se ajustó é-\ pH 5.0~ O. 1 y se tomó 1 ml que fue p1~ocesado 

como en el inciso anterior (6). 

LA resina se preparó de la siquier1le 1ner~er~: cie resina 

Dowex 1-XB se rcsuspcnden en 2 litros de agua desinni :::ada. Al 

asentarse la resina, sr.:> decanta el 11 qui do qllt? contiene las 

particL1las fin~s. ~e 1-cp1ten ostos dos pasos las veces que sean 

Después, la resina se enjuaga dos veces con 1 litro de 

HL! y 

100ª C: hasta quL"? el sobrenadant~ r • ...:, lt..~ngú color. 

resina está a temperatura ambiente, se r-esuspende 

se calienta 

Una vez que 

en ::i(J(I ml de 

ácido dC:él1co :o::N y se cC{1ít.>nta a 6ü-70°C por 5 min. Finalmente, la 

resina se empaca en una cc1lu1r1n~ y se pasan 3 litros de acetato de 

sodio lM y un litro de ácido acético 1J.l~I. La resina se !~va con 

aqua des ti l .:.<.da h~"'>.st¿' obtener u11 pH neutro. 
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8. Determinación de la actividad de GS. 

El ensayo para la actividad de transferasa de GS se llevó cabo 

según Loyola-Vargas y Sánchez de Jiménez <1984). 

La mezcla de reacción esta formada por TRIS-HCl 50mM, pH 7.5; 

ATP 6mM, MgS0
4 

333mM; hidro:<ilamina 20 mM; ci steinc.\ mt1 y 

diferentes volúmenes de extracto en=imAtico (l).1-0.5 ml> La 

reacción se comenzó al aNadir 0.5 ml de glutamato 190 mM, se 

incubó por 30 mi n. a 37 º C y se detuv6 af'íad i en do 1 ml solución 

de Fec1 
9 

volúmenes iguales de FeC1
8
.al !U/~ en t-\Ll ü.2 M, l"CA 

24% (w/v) y HCl al 50%>. Se centrifuq6 y se midió la absorción 

del sobrenadante a 540 nm. 

La actividad de GS está e:-:presada en µmolas 

y-glutamil-y-hidro>:amato formado por minuto poi~ mg de proteína. 

9. Determinación de }¿l, actividad de GDH. 

La actividad aminativa de 1 a GDH se determinó de acuerdo 

Loyola-Vargas y Sánche= de Jiméne= (1984). 

al 

de 

L.a me::cla de reacción esta formada por: TRIS HCl 10u rnM, pH 8.2; a 

cetoglutarato 10 mM; NH Cl 
4 

lOU mM y 

extracto enzimático <O.C•5- 0.2 ml.) La 

diferentes volúmenes de 

mezcla de reacción se 

incubó a 30°1: durante 2 mtn. La reacción se inició af'íadiendo NADH 

160 µl'I. L.;.\ disminución en absorbencia a ;3.tH)nm indica el consumo 

de NADH en la reacción aminativa. 

La actividad de GDH se definió como nmoles de cofactor 

por minL\to por mg de proteína. 

10~ !Jctcrminac:16n de Pr-oteinas. 

Las pr-otc1nas SE' determinaron de acuerdo a Peterson 1977) usando 
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albúmina-bovina como estándar. 

A f _ml:_.-de inUestr:-a conteniendo entre 1CJ _y 100 µg de proteína se le 

anadiei-on 0.1 ml de DOC al 0.15Y. (10 min. a temperatura ambiente>, 

las muestras se enfriaron durante 5 min y posteriormente les 

ai"Sadieron 0.1 ·mi de TCA al 72% (20 minutos a 4°CJ. Se centrifugó 

a 3,000 rpm durante 15 min. El sobrenadante se descartó y la 

p_astilla se le af'1adi6 Lln ml de reactivo A lMe:::clar partes 

iguales de CTC (Na 2 C0 3 al 10%., CuSo4 al O. 1% y tartrato de sodio y 

potasio al ú.2~~) SOS al 10Y., MaOH 0.8 N y AgLtaJ y se dejó .:\ 

tcmpcr<:'l.tura ambiente duran to l. (1 min. Posteriorm2nte le 

af1adieran 0.5 ml del reactivo B (reactivo de Folin-Liocalteu 1:6) 

Se dejó a tempC?1-ci.tura ambiente durante :2.~0 min. y se leyó a 750 nm. 
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V RESULTADOS. 

V.1.DETERMINACION DEL CONTENIDO l'CELATIVO DE AGUA. 

El CRA puede ser usado c:omo un indicador del status hi drico 

del tejido. Par4 algunas especies veqetales, se ha determinado 

que la pérdida de turgencia tiene lugar entre el 85 y 75% de 

Este punto ha sido determinado por medio de relaciones 

potencial de agua y el CRA. ( Clar~te y Durley, 1981). 

entre 

CRA. 

el 

Con el objeto de establecer una comparC\ci6n en le>. velocidad de 

pérdida de agua entre l u pl antril completa y tos se 

determinaron los cambios en CRA en -función del tiempo en ambos 

sistemas. 

Planta completa. 

La planta completa pierde <C\gua gradualmente 

valor del 60% de CRA en 6 dlas <Fiq. 4 ). La pérdida de turgencia 

del tejido se observó en valores de CkA alrededor del 75/.. 

Explant1~. 

Los valores de CRA disminuyen de n1anera gradual alcanzando un 

valor de 60'%. a las 10 horas cuando los e~:plantes son sometidos a 

pérdida de agua con F'EG C-0.5 l·IPa> <Fig. 5 ) . La pérdida de 

turgencia de 1 a hoja también se mu.ni festó alrededor del 75% de 

CRA. 

Los e::pJ.antes presentaron unu velocidad mayor de la pérdida Ue 

agua en relación 

influencia de la 

a la planti.1 

velocidad de 

19 

completa. 

la pérdida 

F'ar 1 o tanto, 

de c>.gua sobre 

la 

f~ l 



100 

ªº 
,... 
"" 60 .._, 
es: 
a: 
(.J 40 

zo 

2 4 6 

t Cdias) 

FJG. 4 Cambios en el contenido relativo de agua 
(CRA) de plantas sometidas a pérdida de 
agua durante 7 días sin riego expresados 
en función del tiempo. Cada punto rep1·e
senta el pron1edio de 3 determinaciones y 
la desviaCión estandar. 

20 

8 



... .. .... 
<( 

~ a: 
CJ 

80 

70 

60 

FIG. 5 Cambios en el contenido relativo cte agua 
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metabolismo nitrogenado, se estudió al determinar los 

los niveles de amonio y glutamato y en las actividades 

cambios 

de GS 

-función del CRA tanto en explante como en planta completa. 

en 

en 

V. 2• CAMBIOS EN LOS NIVELES DE AMONIO, Al•IINOACIDOS 

GLUTAMATO Y EN LAS ACTIVIDADES DE GLUTAMINO SINTETASA Y 

DESHIDROGENASA EN FUNCION DEL CRA. 

LIBF<ES Y 

GLIJTAMATO 

1-os e amb i os en los niveles de amonio provocados 

pérdida de agua pueden estar relacionados con los cambios 

por 

en 

l ., 

los 

niveles de aminoácidos totc:tles y del¿¡~ ai..;tividades de las enzimas 

asimila.doras de amonio. El CRA puede ser utilizado como un 

indicador del status de agLla y de esta manera, anuli::-ar los 

cambios en el metabolismo en función de este indicndor, 

establecer una. secuc>ncia C?n los eventos. 

se puede 

V.2.1 Amonio. 

El ~maranto acumula amonio en respuesta a la pérdid¿\ de aoua 

<Fig. 6 ). Los niveles de an1onio se incrementan en el intervalo 

entrP. 85-82/. de Cf<f..'.\ en el e}:pl.:~nte sequido d~ una disminución. En 

la planta completa, la disminución se observa a un valor de CRA 

El incremonto en los niveles de amon10 

al rededor del 75/: de CF\f-\ se observa en ambos sistemas. 

Se ha considerado que la ac:umuli'O\ción de arnon10 

de la desaminaci6n de l 0!5 aminoácidos que se 

consecuenci <'.~ unr:i inhibición si ntes1 s 

provocada por ~l éstres CCuolce et al, 1919 ). Por 

importante determinar los cambios en los niveles 

22 
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totales en eHplantes sometidos a pérdida de agUi.'\ con PEG (-0 .. 5 

MPa>. 

V.2.2 Ami~oácidos totales. 

El amaranto acumula aminoácidos en respuesta a la pérdida de 

agua <Fig. 7 ) . El incremento observado fué paulatino 

11 egándose_ al máximo al rededor del 70% de CR{.\. 

El-: cámbio en la actividad da l aE> enzimaE> asi mj l C'ldoras de 

amonio_ és un evento reportado en diferEo>ntr¿s E:?Sµltc:if:o's vc-geta.i.es 

Miranda-Ham y Loyola-Vargas,1988). Por otro lado, la disminución 

de lo~ niveles de amonio en amaranto indican La posjbilidad de un 

incremento en la actividad de los mec,'.'\ni smos dt::i asimilación de 

amonio. 

V.2.3 Glutamino Sintetasa. 

La acti~idad de la GS presenta un incremento de 5 veces en el 

intervalo de 
• 

valores de CRA de 80 a 73%, 

planta completa co1no en explante (fiq. BJ. 

observándose 

La actividad 

valorras basales cuando Ql tejido alcanzó valores de CRA 

tanto en 

presentó 

al rededor 

del 70%. So liil reportado quo la actividad de GS puede variar a lo 

largo del dia <Mi-flin et al., 1981> En "1 <;;:;i stema e}:plante, 

la actividacl de GS no varió cuil.ndo lo=· e::plantes fueron colocados 

en agua h¿,sta por 11.) horas ( f i g. 9) .. 

V.2.4 Glutamato deshidrogenasa. 

La actividad de GüH-NADH de e}:plantes sometidos a pérdida de 

agua con PEG <-0.:'5 MF'u) se muest1-a en la figura 10. La actividad 
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• 

de GDH no presenta cambios hasta que 

menores del 72% de CRA; a partir de 

tiende a disminuir. 

el enplante alcanza valores 

este valor, la actividad 

V. 2~5. Glutamato. 

El glutamato ha sido considerado como posible 

osmorregulado-r, especialmente en bacterias <Yancey et al., 1982) 

Sin embargo, en plantas los niveles de glutamato 

o di_sminuyen en respuesta a la pérdida de aqua 

Brazoz.oWska, 1975) • 

se incrementan 

Hanowewr y 

En amaranto 7 la concentración de glLLtan1aLu, tanto ex plantes 

como en planta completa, tiende a disminuir a medida que el tejido 

va perdiendo agua <Fig. 11). Sin C?mbargo, en el explante el nivel 

de glutamato baja dt:isde valorP.~ ele> CRA mayores a 80/. mientra~ que 

en la planta completa comien;::a ~:."disminuir cuando 

valor de CRfl menor del 77"/. 

se alcanza un 

V. :S. DEPENDEt·,_¡cIA DE LA LUZ DE LA RESF'UESTl'-1 HIDQU!l'IICA A LA PERDIDA 

DE AGUA EN EXPL{.-,NTES. EFEcro OE OSCUF<IDAD. 

Se ha dGscrito que la acumu l ac: i 1!>n de amonio en 

halófitas como respuesta estrés salino es un 

dependiento cJe lu=. (Pul ic:h, 1r-.;86). Asimismo, la actividad 

es regulada principalmente por carga energética <Miflin 

1981) • Por lo tanto, para c:onoc:er si los cambios 

concontración de amonio, de amtnoácidos y de qlutamato y 

plantas 

fenómeno 

de 

et 

en 

en 

GS 

al, 

la 

la 

ac:ti vidt:1d de? 121 GS ~on proceso:> Uep~nUit=!nle~ dl'o' luz, se sometieron 

los e::plantes de éstrQs con PEG (-0.5 MPa) en 

oscuridad. 
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FIG. 1 J Cambios en los niveles de glutamnto en función del 
contenido relativo de agua (CRA). El 100% corres
ponde a 2.J4~0.59 m~ de glutamato por gramo de po 
so !leca. 
PLANTA COMPLETA (1) 
EXPLANTE {O) 



v. 3 .. 1. Determinación de CHA. 

La velocidad de la pérdida de agua de los eHplantes sometidos 

a PEG en osl::uri dad ~s equivalente a 1 a de los e:.:pl antes sometidos 

a PEG en luz (Tig 12 y 5). Asi, a las 10 horas, el 

alcanzó un valor de CRA de 60/.. 

V.3.2. Ainonio 

La acumulación de amonio se observa desde valores de 

84% CFig. 13). Cuando el tej1do ha alcan=ado un valor de 

tejido 

CRP1 

CRA 

de 

de 

71/.. apro>eima.damente, se observa una disminución en los niveles de 

amonio. Tanto en oscuridad como en lu=, la pérdida de agua provoca 

la acumulación de amonio. Sin embargo, existe un desplazamiento 

de los dos picos hacia valores menores de CRA con respecto a los 

observados con luz. 

V.3.3. Aminoácidos Totales. 

En la figura 1 1J se muestran los 

concentración de aminoácidos totales. 

cambios observados 

A partir de que el 

en la 

te_1 ido 

alcanza un CR(~ de 77/. y, u medida que va pe1-d i en do agLta, e:: i ste Lln 

incremento en los niveles de los aminoác:1dos. til n embargo, 

al rededor del i'Vi: de CRA, se observó una disminución: por lo 

tanto, la acumulación de aminoácidos en oscuridad está desplazada 

a valores de CRA menores 

1 u= . 

que los encontrados 

V.3.4. Glutamino Sintctasa. 

en condiciohes de 

La actividad de GS de e}:plantes sam~tidos a éstres con PEG y a 

31 



.., ~ o 
~ ~ 

-< 
o:: 
u 

!Oíl 

90 

80 

70 

60 

so ') 

o 2 4 6 8 10 
TIEMPO (hora sl 

FJG. 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 función del 
t!Ampo. Cada punto repres~nta el promedio de 3 dctcr
mlnaclones y la desviación óstandar. 
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FJG. 14 Efecto de oscuridad sobrelos cambios en los niveles de 
aminoácidos totales provocados por la pérdida de agua. 
El 100% corrP-sponde a 7.9'!J.O mg de Aa por gramo de 
peso seco. 
EXPLANTE (O) 



oscuridad se observa en la -figura 15 .. La actividad de esta enzin1a 

tiende a disminuir alcanzándose un valor de 44'%. con respecto al 

control .• Sih embargo, la actividad se recupera niveles 

equivalentes a los del,-- control en el intervalo de 75 a 70'%. de CRA 

y posteriormente vuelve a disminuir.Este incremento cm la 

actividad de GS es de menor magnitud al descr 1 to en J. os e:-:plantes 

sometidos a pérdida de? agua en luz. 

V.3.5 Glutamato. 

Los nivel es de glutamato se mantienen constantes hasta 

valores de 77% de CRA y posterior-mento tienden i ncr-emontar-!::ie 

observándose una bajada al rededor del 71'%. <Fi g. 16) Sin 

embargo, esta bajada no alcanza un valor 1n·Ferior al del control 

mientras que en lu:::: la concentración de glutamato si ~:mpre -fué 

menor a la del control. 

V.4. EFECTO DE HaCl SOBRE EL cr.:1-1, 1-A CUhJCEl\JT~-;:ACIOl.J DE ~lt-IONICJ y LA 

ACTIVIDAD DE GS. 

El contenido relativo de agua puede ser ufectado por e:: ceso 

de sales en al inedia El NaCl altera 

a+ectanda de esta manerü el status 

1'7CL.). los iones 

l a actividad del agua 

hidrico 

afc.>ctan 

de la planta 

directamente la~ 

funciones hioqu!micJ~ y fi5iolóq1cas <r1owers et al, 19"/7). En 

muchas especies sensibles a NaCl, calcio pL1ede 

parcialmente los el-actos del <.:=.odio <Cramer et al., 1986). 

Con el objeto de dete1-m1nar si el calcjo f)Ur>r:ie rr:?Vcrt i 1-

+ 
efecto de Ma en nuestro el componente 

iónico del NaCl, se determinó el efecto de CaCl
2 

sobre el CRA, la 
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FJG. 15 Efecto de oscuridad sobre los cambios en la actividad de 
GS provocados por la pérdida de agua. El 100% correspon
de a una actividad de 0.2664'!:0.Q35x10-JJ-<.mol de 0-glutamil 
por minuto por miligramo de proteina. 
EXPLANTE (O) 
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PIG. 16 Efecto de oscuridad sobre los cambios en los niveles 
de glutamnto provocados por la pérdida de agua. El 
JOO~ corresponde a 2.34~0.59 mg Glu por gramo de peso 
seco. 
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concentración de. amonio y la actividad de GS en e:< plantes 

sometidos· ·a. éstreS salino. 

V.4.1. Determinación del CRA. 

·.Ef· efec_t.o:--de" NaCl 150 mt-1 I CaCl z 6mM y f\laCl 150 mM sobre 

el CRA ·en expl'antes se muestra en la fiqLlra 1 7. El CfiA de los 

e:-tplantes ·sometidos a agobio salina sin y con calcio presenta un 

valor·promedi'o de 84/. en las primeras 8 horas. Sin embargo, a las 

4 hrs y a las 26 hrs se observan val ores más al tos de CR?l en los 

explantes a las que se suministró calcio. 

V.4.2 Amonio. 

La conc:entración de amonio tiende a subir en las primeras 4 

hrs en los e:{plantcs sometidos i1 aqobio salino sin y con calcio 

<Fig. 18>, A partir de las 6 horas, en ambos tratamientos 105 

niveles de amonio son inferiores n los del control aunque en los 

explantes tratados con calcio, los niv~les de amonio se mantienE?n 

alrededor de un 65'l. del control. 

V.4.3 Glutamino Sintotasa. 

El e·fecto de NaCl y de l~aCl 

GS se muentra en 1 a f i tJLtrii'I 19. 

act1vid.oi.d de GS 

y de CaCl sobre la actividad • 
En los eHplantes sin calcio, 

a 1 as 2 hrs. 

de 

la 

pero 

posteriormente tlende a disminuir mientras 11ue en los e>:pl antes 

trntados con calcio, a laS 4 hrs. se ve el incremento la 

actividad y después una brusca disminuciónw 
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PJG. t7 Efecto de calclo sobre el contenido relativo de agua 
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punto representa el promedio de 3 determinaciones y 
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FJG. 18 Efecto de calcio sobre los nivel.es de Amonio de explantes 

sometidos a agobio snlino. Cada punto representa el prom~ 
dio de 5 determinaciones y Sll desviación estandar. 
NaCl 150 mM (O) 
NaCl 150 mM + CaC1 1 3mM (1) 



-~ 
C> 

!: .. .... 
z: 
C> 

'-" .. .... 
{/) 

Cl 

100 

2 4 6 B 26 
t Ch> 

FIG. 19 Efecto de calcio sobre la actividad de GS de explantes 
son1etldos a agobio 5alino. Cada Plinto representa el pro
medio de 3 determinaciones y su desviación estandar. 
NaCl 150 mM (O) 
NaCl 150 mM + CaC11 3 mM (t) 
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V.4.4 Planta completa. 

La concentración de NaCl utilizada en la planta completa fué 

de 300mi'1 puesto que con concentraciones menores no se detectaron 

cambios on el CRA. A las 24 hrs. del tratamiento con ~laCl 300mM, 

el CRA descendió hasta un valor de BO'l. llegando hasta el 68% al 

quinto di a de tratamiento.Los niveles de amonio empezuron a 

disminuir al segundo dia de tratamiento manteniéndose con~tantes 

alrededor de un valor equiv<ll1:=nte al 60% de:>l contr-ol (Fig. 20). 

La actividad de GS se mantuvo equivalente a la del control durante 

los dos primeros dlas de agobio pero a partir del quinto dla ya no 

se detecto actividad alguna • 
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VI, DISCUSION 

La asimilación del amonio y el metabolismo de aminoácidos 

están i n"tegr_a_l mente involucrados en las respuestas de los 

vegetales_ a agobio ·tanto de déficit de agua como salino. 

e-xisten gran cantidad de repor-tes acerca del efecto dc:l 

Aunque 

aqobio 

tanto de sequi a como de salinidad sobre el metabolismo del 

nitrógeno, -éstos no están dados como secuencia de.• eventos a med1da 

que la planta va perdiendo aou~. Estos eventos han sido de6crito~ 

en función del tiempo o como cambios en los potenc1ales de agLta 

provocados por la pérdida de agua. Siri en-bargo, no se ha podido 

establecer si el potencial de agua es 

determino las funciones fisiológicas 

un parámetro critico que 

CBradford v Hsiao. 

Por otro lado, sl se hi1 demostrado una relación entre los 

en el volumen CQlular provocados por la pérdida de aqua 

ca1nbios en los procesos fisiológicos. Asi, la inhibición 

acti vi dacl +otosintética ti ene> un vol umcin 

1982). 

cambios 

y 

de 

los 

la 

cel Ltl ar 

determinado. ¿\Ún cuando las plantas presenten una sensibilidad 

di~erente a la pérdida de aguil ( IZaiser, 1982). 

En rsto trabajos~ sugiere quo, por Ltn l~do, los eventos 

desc1-itos involucrüdos en el metabolismo del nit1-6geno pueden sr?r 

integrados al relacionarlos con el CRA y, por otro lado, los 

eventos bioqulmicos de respuesta a la pérdida de aqua se llevan a 

cabo eun~l'~ la pl2nta no o~té en pcl1qro inminente de d~Mo 

funciones. 

Los cambios en la concentración de amonio (f i q. 6) ' en la 

concentración de aminoácidos libres (fig. 7), en la 
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de glutamato (-fig 11) y en las actividades de GS 

<Fig 10) pueden ser descritos en función del CRA. 

(fig 8) y de GDH 

Estos eventos 

parecen ser independientes de la velocidad con que ocurra la 

pérdida de agua ya que se llevan a cabo de manera eqLti val ente en 

la planta campleta,dande la pérdida de agua es más lenta 

que en el expl ante en donde 1 a pérdida de aqua es más 

CFig 4) 

rápida 

<Fig.5>;" a diferencia de lo reportado para la acumulación de otros 

solutos que parece estar afectada por la velocidad de pé1~dida de 

agua <Morgan, 1984>. 

La acumulación de amonio en respuesta a aqobio de sequia y 

salino CLevitt,1980 Flores and Galston, 1984) ha sido reportada 

como consecuencia de un desarroglo en la sintesis proteica y unL\ 

subsecuente desaminación de los aminoácidos 1 iberados. Otra 

posible fuente de amonio es la ni.trato reductasa, pero su actividad 

se encuentra muy rJO.•ducid¿~ durante la pérdid0 de agu,:-i .::~. valort:os de 

CRA mayores al BU~':. tS1varamal~rishnan et al., 1'7'8t:lJ .Por ot.ro iado, se 

ha suqerido que la acumulación de amonio en especil?s hal6fitas 

puede ser conscc>cuenc i a do un etec t.o ele! l·~aCl sobre el metc01bol i smo 

fotorrespiratorio por efecto de glicina sobrLl la transfor1naci6n a 

serina <Pulich, 1986). El amar¿i.nto presenta dos picos de 

acumulación de amonio i:::.>n función d8l CRA <fiq 6). Se piensa que el 

primer pico de amonio puede provenir de la reacción de 

fotorrespi1-ación. Aunque el Ami."lranto es una planta C4, amonio 

derivado de este procesa puede exceder al 

reducción rje nitrato CM~rtin, F. et al., 19f:r.:5>. 

podria estar rel~cionado con la desamin~ci6n 

acumulados en consecuencia de la inhibición 

de 

de 

proteínas, ya que 81 amonio se acumulü en forma 
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acumulación de los aminoácidos al e:<presar ambos eventos en 

función del CRA (f-ig. 7>. 

La acumulación de amonio en respuesta a la pérdida de agua en 

oscuridad también presenta dos picos. <Fig .. 12). Estos dos picos, 

de menor magnitud, se encuentran desplazados hacia valores de CF\'A 

menores. Sin embargo, se considera que la primera elevación de los 

niveles de amonio no debe provenir de proteolisis puesto que la 

acumulación de aminoácidos tiene lugar a un valor CFU-) menor 

CFig. 13) .. Aunque el proceso de fotorrespiraci6n e·.=; de?pcndicnte dP. 

luz, el amonio liborado pL1edc provenir de una D.ctivación de la 

conversión de glicina a merina ya que la scrin~ es un precursor de 

la síntesis de la glicinabetaina, la cual es acumulada en vGlores 

de CRA menores en este mismo sistema ( Gamboa, et aL.. 1989). 

Se ha sugerido que el amonio liberado dur-ante la pérdida de 

agua puede provocar daf'1os (?n el mctabol i smo en qener.:i.l (Levitt, 

1981)). El amonio puede al ter ar tanto el pH celul.::1r como la 

cap t.::lci ón del a.qua ( Quebcdeau:< y O.:: burh, 197"-:..._>) y los r1 i velos de l .:i 

enzima glutamato sintasa depE!ndiente de +12rredo>:ina <Hecht et al., 

1988) ~ Por lo tanto, los procesos de asimilación dg amonio son 

parte importante de la respuesta metabólica a la pérdida de agua .. 

La acumulación tcniprana de an1onio puede ser consecuencia de 

los procesos de libcr~c16n, descritos anteriormente, 

por la pérdida de aqua y la activación posterior 08 la ~~i,11ilaci6n 

de amonio.Estos procesos se pueden llevar a cabo a través de las 

dos rutets descritas para la asimilación del amonio. La asimilación 

de amon1 o t.>11 :::istc>m~ ser a través del ciclo 

GS/GOGAT, puaste qL11=:> la GS p1-e~enta un l ncr!?fTH?nto en 1 a actividad 

en el intervalo do CRA que corresponde a la bajada de amonio \Pig. 
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8}. Asi mismo, se ha enfatizado qLte el amonio liberado durante el 

proc_eso fotorrespiratorio es asi mi 1 ado por 

GS/GDGAT CGivan et al., 1988}. F·or otro lado, la 

GDH tiende a disminuir a medida que el tejido 

lQ) 

Está bien establecido la GS está 

medio del ciclo 

actividad de la 

pierde a qua <Fi q .. 

presente en dos 

compartimentos en las células de hoja de la mayor1a de las 

plantas (Me f\lal l y et al., 1983) .. Una de las isoformas se localiza 

en citoplasma CGSI) (Hirel y Gadal, 1980> mientras qL1e la otra se 

locali=a en cloroplasto CGSil) CHirel et al., 1982) .. Además, el 

GS amonio derivado de la -fotorrospiraci6n 

cloroplástica <Wallsgrov~ et al., 198/). 

es asimilado por la 

En l -F.l.S plantas 

dos isoformas 58 encuentran tanto en las células de 

C
4

, las 

la v,;.\ina 

vascular como las de mesófilo. Se ha postulado que la asimilación 

del amonio derivado de la fotorrespiración lugar en el 

cloroplaslo de la~ célul2.s vaina. mientras que el amonio 

producido por la red1Jcc1ón del nitrato es asimilado an las células 

de mésofilo (Yamaya y Oal~s, 1988). Por lo tanto, se considera que 

probablemente solo una de las isoformas de la GS participeen la 

párdida de 

P.l estt.tdio de la compartamentc3.li:::aci6n de los eventos es 

importancia. 

L~ aclividad de GS Qstá pr i ne 1 pctl men lE 

enérqetica <Miflin, 19E:J1). Este mecahismo dQ con trol 

agua. Asl, 

de suma 

por carga 

determina 

que la actividad pueda varia1- según el estado fisiolóqico de l " 

planta. En Amaranto~ las variaciones en la actividad de GS se 

observan en intervalos de Ch:A donde es probD.ble qLtE? no 

ocurran cambios en la actividad ·fotos i ntét i ca, puesto que la 
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inhibición significativa en la fotosintésis se lleva a cabo cuando 

el CRA ha decrecido hasta un 55% <Kaiser, 1982) Sin embargo, la 

actividad basal de la enzima está ligada a la presencia de luz. En 

Lem.na, la ausencia de 1 LIZ provoca una pérdida rápida de GS 

e>:traible. No obstante, el efecto de la luz sobr~ las iso+ormas 

parece ser diferencial. Asi, se ha descrito que la lLt:::: provoca una 

acumulación unic:amente del ARN mensajero de GSI.l <Tingey et al, 

1988) Esta acumulación del mARN de GSI l puede ser también 

resultado del estado metabólico del cloroplasto. En Piswn sativum.. 

la fotorrespiración provoca una acumulación C:Ltat1-o veces mayor del 

RNA mensajero de GSII y se considera que el amonio puede estar 

involucrado en este evento (Edwards y Coruz:::i, 1989). 

La actividad de GS en e::plantes sometidos a pérdida de agua 

en oscuridad tiende a disminuir aunque a:-:iste una recuperación en 

la actividad que corresponde al intervalo en el que se observa una 

disminución en los niveles de amonio (Fiqs. 1.3 y 15). 

tanto, los cambios provocados por la pérdida d" agua 1=n 

actividad de GS pueden ser considerados independientes de 

lo 

la 

los 

sistemas de rcqulación de esta por luz y podr!an estar 

requlados directamente o indirectamente por los niveles de amon10 

] i hPr"'ArlO. 

Por otr-o 1 ado. "ª r-erJortado que e:·: i sten qrr'lndes 

variaciones en la actividi.\d de GS a lo lar-go del d!a (Ste\.'1art et 

al.. 1980>. Si11 emba1--go, los !:!;:plantes que se c:olocar-on on agua no 

presentaron var-iaciones en la actividad a lo lar-go del tratamiento 

(Fig.9). 

El aumento en la actividad de GDH en respuesta .:.:~ la pérdida 

de agua ha sido reportada en diversas plantas Cf'li randa- Ham y 

''ª 



Loyola Vargas, 1987>. En Amaranto, la actividad de esta enzima 

permanece constante hasta un valor de 76/. de CRA y después tiende 

a disminuir. Estos resLtltados apoyan la posibilidad de que la v1a 

de asimilación de amonio en las plantas de amaranto somQtid~s a 

pérdida de agua sea el ciclo GS/GOGAT-

La acumulación de aminoácidos es una 

varios tipos de éstres 

1982).Se ha reportado que 

consiguiente acumL1l ación 

Levi t t, 1980 

la 

de 

acumulación 

amonio son 

respuestu 

Pul i ch, 1986; Hipk1n, 

de ¿-tmi noác idos y la 

resultado de una 

protcolisis que permite, de esta manera, sinteti:::ar nuevos 

amonio aminoácidos y protein~s ~ tr;:ivés de asimilación de 

<Hipkin, 198'.2>. La acL1mulación de aminoácidos, en este sistema, es 

posterior a la liberación de amonio .Como ya se mencionó ant12s, es 

posible que solo el segundo pico de amonio corresponda la 

desaminación de estos aminoácidos acumulados como resultado de la 

proteolisis tanto en luz como en oscuridad. 

En 05C:Llt" 1 Llcid, lo encontrado en 

o::pl.::i.ntes sometido5 a deficit de aguci. en lu= la pérdida de 

provoca un incr·nmento en los niveles de glutamato <Fig. 15) • 

aumento en la concentr·cición de este aminoácido comienza en 

mismo valor que el observado para los aminoácidos totales po~ 

que se considera que este incremento es resutado del proc~so 

proteolisis y, puesto que la ac~ividad de la GS en oscuridad 

los 

agua 

El 

"1 

lo 

de 

es 

muy reducida, no es utilizado como puede ocurrir en la lu:.:. Asi 

mismo, en el intervalo de CRP1 donde se observa una recuperación de 

la actividad 

glutamato. 

de GS, 

En resúmen, los 

hay una 

procesos 

disminución los niveles de 

del metabolismo del nitrógeno 
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estudiados involucrados en la respuesta a la pérdida de 

parecen estar relacionados de la siguiente manera: El primer 

evento es un incremento en los niveles de amonio posiblemente de 

origen -fotorrespi rator.i o 1 el cual ·es reasimilado por la GS 

probablemente cloroplástica. La posterior 

desaminación de los aminoácidos posiblemente 

incremento en los niveles de· amonio observados a 

mas bajos. 

Salinidad. 

acumulación 

determina 

val ores de 

y 

"l 

CRA 

Los mecanismos de tolerancia a salinidad han sido <:1mpliamcnte 

estudiüdos Flowers et al, 1977; Cheeseman, 1988) • El e+ecto 

adverso de 1 a s~1l ini dad puede ser tanto nivel de la 

permeabilidad de la membrana o de la actividad de las dife>r~ntes 

enzimas por una interacción di re:>cta de los iones con estos 

como a nivel del volumen celular al afectar los iones el potencial 

h!drico 

tanto, la 

Daines y Gould, 1985~ 

1-espuE>sta al agobio 

Hasewaga et al, 

SB-lino muy 

especialmente en ~quellas plantas que no presentan 

1986> Por lo 

compleja, 

meca.ni smos de 

exclusión o compartamentali=aci6n de los iones, considaradas 

plantas no ha16fitas CGrenn1-Jay and Rana Munns, 1980). 

como 

El .:;.¡¡¡a1·c.,11lu t-!::; Ltrra planta que pr-esenta un uso eficiente de-

aqua y responde ~ la pérdiüd de a qua acumulando gl1cjnabeta1na; 

y prolina (Gamboa et al, 1989). Sin embargo, sLi toleranci~ a MaCl 

no ha sido estudiada. En la pl~r1ta completa, a partir del segL1ndo 

d!a de éstres, se obsorv6 Ltna reducción marc~da d~ les nivele= de 

amonio y de la actividad de GS (Fiqs.17 y 18 ). ~Jo obstr.1ntt'!. el 

contenido relativo de aqua varió poco (Fig. 16 ) • Se consider.:.; 

t:iO 



que el efecto directo de los iones impidió la respuesta a la 

pérdida de agua. As! mismo, se h.tl. sugerido que en las plantas no 

halófitas sujetas a éstres salino, el déficit d~ agua no es el 

Tactor 1 imi tante del crecimiento <Munns y Termaat, 1986> 

La participación e integración de la planta es necesa1-ia 

durante la respuesta al éstres salino <Cheesman. 1988). Por esto, 

se sugiere que, en el amaranto, el explante presenta una mayor 

sensibilidad al NaCl que la planta completa. 

Las interacciones del calcio con el sodio en los procesos de 

tolerancia a salinidad han sido ampliamente estudiadas ( La Have, 

y Epstsin, 1970; Kent y Laüchli, 1985; Cramer et al, 1985) El 

sodio desplaza al calcio que se ~ncuentra uriido a la memnbrana y 

también parece provoc¿:ir la salida de cc:i.lcio de los compartimentos 

i ntrc::\cel uJ ares <Lynch y Laüchl i, 1988). Por lo tanto, 

presencia de calcio exó~rf:no puede revertir algunos c>f ectos tó:: i cos 

del sodio. 

Los e:cpl antes sometidos a aqobio se1lino con calcio no 

presentaron diferencia ni en los cambios en CHP1 ni 12n los n1velC?s 

de amonio CFiqs. 16 y 1/) Sin ernb¿1rqo,el incremento en la actividad 

de la GS se observó solo a las 4 horus de éstres .. Aún cuando el 

calcio no puede revertir por comri l 1-::-tn l ,,..,, cf ccto:; tú;-; J. ~us 

E.Odio corno 1ón~ s1 un e.fecto s19n'.ific:¿itivo 

actividad de GS de explüntes sometido~ a aqobio salino. 

El sistema do transdL1cción de so~alcs quu 1nvolL1cr,é\ 

fosfoinositidos y al calcio es afectado por el e:cceso de NaCl 

del 

.ia 

los 

en 

el 11~ad10 'Lynch y Latichli, 1988). As!, el éstr1;:>s puc>de provocar 

cilteracioness en los sistemas de transducción de sef'íales. Por lo 

tanto, se considera do importancia el es·tud10 de la participación 

t:i 1 



del calcio en los mecanismos de tolerancia a salinidad y pérdida 

do agua en relación a su papel cOmo segundo mensajero. Se propone 

que el sistema de explante de amaranto· y la respuesta descrita a 

:10 lar~o de este trabajo pueden ser utili=ados para 

participación del calcio en la respuesta a la pérdida 

nivel de su -función como segundo mensajero. 
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CONCLUSIONES 

1. El Amaranto re.spo~de bi oc::j~imicamente a pérdidas pequerfas de agua 

2. "'·Los ev0nto5- estudi .3.dos se pueden e>: presar en fL1nci ón del CRA 

indepenqientemente de la velocidad de la pérdida de agLta. 

3. El amonio que se acumula entre 84 y B(IY. de CRr..:, no parece provenir 

de una desaminación dF! aminoácidos ya que la acLHnulaci6n de éstos 

es un evento postC!rior. 

q. En el Amaronto, el amonio paroce ser- rea si mi 1 ¿~do por I a GS. 

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

agua parece ser .i.ndependie>nl:e a 11.:is sistc>mas de regulación 

enzima sujetos a luz. 

6. El .:1m.::ir.:,r;tw 111..1 Lolera alta!'Z c.:onc::entr2.cionrois cie NaCl. 

el agobio salino, el efecto del 

pérdida de agua. 
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