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ABREVIATURAS

mM mili-molar

NADH nicot{n-adenin-dinucleotido reducido

NAD* nicot{n-adenin-dinucledtido oxidado

MADPH nicot{n-aden{n-dinucledtido-fosforilado reducido
nADP T nicot{n-adenin-dinucledtido-fosforilado oxidado
ATP trifosfato de adenosina

NR nitrato reductasa

HiR nitrito reductasa

GDH glutamato deshidrogenasa

GS glutamiﬁo sintetasa

GOGAT ) glutamato sintasa

Glu glutamato

Gln glutamina

Fd ferredoxina

VCR vincristina

VLB vincoleucobl astina

&« KG 2-oxoglutarato



INTR ODUCCTION

La bdsqueda de sustancias anticarcinogénicas ha sido una de
las principales preocupaciones de la medicina, la farmacologfa

y la bioquimica modernas.

Entre las sustancias que presentan esta caracteristica se
encuentran algunos alcaloides naturales como la vincristina vy
la vincoleucoblastina sintetizadas por las plantas del género
Catharanthus. La obtencidn industrial de estos compuestos es
muy costosa mas su efectividad en procesos curativos la Justi-
fica.

Catharanthus es una planta angiosperma, dicotiledonea que
rresenta las siguientes especies:

&) Catharanthus roseus ) - presenta flores rosas.
k) Catharanthus albus - presenta flores blancas.
¢) Catharanthus acellatus ~ presenta flores blancas con un

circulo plrpura.

El género Vinca fue establecido por Linneo en el afio 1753 en
su trabajo Species Plantarum en donde distingue dos especies:

\'. mayor y V, minor. Sin embargo, ha recibido los siguientes
nombres cientificos: Lochnera rosea, Catharanthus roseus y Amo-

callis rosea.

En agosto de 1883 Ludwig Reichenbach le did el nombre gené-
rico de Lochnera, pero 5 meses antes George Don la habfa tipi-
ficado como Catharanthus, por lo que este nombre tiene priori-
dad. Su clasificacion actual ( 75 ) es como sigue:

ffamilia: Apocinaceae
Subfamilia: Plumeroideae
Tribu: Alsotonieae

Subtribu: Catharanthus G. Don



Los primeros compuestos aislados de la planta entera fueron
la vincoleucoblastina y la leurosina ( 40 ), pero otras fraccio-
nes demostraron tener a(n mayor actividad y posteriormente se
encontraron la vincristina y la leurosidina. A la fecha se han
reportado cerca de 130 alcaloides, comprendidos dentro de los
t.ipos corynanthe, iboga, aspidosperma y strichnos, conr patrones

estructurales diferentes entre si ( 67 ).

Tanto vincristina como vincoleucoblastina pertenecen al tipo
aspidosperma, que tiene como precedentes inmediatos a la vindo-
lina y a.la 16~betacarbometokivelbanamina; alcaloides relativa-
mente menores ya que su produccion en la planta es de 1 g y 20
mg/ 1000 kg de peso fresco, respectivamente. Ambos han demostra-
do ser también agentes extremadamente valiosos en el tratamiento
de enfermedades neoplisticas humanas, solos o en regimenes com-

binados.

El mecanismo de accidn de estos alcaloides, se lleva a cabo
inhibiendo la sintesis de los dcidos nucleicos, de las protel-
nas y de los l{pldos, su efecto en la sintesis protefca esté
probablemente relacionado con su capacidad de unirse a los ri-
hosomas y a sus subunidades, originando la precipitacién de com-
plejos en los ribosomas de las células afectadas.

Los alcaloides de vinca son también agentes inhibitorios es-
pecificos del ciclo celular, bloqueando la metafase en la mito-
sis; esta actividad bioldgica se explica por su capacidad de
fijarse a la proteina tubulina, un componente clave de los mi-
crotibulos celulares, La division celular en la metafase se¢ in-
terrﬁmpe por disrupcidn de estos microtiibulos del aparato mitd-
tico ( 12, 19, 60, 67 ).

Como se ha mencionado anteriormente, el bajo rendimienfo pa-
ra obtener los principios activos, ocaciona que los medicamentos
c¢laborados con vincristina y vincoleucoblastina no sean de facil
acceso, ya que el tratamiento requiere de una dosis de 15-20 mi-
ligramos semanalmente ( 50, 66 ).



La hipotesis de este trabajo deriva de lo siguiente: estos
alcaloides son derivados del indol, el cual deriva directamente
cel triptofano; este aminoacido tienc dos nitrdgenos en su molé-
cula; el del anillo indolico proviene del amido de la glutamina,
en tanto que el <« -amino se deriva del & -amino de la serina

tue a su vez lo hace del X ~amino del glutamato (figura 1),

Todo lo anterior significa que los dos nitrogenos se derivan
de amonio, lo que involucra directamente a las enzimas glutamino
sintetasa y/o deshidrogenasa glutimica, por lo que la fuente ni-

trogenada podrfa influir en la biosintesis de estos alcaloldes.

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

~J) Determinar el efecto de diferentes regimenes nutricionales
de nitrégeno: amonio, nitrato y amonio mids nitrato en el
metabolismo nitrogenado, especificamente en la actividad de
las siguientes enzimas:
GDH (deshidrogenasa glutamica)
GS (glutamino sintetasa)
GOGAT (glutamato sintasa)

2) Determinar el efecto de diferentes fuentes nitrogenadas so-

bre el contenido total de alcaloides de Catharanthus roseus,
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I ANTECEDENTES

METABOLISMO NITROGENADO

I,I.I ASPECTOS GENERALES

El nitrdgeno es el elemento mds abundante en los organis-f
mos vivos (con excepcidn del carbono, el hidrdgeno y el oxi-
geno), y se encuentra en compuestos tan esenciales como las
protefnas, los &cidos nuclefcos, alqunos de los reguladores
del crecimiento de las plantas, las porfirinas y en muchas de
las vitaminas ( 29 ).

El nitrdogeno atmosférico es primero fijado por algunos mi-
croorganismos y convertido en nitrogeno inorganico reducido
(amonio), el cual puede ser oxidado por la flora del suelo
hasta nitrato ( 29, 30 ). A este proceso de transformacion
del nitrbgeno atmosférico en amonio se le denomina fijacidn
del nitrdgeno.

La reduccidn del nitrato a amonio se realiza en dos pasas
catalizados por dos enzimas diferentes:
La conversidn de nitrato a nitrito es catalizada por la ni-
trato reductasa (MR) y la reduccidn de nitrito a amonio por
la nitrito reductasa (NiR).

- +
NO3 + NADH + H' —— NO; + NADT 4+ H,0

NOy + 6H' + 6T —s N3 ¥ Ho0 + OH

La actividad de la NR estd considerada como un paso limi-
tante en la utilizacidn del nitrato en las plantas ( 7, 51 ).
Ceneralmente la MR en plantas superiores es menos sensible a
la regulacion por amonio, aunque se ha reportado en rafz de
cebada ( 53 ), v rafz de algoddn ( 47 ) una represidn parcial.

El amonio reultante puede ser asimilado por dos vias dife-

rentes:
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l.- Via glutamino sintetasa/glutamato sintasa (GS/GOGAT).
2.~ Via deshidrogenasa glutlmica (GDH).

La primera via asimila inicialmente al amonio en el amido
» ce la glufam;na en presencia de la GS, y a continuacidn la
glutamina‘reacciona con el 2-oxoglutarato, en presencia de la
GOGAT, para producir dos moléculas de glutamato ( 29, 36 );
mientras que la segunda via produce directamente glutamato

( 36 ).

Una vez que el amonio se ha incorporado a una molécula
organica, como grupo amino del acido glutdmico, es transloca-
ao a otras moléculas organicas para formar los demds aminoa-
cidos mediante las enzimas denominadas transaminasas ( 29 ).
Figura I.1

I.I1.2 VIA GDH

Segin Harel, la MR y NiR estdn localizadas exclusivamente
en las células del mes6filo en hojas de maiz y la GDH se ehcu-
entra en la membrana celular ( 16 ), por otra parte la GDH ha
sido localizada principalmente en mitocondria ( 69 ), estando

presente en la hoja en grandes cantidades.

Rhodes y colaboradores ( 42 ), han mostrado en experimen-
tos con Lemna minor, que cuando hay concentraciones elevadas
ce amonio, la actividad de la GDH se incrementa. M3s recien-
temente demostraron que la actividad de la GDH es inhibida
por ATP, el cual es un sustrato para la GS y que el ADP y el
5°-AMP inhiben la actividad de la GS, mientras que sdélo tie-

ne un pequefio efecto sobre la GDH.

Estos resultados indicarfan que la GS podria ser una en-
zima principal para la asimilacidén del amonio, cuando los
cambios de energfa son altos. Sin embargo, cuando el potencial
tiosintético es bajo, los cambios de energfa reducidos y los
riveles de amonio altos, la GDH'podria ser mas importante en
la asimilacion del amonlo ( 49 ).



U)Nitrogenaga
{2)Nitrato reductasa
(3INitrito red uctasa

gggg“ Glutamina
© 6S 6
{7)Transaminasas
‘ Glutamato oxoacidos
5 7
Nl—‘LNH: 2-oxoglutarato ~ -aminoacidos

NO;@W-»NHpNHy _ _ __Ruta ODH_ _ _ _ __ _ ______ _ _ _ __.
NH, — NH! | |
lutamato Glutamato, =-oxoacidos
(. ) 4 7
_ | lutamina xoglutarato aminoacidos
Ruta 6S/GOGAT

Figura 1.1 Ruta de asimilacion del nitrogeno en plantas superiores (29).
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O0aks y colaboradores ( 82 ), encontraron niveles altos de
amonio y nitrato en células maduras de rafz de mafz y ésta po-
drfa ser la razén de que la actividad de la GDH se vea incre-

mentada en estos sitios.

En levadura, la GDH es activa en la asimilacidn del amonio
{ 36 ), y mutantes de E. coll (sin GS) pueden crecer en amonio,
lo que indica que la GDH es activa. As{ mismo, en rafces madu-
ras de mafz la GDH es activa en la asimilacién del NHZ (42 ).
Canvin y Atkins encontraron muestras de que el 15NH3 puede
ser asimilado en la oscuridad y ellos sugieren que esto puede

ocurrir. fuera del cloroplasto via GDH mitocondrial ( 8 ).

Naven y colaboradores {( 38 ), reportaron que la mitocondria
vegetal esta adaptada para asimilar amonio, al menos cuando los
niveles de amonio intracelular son elevados. Demostraron tam-
hién, . la participacion de la GDH en la formacion de glutamato
bajo condiciones similares in vivo usando precursores marcados

con 14N.
Los iones también parecen tener una funcidén regulatoria
sobre la GDH; asf, Oaks y colaboradores ( 42 ), reportaron

“que el Ca2+

mejora grandemente los niveles de GDH ( 31, 74 ),
y que la actividad enzimatica aminativa se ve inhibida por el
EDTA (etilen-diamino-tetraacético), mientras que la desamina-

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

La existencia de diversas isoenzimas de la GDH ha llevado
a proponer que estads podrian tener una funcidn relevante fisio-
l6gica en las plantas., Naven y colaboradores ( 38 ), han repor-
tado evidencias de que las isoenzimas de la GDH estan exclusi-
vamente localizadas en la matriz mitocondrial de Pisum sativum,

Observaron que la GDH mitocondrial es sensible a camblos en
los estados fisioldgicos del tejido.
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Yue ( 73 ), reporta siete isoenzimas de la GDH para mafz
las cuales se encuentranmr en mitocondria, las cuales fueron de-
pendientes de¢ NADY ( 72, 31 ).

Si bien alin no sc encuentra claramente determinada la ac-
cidén de la GDH en la asimilacidn del amonio, cada vez es mas
evidente que si tiene una funcidn relevante durante dicho pro-
ceso ( 20, 31, 61 ).

I1.1.3 VIA GS/GOGAT
lLa glutamino slntetasa cataliza la amldacidn de glutamato
( 22 ), por la siguiente reaccion:

& -glutamato + NH3 + ATP ————p ok-glutamina + ADP + Pi

La GS es considerada la enzima responsable para la asimila-
cién primaria del amonio en las plantas superiores. Esta enzima
estd presente en los cloroplastos, los cuales han sido propues-
tos como el mejor sitio para la sintesis de novo de los aminoa-
cidos en las plantas superiores ( 52 ), as{ como en el cito-

plasma ( 18 ),
Cuando NH, es reemplazado por hidroxilamina (NHZOH), en es-
ta reaccidén, se forma el §-glutamilhidroxamato ( 45 ).

ADP Mg 2
B3

+
L-glutamina + NH,OH ® ¥ -glutamilhidroxamato + MNH

3
0°Meal y Joy ( 45 ), observaron que el mercaptoectanol y o-

tros compuestos sulfhidrilo incrementaban la actividad de la

enzima, en tanto que cn presencia de acetato fenilmercirico y

dcido hidroximercdricofenilsulfdnico la actividad de la GS en

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

go la enzima que fue inactivada por preincubacion con acetato

fentlmercdrico 6 HoCl, fue reactivada por la adicibdn de cis-

tefna en un tiempo muy corto. Esto indica que la enzima posee

grupos sulfhidrilo esenciales para su actividad ( 22 ).
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Varner y Webster { 64 ), sugirieron un mecanismo de reac-
cidén para la sintesls enzlmatica de la glutamina en Pisum sati-
vum, lo cual implica:

a) fosforilaclon de la enzima por ATP.

b) reaccidon de la enzima-fosfato con glutamato para Tormar un
complejo enzima-glutamato y finalmente,

c) reaccidn del complejo enzima - glutamato con amonio o hi-
droxilamina para formar la amida o el hidroxamato.

Se ha encontrado que en cebada, hay una sfintesis rdpida de
glutamina durante el perfodo inicial de la asimilacidn del a-
monio y que la sintesis de novo del dcldo glutimico a pavtir
de 4cido 2-oxoglutidrico y amonio es necesaria para activar la
sintesis de la glutamina ( 43 ).

Webster { 71 ), determind en preparaciones enzimaticas de
tejldos de animales y en bacterias, que la glutamina puede
ser formada directamente a partir de dcido glutimico y amonio,
y que la énerg{a para la sfntesis es proporcionada por el ATP.
Poco se conoce. sin embargo, de las caracteristicas de reac-

ciones similares en plantas superiores.

Elliott ( 10 ), ha reportado la formacidn de dcido glutamil-
hidroxdmico en homogenados de plantulas de Lupinus en la pre-

sencia de glutamato, hidroxilamina, ATP y iones magnesio,

En 1975 Givan demostrd que la sintesis de glutamina en la
oscuridad ocurre sdlo en presencia de ATP, y que la fotoconver-
sién de glutamato a glutamina fuc inhibida por concentracioncs
milimolares de amonio v nitrito, La sfntesis de glutamina de-
pendiente de ATP en la oscuridad no fue inhibida por lones
amonio o nitrite ( 11 ).

La actividad de la GS e¢s también inhibida por AMP, CTP,
glicina y alanina, esto puede indicar una posible autonomia

en la biosintesis de las purinas y de las pivimidinas ¢ 17 ),
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para las cuales glutamina es uno de los donadores de nitré-
geno,

Los iones como el Mg2+ y el Mn2+ han mostrado ser muy impor-
tantes en la actividad de 1a GS, aunque se ha encontrado que la
2+ que con Mg2+ { 1, 65 }.

fa G5 en hojas de Pisum sativum es estabilizada por qu+
en ausencia de ATP ( 44 ),

actividad es mucho mds baja con Mn

€En 1980, Hirel y Gadal identificaron en arroz, dos formas
de GS en hojas (GS1 y CSZ) y una forma (GSr) en ralz, La CSl
fue predominante en hojas etioladas y la GS2 en hojas verdes,

La GS1 parecid ser una enzima citosdlica y la 082 fue loca-
lizada en los cloroplastos ( 18 ), S6lo una GS fue detectada
en rafz de arroz y cebada ( 21, 32 ), esta enzima estd locali-
zada en el citosol. Hay claras evidencias de que la GS en clo-

roplastos (GSZ) es solo activa en la luz ( 37 ).

A pesar de que la GSr y la GSl estin localizadas en el mis-
mo compartimiento celular (el citosol), sus funciones fisiold-
gicas son diferentes; la GSr esta involucrada en la asimila-
cidn primaria del amonio en rafices, en tanto gque la GS, esta
involucrada en la recirculacion del amonio durante la fotorres-
piracidén pero también en la sintesis de glutamina en la oscu-
ridad ( 18 ).

Las actividades de la GSl y GS2 presentan un maximo a QSOC,
sin embargo la GS2 es drasticamente afectada a 60°C y GSl es
estable a temperaturas menores de 65°C ( 14 ).

En 1980, Barratt encontrd que en cebada, soya y arroz ha-
tia dos diferentes formas de GS ( & ), Posteriormente en 1981
{ 5), encontré que en haba habfa cinco diferentes formas de
CS: GS1 y GS2 se encontraban en cloroplasto, GSQ y CS5 en ci-
toplasma y (‘.S3 fue observada en extractos de rafz en plintulas
de tres semanas de edad, que estuvieron en un pretratamiento
por 24 horas con NHQCI, NH4NO3 & urea.



16

Kretovich ( 24 ), observo que cuando sec infiltraban ifones
amonio dentro de la hoja intacta habfa un incremento en la ac-
tividad de 1a GS, tanto en la del cloroplasto como en la del
citosol.

Un estudio de la composicidn de los aminodcidos de GS, vy
C52 en hojas de calabaza, muestra notables diferencias entre
las dos formas moleculares. La GS1 contiene: dcido glutamico,
lJeucina, glicina y alanina, mientras que la 652 contiene can-
tidades apreciables de glicina, Acido aspartico, leucina y

lisina ( 24 ), lo que indica que.se trata de iscenzimas,

Se ha encontrado una GS activa en pléntulas, de frijol, y
e¢std localizada en los cotiledones y en las rafces ( 13 ),
en extracto de rafces de pldntulas de arroz crecidas en altas
concentraciones de amonio, la actividad se ve incrementada
por la adicidén del 4cido 2-oxoglutdrico ( 2 ).

Existen pocos reportes en la literatura donde el nitrato
0o amonio han sido utilizados para trazar el curso del nitré-
aeno en la rafz ( 2, 23, 42 ),

En 1979, Tempest encontrd en la bacteria Aerobacter aero-

genes, a la GOGAT como una enzima actuando en una ruta alter-
na para la asimilacidn del amonio junto con la GS ( 63 ).
Tempest y colaboradores mostraron que cuando el amonio es 1li-
nitante en el crecimiento de A. aerogenes, los niveles de GS
v GOGAT suben y la GDH disminuye.

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

+
L-glutamina + ©KG + NAD(P)H ———» 2L-glutamato + NAD(P)
(ferredoxina (ferredoxi-

reducida) na oxidada)

Lea y Miflin encontraron que la GOGAT dependicente de ferre-
doxina, localizada en los cloroplastos depende de la luz para

poder cfectuar la conversion de 2-oxoglutarato a glutamato (27).



El NADH y el NADPH son eficientes donadores de electrones
para las enzimas que se obtienen de extractos de endospermo y
raices de mafz ( 41 ), sin embargo en soya se ha encontrado
que la actividad de la GOGAT fue mucho mayor con NADH que con
HADPH ( 56 ).

Otros estudios muestran que las enzimas de rafces de arroz
( 3 ), y celulas de tabaco no utilizan NAD{(P)H, pero usan fe-
rredoxina o metilvioldgeno (MV) en forma reducida como dona-
dores de electrones ( 33, 35 ). En extractos de rafces de a-
rroz se observd que el MV, puede ser un sustituto de la ferre-
doxina pero la actividad de la GOGAT con este compuesto fue

aproximadamente el 25 % de la obtenida con ferredoxina ( 3 ).

Oaks y Jones encontraron upa marcada estimulacidn en la ac-
tividad de la GOGAT cuando afiadian NH4C1 a sus preparaciones
(extractos de endospermo y raices de mafz). También encontra-
ron que la GOGAT es activada por KC1 ( 41 ).

La GOGAT al igual que la Nif requiere ferredoxina para su
actividad, la cual es producida en los cloroplastos en presen-
cia de luz, en rafz la ferredoxina aparentemente no funciona
como fuente natural de donacién de electrones para laNiRy la
GOGAT ( 48 ). La actividad dependiente de ferredoxina, en ce-
bada, estd restringida a las hojas ( 70 ).

En haba se observd que la azaserina as{ como el CoCl,, el
CdCl, y el Nicl,,
comparacion con la GDH que se activa con NiCl2 y CaCl2 ( 68 ).

son potentes inhibidores de la GOGAT, a

Susuki y Gadal ( 59 ), encontraron que la asparagina y el
oxalacetato no pueden sustituir a la glutamina y al 2-oxoglu-
tarato como el donador amido y el aceptor amido respectiva--
nente ( 56 ). Seqin Beevers y Torey ( 6 ), los cotiledones

de Pisum sativum contienen una GOGAT la cual muestra una gran

especificidad por glutamina como el donador amido.

17
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La presencia de GOGAT dependiente de ferredoxina en algas
azul verdes y de una isoenzima dependiente de NADPH en ralz
v otros tejidos de plantas han sugerido que esta ruta funcio-
na en plantas superiores ( 36 ).

.2 BIOSINTESIS DE ALCALOIDES

En 1941, estudiando la inactivacidn por calor de cierto
tipo de virus in vivo, Kunkel encontrd que Catharanthus ro-
seus era cdpaz de soportar temperaturas relativamente altas
durante periodos largos de tiempo y que ademis era suscepti-

ble a Phytomonas tumefasciens (hoy Agrobacterium tumefasciens)

microorganismo capaz de inducir tumores, lo cual la hacifa a-
decuada para sus experimentos ( 25 ); por esta razbn se em-

pezé a utilizar en estudios fisioldgicos.,

Veinte afios mis tarde el grupo Ely encontrd que en los
extractos de C. roseus, habfa alcaloides los cuales eran e-
“ectivos en ratones con leucemia P-1534 ( 62 ). Tiempo des-
pués se encontrd que la vineristina y la vincoleucoblastina

eran los agentes antileucémicos.

R= CH3 ;s vincoleucoblastina
(viLB)

R= CHO ; vincristina
(VCR)
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Como el contenido de estos alcaloldes es extremadamente
bajo en la planta, se encuentran aproximadamente en una pro-
porcion de 1 g y 20 mg / 1000 kg respectivamente ( 15 ), es

nuy importante conocer el mecanismo de regulacidn en la bio-
sintesis de alcaloides inddlicos en plantas superiores con

¢l fin de modificarla para incrementar su produccidn.

La gran mayoria de los estudios se han concentrado en el
metabolismo de los alcaloides monoméricos, sobre todo en la
ajmallcina, cuya ruta metabdlica es paralela a la ruta hacfa
VCR y VLB.

En la figura I.2 se observa la ruta biosintética de la es-
trictosidina, la cual tiene una funcion clave en la bios{nte-
sis de los alcaloides de C. roseus ( 67 ). Como se indica, el
nitrogeno.es derivado de triptamina y el resto de la molécula
de un monoterpencide tipo corinante, el glucdsido iridoide :
secologanina ( 58, 76 ).

La enzima que hidroliza al geraniol y al nerol a los deri-
vados 10-hidroxi, es una oxigenasa del grupo citocromo P-450,
esta enzima se encuentra localizada en vacuolas o provacuolas.

Por otra parte ha sido encontrada una enzima que cataliza
la reaccién de geraniol a geranial, y de nerol a neral, en la
presencia de NAD® § NADP™ y la reaccién inversa cuando MADH §
HADPH es usado. Esta oxidacion puede estar involucrada en la
biosintesis, tal vez como un intermediario entre el 10-hidro-
xigeraniol (o nerol) y &cido loganico, pero este punto no ha
sido adn comprobado.,

Después de que ha sido producida la secologaniana a partir
de acido loganico; hay una condensacidn enzimiatica estercoes-

pecffica de triptamina y secologanina, para dar estrictosidina.

Esta condensacidn sec lleva a caho por medio de una enzima
conocida como estrictosidina sintetasa ( 55, 67 ).



+

BIOSINTESIS DE ESTRICTOSIDINA

O ®7 W LeCHy
E&L NEROL 10~HIDROXINEROL,
o0 ‘\_‘

H
L-=0-GLUCOSA 0 LoCHy
’

M oge
MEVALONOLAGTONA'* Hooc~ -0 SN 5 ! .0-GLUCOSA

®%s acoo LOGANICO © o
™ @ om ,/ Hyco0c
b omvemnd s LOOGANINA
! ou iG]
[}
]

o

OHC
(¥ .o-cLucosa tHo
w1 T -H .0-cLucasa
=2

HOOC o
ACIDO SECOLOGANICO ~ Ms™0¢
SECOLOOANINA

GERANIOL 10-HIDROXIGERANOL.

®2

[

TRIPTOFANO TRIPTAMINA

ESTRICTOSIDINA  (ISOVINCOSIOO}

Figura I.2 Biosintesis de estrictosidina.
a) oxigenasa
b) ?
c) metiltransferasa
d) triptofano descarboxilasa
e) complejo ajmalicina sintetasa
f) estrictosidina sintetasa



21

La estrictosidina resultante tiene una estereoquimica 3 o (S)
(15 ), ésta es la confiquracidn que se necesita para la forma-
cibén biosintética de los alcaloides inddélicos monoterpenoides
( 55 ).

A través de un complejo enzlmdtico (figura I.3), la estric-
tosidina por medio de una glucosidasa biosfntetisa catenamina.

En 1979 Lee y Hirata ( 28 ), encontraron que a partir de ca-
tenamina se llevaba a cabo la conversidén a ajmalicina, por me-
dio de la enzima catenamino reductasa, la cuwal demostrd ser
dependiente de NADPH.

Por otra parte Stockigt y Husson hicieron un experimento
control en el cual desnaturalizaban la enzima por calor o se
ponia en ausencia de NADPH, y observaban que la ajmalicina no
sc formaba. De lo anterior se dedujd que la catenamino reduc-
tasa era totalmente dependiente de NADPH ( 54 ).

Lee y Hirata ( 28 ), encontraron también que habfa un in-
termediario muy inestable, la geisoschisina, pero que jugaba
un papel muy importante en el metabolismo intermedio de ajma-

licina (figura 1.4).

A partir de ajmalicina vy hasta la biosintesis final de los
alcaloides de C. roseus no se conoce exactamente cuantas y
cuales son las enzimas que intervienen; solo se conocen algu-

nos intermediarios, como se muestra en la figura 1.3 .
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IT MATERTIALES Y METO0ODOS

I1.1 MATERIAL BIOLOGICO

Las semillas de Catharanthus roseus se germinaron en tierra,

estando en un invernadero con una temperatura de 32% a 36°C.
IT.2 WHATERIAL DE VIDRIO

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

enjuagd con agua desionozada y se secd en estufa.
I1.3 EQUIPO

Potencidmetro, Beckman 3550

Placas de calentamiento y agitaciodn

Centrifuga, Beckman 12-21

Espectrofotometro, Carl Zeiss M4 Q111

Espectrofotometro, Pye Unicam SP-1800 con control de temperatura,
programador de tiempo y graficador.

Politrén, PCU-2

Licuadora, Osterizer

Bafio de temperatura constante, Colora

Balanza anal{tica, Mettler
IT.4 REACTIVOS

Los reactivos utllizados fueron todos de grado reactivo, de las

casas: J.T. Baker, Merck y Sigma.
IT.5 DISERAD EXPERIMENTAL (PRIMERA PARTE)

Las muestras (hojas), fueron cortadas a las 9 de la mafana, se

escogieron hojas del mismo tamafo y se pusieron a incubar en las



liferentes fuentes nitrégenadas, en luz continua y con agita-
2i06n suave por los tiempos indicados (ver tabla 2.1).

Con estas hojas se procedid a preparar los extractos enzi-
niticos y se midié la actividad de cada una de las enzimas
(GDH, GS y GOGAT), asf como las pozas de aminodcidos, nitra-
tos, nitritos y amonio.

[1.6 PREPARACION DEL EXTRACTO ENZIMATICO

Para la preparacién del extracto enzimitico de los dos tejidos
2mpleados (hojas y rafces), se siguid el procedimiento menclo-
rado a continuacion:

l.- E1 tejido (hoja o rafz) se congeld a -70°C por 3 & mis ho-
ras.

2.~ E1 tejido congelado se molid en un mortero hasta convertir-
lo en un polvo muy fino, el cual se dejd descongelar.

3,- Una vez descongelado el tejido pulverizado se le adiciond
el buffer de extraccidn' en una relacién 1:2.5 peso en vo-
lumen vy 5 % (p/p) de polivinilpirrolidona.

#,~ La mezcla se homogenizd por 2 minutos en licuadora o en po-
litrén.

5. E1 extracto obtenido en el paso &4 se pasd por 4 capas de
gas&.

5.- E1 filtrado se centrifugd a 14000 g durante 30 minutos en
el rotor JA-20 en la centrifuga J2-21.

7.- E1 sobrenadante de la centrifugacion (extracto crudo) fue
utilizado para las determinaciones enzimaticas.

+ a) Se usd buffer Tris-HCl 50 mM, CaCl,.2H,0 1 mM, mercapto-
etanol 5 mM, pH=8.2 (para medir GDH, GS y GOGAT-NAD(P)H).

b) Se usd buffer de Fosfatos 50 mM, EDTA 1 mM, mercaptoeta-
nol 5 mM, pH=7.5 (para medir GOGAT-Ferredoxina).



Fuente d Ho
e de o) 2

nitrogeno : .
) NO; 20 mM
JNHS 2 mM
dNO,+ NHE (20 y 2 mM)
Tiempo de incubacion O horas
para cada tuente : s\ 2 "
o 4 )
J) 8 "

Tabla 21
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11.6.,1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GDH-NAD(P)H

La actividad de la GDH-NADH se determind por el método de Joy
( 20 ) con ciertas modificaciones ( 31 ). La mezcla de rcaccibn

contenia:

Tris-HCl 100 mM 1.7 ml pH 8.2
X KG 10 mH 0.5 ml pH 7.0
NHuCl 100 mM 0.5 ml
NAD(P)H 160 yM 0.2 ml
Extracto 0.1 ml
Volumen total 3.0 ml

La mezcla de todos los componentes, excepto el NAD(P)H se
incubd a 30°C por dos minutos y después se inicié la reaccién
anadiendo el MAD(P)H. Se grafico la disminucidn en la absorban-
cia a 340 nm. Se usd sdOlo la parte lineal de la grafica.

La molaridad de las soluciones se refiere a la molaridad
final, excepto para el Tris. La velocidad de la reaccidn se
expreso como nmoles de NAD{(P)H transformados por minuto, para

lo cual se utilizo la grafica de calibracidén de la figura 2.2 .

11.6,2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GDH-NAD(P)™

Para la determinacién de la GDH-NADT se usd el método de Loyo-

la ( 31 ). La mezcla de reaccidn contenfa:

Tris-HC1 100 mM 2.1 ml pH 9.4
Glu 60 mM 0.5 ml
nan(p)* 600 i 0.2 ml pH 8.0
Extracto 0.2 ml
Volumen total 3.0 ml

La mezcla de todos los componentes, excepto el NAD(P)+,
se incubd a 30°C por dos minutos y después se inicid la reac-
cidn afadiendo el NAD(P)'.
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Se graficd el incremento en la ahsorbancia a 340 nm. Se usd
solo la parte lineal de la grafica.

La molaridad de las soluciones se refierc a la molaridad
final, excepto para el Tris. La velocidad de la reaccion se ex-
presd como nmoles de NAD(P)" transformados por minuto, para lo

cual se utilizo la grafica de calibracidn de la figura 2.2 .

II.6.,3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GS

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

Kanamori y Matsumoto ( 22 ). La mezcla de reaccidn contenfa:

Tris-HC1 50 mM 1.5 ml pH 7.5

ATP 6.6 mM 0.2 ml pH 7.0 rp
Glu-Na 192 mM 0.5 ml

MgSOq 333 mM 0.1 ml

NHZOH 20 mM 0.3 ml pH 7.0 rp
Cistefna 3.3 mM 0.1 ml

Extracto 0.3 ml

w
.
(=4

Volumen total ml

rp=recien preparado

La reaccion se inicid con la adicion del glutamato. La mez-
cla se incubd por 30 minutos a 37°C en lugar de los 15 minutos
y los 30° respectivamente del método original. La molaridad
de las soluciones se refiere a la molaridad final, excepto pa-
ra el Tris. En cada determinacidon se usé un blanco a tiempo
cero, es decir, contenia todos los reactivos y el mismo volu-
men de extracto enzimatico pero la reaccidén se detenia a tiem~

po cero adicionando 1 ml del reactivo de cloruro férrico.

€1 ¥-glutamil- X—hidroxamato formado se determindo adicio-
nando 1 mL del reactivo de cloruro férrico (voldmenes iguales
de FeC13.6H20 al 10% en HC1l 0.2 N, ATC al 24% y HCl al 50%).

Se centrifugd 15 minutos a 3000 rpm y se midid el lncremen-

to en la absorbancia a 540 nm respecto a cada blanco,
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Figura 2.3 Curva de calibracion para la determinacion de la GS.
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La velocidad de la reaccidn sc expresd como nmoles de ¥ -glu-
tamil - X -hidroxamato formado por minuto, para lo cual se utili-

26 la grifica de calibracidn de la flgura 2.3 .

Una unidad enzimitica se definié como la cantidad de enzima
que cataliza la formacidén de 1 nmol de § -glutamil- ¥-hidroxa-
mato por minuto bajo las condiciones de ensayo. La actividad
espec{fica se exprcsd como unidades de enzima por miligramo de

proteina.

1I1.6.4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GOGAT

11.6.4,1
La actividad de la GOGAT-NAD(P)H se determind por el método
ce Beevers y Storey ( 6 ), con las modificaciones introducidas

por Loyola ( 31 ). La mezcla de reaccion contenia:

Tris-HC1 100 mM 1.5 ml pH 7.5
o KG 10 mM 0.5 ml " pH 7.0
Gln 30 mM 0.5 ml
MAD(P)H 80 qM 0.2 ml
Extracto 0.3 ml
Volumen total 3.0 ml

La mezcla de todos los componentes, excepto el NAD(P)H, se
incubd a 30°C por dos minutos y después se inicid la reaccidn
affladiendo NAD(P)H. Se graficd la disminucién en la absorbancia
a 340 nm. Se usdé sblo la parte lineal de la gréfica. La mola-
ridad de las soluciones se refiere a la molaridad final, excep-
<o para el Tris,

La velocidad de la reaccidon se expresd como nmoles de NAD(P)H
transformados por minuto, para lo cual se utilizd la grifica
de calibracion de la figura 2.2 .

Una unidad enzimdtica se definio como la cantidad de enzi-
ma que produce un cambio de 0.00]1 en la absorbancia a 340 nm

por minuto.



31

IT.6.4,2

La actividad de la GOGAT dependiente de ferredoxina sc de-
termind por el método de Matoh ( 34 ) con modificaciones intro-

ducidas en el presente trabajo. La mezcla de reaccidn contenfa:

Fosfatos 10 mM 0.3 ml pH 7.5

< KG 10 mM 0.6 ml pH 7.0

Gln 10 mM 0.6 ml pH 7.0
Metilviolodgeno 19 mi 0.6 ml rp
Extracto 0.3 ml

Hezcla NaZSZO4 92 mu 0.6 ml rp
Volumen total _ 3.0 mi

rp=recien preparado

La reaccién se llevd a cabo al agregar a la mezcla de los
componentes la mezcla de ditionito de sodio, se incubd a 30°c
por 30 minutos, para parar la reaccion se hirvid por 2 minutos.

Después se pasd la mezcla de reaccidn por una columna de re-
sina Dowex (2 cm), se lavd con 10 ml de agua desionizada y se
eluyd el 4dcido glutémico con % ml de dcido acético 2 M.

Se neutralizd con NaOH 1 N. Se tomo 1 ml y se agregd 1 ml
de una solucién de isopropanol 1:1 y se leyo a 570 nm.

La molaridad de las soluciones se refiere a la molaridad fi-
nal excepto para el buffer de fosfatos,

La velocidad de la reaccidn se expresd como nmoles de glu
transformados por minuto, para lo cual se utilizé la qrafica

de calibracion de la figura 2.4 .

II.6.5 DETERMINACION DE LAS PROTEINAS

Se siguid la técnica de Peterson ( 46 ). Se realizd una cur-
va patrdn con alblmina de suero bovino. El procedimiento a se-
guir para la curva patron y el ensayo de las muestras es cl mis-

mo:
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Muestra: 0,2 ml  + 0.8 ml de agua destilada
A ,

0.1 ml de desoxicolato de sodio al 0.15%

(reposar por 10 minutos a temperatura amhiente)

+

0.1 ml de Acido triclorcacético al 72%
centrifugar a 3000 rpm por 15 minutos

pastilla + 1 ml de agua destilada

+

1 ml de reactivo A

}

reposar 30 minutos a temperatura ambiente

+

0.5 ml de reactivo B

l

reposar 30 minutos a temperatura ambiente

y leer absorbancia a 750 nm

reactivo A:

solucidon base de cobre-tartrato-carbonato (CTC) (0.1% de
. . o

CU.SHZO. 10% de Na2C03. 0.2% de KC4H406.4H20 ).

NaOH 0.8 N

dodecil sulfato de sodio al 10% (SDS)

agua destilada

reactivo B:

Un volumen de¢ reactivo de Folfn-Ciocalteu es mezclado con

cinco volGmencs de agua destilada.

La curva patron se obtiene graficando concentracion en gramos

de alblimina contra absorhbancia a 750 nm. Ver qrvafica de cali-
braclon 2.5
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I1.6.6 DETERMINACION DE GLUTAMATO

Se siguid la técnica de Cocking ( ¢ ). Se realizbd una cur-

va patron con dcido glutdmico. El procedimiento a sequir para

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

Muestra: 0.1 ml + 0.2 ml de agua destilada

+

1 ml de reactivo de ninhidrina

se pone a ebullicion 30 minutos

+

2.5 ml de isopropanol al 50%

reposar 15 minutos a temperatura
amhiente y leer a 570 nm

reactivo de ninhidrina:

amortiguador de citratos 0.2 M pH=520.1 {reccien preparado)

"NaOH al 4%

solucidn A: 2.1008 g de dcido citrico monohidratado + 20 ml
de NaOH a3l 4%, aforar a 50 M1 ———» A
solucidn B: 0.08 ¢ de inCl, a los 50 ml (A) ———» B

La curva patron se obtiene graficando concentracion en4yaq

de glu contra absorbancia a 570 nm. Ver grdfica de calibracion

figura 2.4

II1.6.7 DETERMIHNACIOH DE AMONIOQ

Se determind por la técnica de Messler ( 57 ). Se realizd

una curva patron con NH,C1.

El procedimiento a sequir para la curva patron y el ensa-

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

0.5 ml de reactivo de Nessler
leer a los 30 minutos a 385 nm

reactivo de Nessler:

- 10 g de Hgl, + 7 g de KI en 10 ml de agua fria

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

- mezclar las dos soluciones anteriores lentamente, sin que
se caliente y aforar a 100 ml (en oscuridad)

- para usar tomar 1 ml de reactivo y diluir con agua a 10 ml.

La curva patron se obtiene graficande concentracion enyg
de NHQ

cion figura 2.6 .

Cl contra absorbancia a 385 nm, Ver grifica de calibra-

II1.6.8 DETERMINACION DE NITRATOS

Se sigud la técnica de Nicholas y Nason ( 39 ). Se realizd
tna curva patrdon con KN03. El procedimiento a sequir para la

curva patrdn es el mismo para el ensayo de las muestras:
Muestra: 0.1 ml + 1.4 ml de aqua destilada
+

0.1 ml de acido sulfamflico al 10%

dejar reposar dos minutos
+
0.4 ml de HCIOQ al 20%
aglitar y medir absorbancia a 210 nm
La curva patron se obtiene graficando concentracidn en4g de

.&INO3 contra absorbancia a 210 nm, Ver figura 2.7 .
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I1.6.9 DEYERMINACION DE NITRITOS

Se siguid la técnica de Nicholas y Mason ( 39 ). Se realizd
una curva patrdn con NaNOZ. El procedimientov a seguir para la

curva patrdon y el ensayo de las muestras es el mismo:
Muestra: 0.1 ml + 1.9 ml de agua destilada
+
1 ml de sulfanilamida

+
1l ml de naftilendiamina (NED) 0,02%

leer a 540 nm después de 10 minutos

- 1 g de sulfanilamida a 25 ml de “2504 en 100 ml de agua des-
tilada.

La curva patrdon se obtiene graficando concentracidn en

rmoles de NaNO, contra absorbancia a 540 nm. Ver grafica de

2
calibhracidn figura 2.8 .

11.7 DISERO EXPERIMENTAL (SEGUNDA PARTE)

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

fueron regadas durante un mes con las diferentes fuentes nitro-
uenadas: NOS 20 mM, NHZ 2 mM, NOS + NHZ a las mismas concentra-

ciones respectivamente y con agua destilada como un control.

Después del tiempo mencionado, se cortaron hojas del mis-
mo tamafio, a la misma hora y se determind alcaloides, GDH, GS,
GCOGAT y las diferentes pozas (nitratos, nitritos, amonio y
aminodcidos), Todo lo anterior se midio también en rafces

excepto alcaloides.
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I1.7.1 DETERMINACION DE ALCALOIDES

Primero se llevd a cabo una extracecidén (flgura 2.9), para
lo cual se utilizaron 8 g de muestra (hojas), se suspendleron
en 100 ml de metanol y se extrajo a SOOC, usando un bafo marf{a
por & horas. La suspensidn se filtrd y el sdlido se reextrajo
con 100 ml de metanol 2 veces y a continuacidn se evaporo; el
residuo se suspendid en HCL 1 N (30 ml) y se lavd con acetato
de etilo (4x30 ml).

La solucidn acuosa se neutralizdé son bicarbonato de sodio,
el pH se ajustd a 9.5 (NaOH 1 N) y se extrajo con acetato de
etilo (4x30 ml). Los extractos combinados fueron secados y
se pesd para determinar alcaloides totales ( 26 ).

A este extracto se le hicieron pruebas con reactivos ge-
nerales para identificar alcaloides, en este caso se utilizé

el reactivo de Dragendorff.

I1.7,2

En hojas y rafces se midieron tanto las enzimas como las

pozas por los métodos mencionados en piginas anteriores.
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III RESULTADOS Y DISCUSIOMN

III.1 EFECTO DE LA FUENTE NITROGEMNADA EN HOJAS DE C. ROSEUS

IITI,1.1 Efecto sobre la actividad de la GDH.

En las figuras: 3.2, 3.3 y 3.4 sc observa gque la actividad
de ia GDH tanto en sentido aminativo (GDH-NADH) como en el des-
aminativo (CDH-NAD+), aumenta considerablemente con respecto
al control que fue agua (figura 3.1). En orden decreciente, la
mayor actividad de la GDH en ambos sentidos se presenta en la
fuente de amonio 2 mM + nitrato 20 mM, le sigue la fuente de

nitrato 20 mM y por Oltimo la de amonio 2 mM,

Todo esto coincide con lo reportado en estudios sobre otros
sistemas ( 31, 42, 49 )}, ya que la actividad de la GDH en am-
bos sentidos aumenta cuando hay concentraciones elevadas de

amonio y de nitrato.

En la fuente de nitrato + amonio 20 y 2 mM respectivamente,
ce presentd la mayor actividad de la GDH-NADH. En la figura
3.8 se puede ver el porque del alto porcentaje de actividad en
esta fuente, y esto se debe a que hay un exceso de amonio, ya
cue el nitrato estd siendo convertido en amonio por medio de
la nitrato y la nitrito reductasa (MR y NiR}, este amonio pro-
cucido y el ya presente ocacionan un increménto en la poza de
amonio, lo que ocaciona que la actividad de la GDH-NADH sea
elevada (figura 3.4). Por otra parte, al estarse convirtiendo
¢l nitrato en amonio, la poza de nitrato (figura 3.8) va dis-

minuyendo.

En la fuente de nitrato 20 mM (figura 3.2), la actividad de
la GDH en ambos sentidos, es también alta con respecto al blan-
¢o que es aqua (figura 3.1), en este caso la poza de amonio y
de nitratos (figura 3.6) estan elevadas hasta el tiempo=% horas,
después de este tiempo la cantidad en porciento de nitratos y
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de amonio baja y ‘por consecuencla la actividad de la GDH

en ambos sentidos también disminuye.

En la fuente de amenio 2 mM (figura 3.3), la actividad de
la GDH tanto en sentido aminativo como desaminativo, aumenta
muy poco con respecto al control que es agua (figura 3.1), al
ver la poza de amonio y la de nitrato (figura 3.7), se obser-
va que hay muy poco amonic y que la poza de nitratos baja en
el tiempo de 4 horas y sube muy poco al tliempo 8 horas. Lo
anterior ocaciona que la actividad de la GDH-NADH emplece a
bajar a partir del t=2 horas (figura 3.3).

Por otra parte en las flguras: 3.1, 3.2, 3.3 vy 3.4, c¢s e-
vidente que la actividad desaminativa (GDH-NAD ") se ve inere-
mentada en mayor proporcion que la actividad aminativa {(GDH-
NADH), excepto en el control que es agua (figura 3.1), esto
sugiere que existe una requlacidn diferencial entre las dos
actividades es decir bajo la misma condicidn la actividad des-
aminativa (GDH-11AD") se comporta difercente a la aminativa
(GDH-HMADH) .

Lo anterior puede deberse a lo siguiente: el sustrato para
la GDH-NHAD' es glu y si observamos las figuras: 3.9, 3.10,
3,11 y 3.12: veremos que la poza de qlu es bastante alta en
todos los casos excepto en Ja fuente de amonio (figura 3.11),
gue es casi igual a la de aqua (fiqura 3.9), esto puede indi-
car gue el sistema produce glu y e¢sto ocaciona que la activi-
dad de la GDH-MAD' sea siempre mis alta que la actividad de la
GDH-HADH.

$i vemos las fiquras: 3.!. 3.2, 3.3 y 3.4; se observa en
todas ellas que al tiempo de 8 horas la actividad de La GDR
tanto en sentido aminativo como en ¢l desaminativo, presenta
una cafda bastante dristica, csto puede deherse a que también
hay una cafda en la poza de amonio al t-8 horas y a que la po-
za de nitratos en todos los ecasos baja al t=4 horas y al t=$
horas sube pero por debajo del 100% y se manticne constante

(figurass: 3.5, 3.7 v 3.8).
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Figura 35 En lagrafica A se muestra como vario',la poza de amonio tanto
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Figura 3.10 En la gra'lficaA se muestra el °/o poza de aminoacidos para dos extractos:
1-65,6DH (O )y 2:GOGAT ({h yen la gratica B esta eto/o poza doN62 para los dos extractos

anteriores; todo €sto es de extractos hechos con hojas incusadas en una fuente de Noa 20mM.



HOJA

©/o Actividad de la

/o Actividad de la

%/o Actividad de la

Fuente de 9/0 Actividad de la
nitrogena GDH-NADH GDH-NAD" GS GOGAT
H,0 100 100 100 100
Y
NHy 99 .08 102.88 58.47 314.66
= +
NO, + NHy 106 38 126 57 84.23 789 11
Tabla 3.1 La tabla muestra la variacion en ®/0 de las actmdades _de las enzlmas.GDH GS y

GOGAT de h0|a yen las diterentes tuentes mtrogenadas NO3 ’20mM3NHq 2mM y

NO + N th 20y 2 mM respectivamente,
RAIZ |

Fuente de C/o Actividad de la [9/0 Actividad de 1a [o/0 Actividad de la [0/o Actividad de la

nitrogeno . GDH-NADH GDH-NAD * GS GOGAT

Hy0 100 100 100 100

N Oq 118 .63 36.6Y 540.87 50.22

¥+

NHy 48.36 70.83 247.91 43.50

- +
N03+’NHq 124.23 187,20 1062 .51 205.72
Tabla 3.11 " La tabla muestra la variacion en 9/o de lasachvndades de las enzamas GDH, GSy GOGAT

de rauz ren las diferentes tuentes nitrogenadas: NO 20mM, NH 2mMy N03 20mM
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extractos anteriores jtoch esto es de extractos hechos con hojas incubadas en una tuente

- +
de NO3 20 mM t NHL{ 2 mM,
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En la fuente de n;tratos 20 mM la poza de nitratos presenta
una cafda al t=8 horas (figura 3.6).

Por Gltimo, el aumento que se presenta en las pozas de amonio
puede deberse a un posible envejecimiento del tejido al tiempo
de 4 horas, por lo que se 1levarfa a cabo la activaci&n de las
proteasas; las prote{nas se hidrolizarian hasta aminodcidos y
estos hasta amonio lo cual contribuir{a enormemente, junto con
los factores antes mencionados, a que la actividad de la GDH

se viera disminufda, pués es inhibida por un exceso de amonio
( 31 ).

1I1.1.2 Efecto sobre la actividad de la via CS/GOCAT.

La GS es considerada la enzima responsable para la asimila-
cion primaria de amonio en las plantas superiores ( 29, 31, 52),
esta enzima act(a acoplada con la GOGAT para dicha asimilacidn.

Lo anterior significa que al actuar la GS, se forma el sus-
trato sobre el cual actla la GOGAT; esto se puede ver en las
siguientes reacciones:

glu + NH:‘~ — gln

lLa gln e® uno de los sustratos de la GOGAT al igual que el
o KG: '
ol KGC + gln.————p 2 glu

De las graficas de las figuras: 3.15 y 3.16, que correspon-
ten a las fuentes de amonio 2 mM y nitrato + amonio 20 y 2 mM
respectivamente, se observa que la GS se comporta dec igual ma-
nera en las dos fuentes, mientras que la fuente de nitratos
20 mM (figura 3.14) presenta un comportamiento muy diferentc

v que es igual al control que es aqua (figura 3.13).

El fenomeno anterior se puede interpretar de la siquiente
nanera: la poza de amonio, en la fuente de nitrato + amonio y
en la de amonlg, se encuentra bastante elevada principalmente
en la de nitrato + amonio (figuras 3.7 y 3.8), y esto es por-
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que el nit.ato estd siendo convertido en amonio por medio
de la nitrato y la nitrito reductasa (NR y NiR), ocacionindosc
que los niveles de amonio aumenten y que la actividad de la

GS se incremente en esta fuente de nitrégeno (nitrato + amonio),

Ahora bien si se ve la poza de amonio, de la fuente de ni-
trato + amonio (figura 3.8), se observa que aumenta hasta el
t=4 horas el cual es el mismo tiempo en el que se presenta la
mayor actividad de la GS vn la fuente ya mencionada anterior-
mente. Después de este tiempo, al t=8 horas la actividad de la

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

Como se ha mencionado anteriormente la GS es la enzima que
actba principalmente en la asimilacidn de amonio, cn la fuente
de amonio v de nitrato + amonio, esto indica gue la GS es ac-
tiva en presencia de amonio. Lo anterior coincide con lo re-
portado en estudios sobre otros sistemas ( 24 ), en los cuales

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

En el caso de la fuente de nitrato 20 mM (fiqura 3.14), en
la que la GOGAT presenta una mayor actividad. se observa que
su poza de amonio (figura 3.4) al tiempo de 4 horas, muestra
un incremento de amonio, el cual coincide con un ligero aumen-
to en la actividad de la CS y ademas con un marcado incremento
en la actividad de la GOCAT.

Lo anterior implica dos cosas: a) la GCS es dependiente de
amonio y aumenta cuando los niveles de este suben; bh) el pro-
ducto de la accidn de la COGAT es glu, el cual a su vez es
el sustrato para la GS y si observamos la figura 3.14 vere--
mos quc ol tiempo de 4 horas, es cuando la GOGAT presenta su
mavor actividad, produciendo glu el cual a su vez es el sus--
trato para la GS, de lo anterior y de la fiqura 3.14 se ex--

plica e} marcado incremento que sufre en su actividad la GS a
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Figura 3.1Y Actividad de laGS([]) y 1a
GOGAT ( O ), en hojas incubadas enuna
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" iluminacion continua.
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las 8 horas; formandose de esta-manera-cl ciclo GS/GOCAT.

Como se ha visto a través de los resultados anteriores la
via de asimilacidn del amenio a través de la via GS/GOGAT es
compleja, y su complejidad consiste en un acoplamiento de am-
bas enzimas, esto es que su funcionamiento se basa cn acumu-
lacion de sustrato ya sea para la GS o para la GOGAT; como se
ha mencionado anterliormente la GS produce ¢gln el cual es sus-
trato para la GOGAT la cual a su vez produce glu cl cual es

sustrato para la GS formandose asi el ciclo GS/GOGAT.

III.2 EFECTO DE LA FUENTE NITROGENADA EN LA ACTIVIDAD DE GS,
GDH Y GOGAT EH PLANTAS DE CATHARANTHUS ROSEUS L,

II1.,2,1 Efecto sobre la actividad de la GDH,

Se llevd a cabo un estudio comparativo entre hojas y rafces
de C. roseus, del comportamiento de la GDH, GS y GOGAT en dife-
rentes fuentes nitrogenadas, en las tablas 3.1 y 3.II se obser-

van estas comparaciones,

Como se puede ver en ias tablas 3.I y 3.II, la actividad de
la GDH aminativa (GDH-!ADH) en hojas no sufre modificacién en
ninguna de las fuentes nitrogenadas, ya que los pocos incre--
mentos que se observan en la fuente de nitrato 20 mM y en la
de nitrato + amonio (20 y 2 mHM}, se pueden considerar no sig-

nificativos,

En ralz sucede todo lo contrario, ya que la actividad de
la CDH-NADH si se ve modificada por las diferentes fuentes ni-
trogenadas, la mayor actividad de la GDH-UADH en rafz se pre-
senta en la fuente de nitrato + amonio 20 y 2 mM respectiva--
mente.



Los reultados anteriores, los cual es muestran una predoml-
nancia de la GDH-NADH en ralz, sugieren que este drgano es el
principal sitio de asimilacldén de amonio en plantulas de C. ro-

Scus.,

Por otra parte la actividad de la GDH-HAD " s{ presenta mo-
dificaciones tanto en hoja como en raiz, los mayores porcien-
tos de actividad de la GDH desaminativa los presenta la fuen-
te de nitrato + amonio (20 y 2 mM), en hoja y en raiz, pre--
sentidndose en rafz la actividad mids alta: este incremenlo en
la actividad de la GDH-MAD" indica que el contenido de glu
es bastante alto ya que este es el sustrato de la GDH-NAD+,
este contenido es alto tanto en hoja como en rafz en la fuen-

te de nitrato + amonio.

En la fuente de amonio 2 mM, la actividad de la GDH-NAD'
en rafz (tabla 3.II), baja con respecto al control que es agua
esto se debe a que el amonio a esta concentracidn (2mM) inhi-
be fuertemente la actividad desaminativa indicando la posibi-
lidad de que este ion a muy bajas concentraciones sea trans-
portado por el xilema hasta la hoja y es por esto que en ho-

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

Estos resultados coinciden con otros reportados por Loyo-
la ( 31 ).

Por (ltimo al comparar la actividad tanto de la GDH amina-
tiva (GDH-MNADH} como de la GDH desaminativa (GDH-NAD+), se
observa (tablas 3.1 y 3.II) que no se comportan de igual ma-
nera, esto sugiere que existe una reqgulacion diferencial en-
tre las dos actividades es decir bajo la misma condicidn la
actividad desaminativa (GDH-NADT) se comporta diferente a la
aminativa (GDH-MADH).
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Figura 311 En lagrafica/ semuestra el 9/ode poza de aminoacidos para dos extractos:
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I1I1.2.2 Efecto de l'a fuente nitrogenada sobre-la actividad
de 1la via GS/GOGAT,

Al comparar los resul tados entre las hojas y rafces, se ob-
serva (tablas 3.I y 3.,II) que la GS y la GOGAT no se comportan
de manera similar en ninguna de las fuentes nitrogenadas, mien-
tras que las mayores actividades de GS se presentan en raiz,
en hoja la actividad de la CS baja mucho con respecto al con--

trol que es agua.

En la fuente de nitratos 20 mM, la actividad de la GS en
hoja es baja con respecto al control (agua), esto sugiere quc
el nitrato es asimilado en la rafz, en donde la actividad de la
GS es muy elevada lo que sugiere a su vez que gln es la forma

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

vez la actividad de la GOGAT se encuentra muy baja en rafz y
elevada en hoja, en donde estaria convirtiendo gln en glu para

los procesos de biosintesis de aminodcidos.

Como se ve en las tablas 3.1 y 3.II, en la fuente de amonio
2 mty en la de nitrato + amonio 20 y 2 mM respectivamente, se
observa que la actividad de la GS en hojas bajo con respecto
al control (agua), estos resultados de inhibicidn de la GS por
amonio en hojas suqgieren yue el amonio que no alcanza a ser a-
similado en rafz puede ser transportado a través del xilema
hasta las hojas, este amonio es el responsable de la inhibicion
de la GS. Lo que podria suceder en realidad es que ¢l amonio
disminuyera la disponibilidad de ATP para el funcionamiento de

la GS, por desacoplamiento de lda fotofosforilacidn { 31 ).

La gln formada por 1a CS en ralz, no incrementa la actividad
de la COGAT-HADH en rafz, ya que esta glutamina es translocada
al xilema y llevada a las hojas en donde por medio de la COGAT-

L4 .
Fd es transformada en glutamico.

Si bien el comportamiento de las enzimas varfa un poco de-
pendiendo de la fuente nitrogenada, el modelo propuesto en la

figura 3.17, explica el comportamiento en todas ellas y suqgicre:



| HOJA
Xilema Metabolitos
Proteina secundarios
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+
t Modifica 1a GDH-NAD
NH: 2mM 1 NOy 20mM} pero ng ala GOH-NADH.

NH} } 465

Nqu } Y60GAT-NADH
NOg ‘ ’
NHZ la asimilacion de nitrogeno en

} 765 Figura 3.17 Modelo propussto para
L.roseus,
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a) el nitrogeno inorginico es aslmilado en rafz y se transpor-
ta como gln a las hojas b) la via de asimilacidn de dicho
nitrégeno es la GS/GOGAT.

II1.3 EFECTO DE LA FUENTE NITROGENADA EN EL CONTENIDO DE
ALCALOIDES,

Se germinaron semillas de C. roseus en tierra, se mantuvie-
ron en condiciones de temperatura y humedad constante, a los 5
meses las plantas fueron regadas con las diferentes fuentes ni-
trogenadas durante un mes mis. Al término de este plazo se cor-
taron las hojas cn las cuales se determind alcaloides totales
teniendo como control plantas regadas con agua solamente.

El rendimiento en porciento comparado con el control, se
puede observar en la tabla 3.III.

Al observar las plantas en su aspecto fisico, se vid que en
la fuente de nitratos 20 mM, las plantas crecieron mds que en
amonio 2 mM y que en nitrato + amonio (20 y 2 mM), estas dos
Gltimas presentaron un crecimiento similar entre si pero mayor

.
en comparacion al control que fue agua.

Las plantas de la fuente de nitratos medfan aproximadamen-
te 35-40 cm; las de la fuente de amonio y de nitratos + amonio
median de 25-30 cm y las plantas control (agua) median de 20-
25 cm.

Al hacer la extraccion de los alcaloides y la cuantifica--
cién total, se vio que en la fuente de nitratos 20 mM era don-
de se presentaba el mayor contenido de alcaloides, seguido de

la fuente de amonio 2 mM.

Este alto contenido de alcaloides en la fuente de nitratos
sc pucde deber a 1o slquiente:
el nitrato esta siendo asimilado en rafz por medio de la GS,

esta a su vez da como producto glutamina {(gln), esta gln tienc



Fuente de |, Alcaloides
nitrogeno totales (g ) |Rendimiento en °/0
H,0 0,862 100
N o'3 0 .91 1¥6.77
N Hy 0.72 116.12
NOg —+ NHy 0,35 56 .4 5
Tabla 3.111 En latabla se muestra la variacion en®/© de|

contenido de alcaloides de C.roseus conrespecto a la fuente

oy ! - + . +
de mtrogeno:NO3 20mM, NHy 2mM y N03. 20mM + NHy2mM,te -
niendo H20 como blanco,

La cantidad de hojas con la que se llavo acabola extraccion de

alcaloides , fue de 8 g en todos los casos .
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un grupo amido el cual va a fTormar parte del anillo inddli-
co del triptofano, el cual es el precursor para la sintesis de
alcaloldes de C. roseus.

En la fuente de nitratos + amonio el contenido de alcaloi-
des estd muy por debajo del control (agua), esto se puede de-
ber a que hay amonio en exceso y esto tal vez inhibe de alqu-

na manera la sintesis de alcaloides.

Todos estos resultados, no son mds que el inicio de una se-
rie de experimentos a seguir con otras fuentes nitrogenadas
a otras concentraclones; ademds de estudiar también todas las
enzimas que intervienen en la biosintesis de estos alcaloides
principalmente la triptofano sintetasa de la cual se conoce
muy poco y gque tal vez pueda darnos mas informacidn sobre la
biosintesis de los alcaloides mencionados, ya que puede estar
jugando un papel clave en dicha bios{ntesis.
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Iv CONCLUST ONES

En base a los objetivos de este trabajo, las conclusiones
son:

La fuente de nitrdgeno influye notablemente en el meta-

bolismo nitrogenado de Catharanthus roseus, observando-

se que la via de asimilaciin del nitrdgeno inorgdnico
en esta planta es la GS/GOGAT.

El nitrdgeno inorgdnico es asimilado en ralz y se trans-
porta como gln a las hojas.

La fuente de nitrdgeno presenta un efecto notorio en el
contenido de alcaloides, presentindose el mayor conteni-
do en la fuente de nitratos 20 mM.
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