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ASREVIATURAS.

ATP Trifosfato de adenosina
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" HC1 - Aeido clorhfdrico
HNO3 - Acido nftrico
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. KNOj  Nitrato de potasio
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INTRODUCCION

El cdncer ocupa el tercer lugar en la lista de causas de muerte en
el hombre, después de las enfermedades del corazén y de las altera
ciones circulatorias. Sin embargo, el cdncer no es una enfermedad
de nuestra época: ha existido en todos los tiempos y afecta tanto
al hombre como animales y vegetales. A pesar de considerarse la --
~mas terrible enfermedad es curable en sus comienzos. Hoy en dia
se cuentan con tres armas principales para luchar contra ella: . la
- cirugia, 1a'radioterapia y los medicamentos citostdticos.

Entre estos ﬁltimog, cabe mencionar a 4 alcaloides de gran uso: =
vineristina, vinblastina, vinleurosina y vincosidina. Alcaloides -
extraidos de la planta Cetharanthus roseus conocida vulgarmente cg
mo_giggg 2042, Esta planta produce mds de 120 alcalcides con diver
sas actividades farmacolégicas. Podria considerarse a C. noseus un
recurso importante de obtencién de agentes citostdticos, ya que se:
ehcuentrg en forma silvestre en todo el trépicp y costas de México
j El finico incoveniente es que ios:ppoduce en pequeiifsimas cantida--
des., '

En la biosfntesis de estos alcaloides indélicos, participa, en for
ma ériméria 0 pfincipal, el triptofano, quien aporta el anillo in-
dblico, .En la bios{ntesis del triptofano, los carbones provienen

de fosfoenol piruvato y de¢ la eritrosa fosfato, los cuales a su -
vez se originan del catabolismo de las hexosas.

Como se indica en la figura A, la secuencia biosintética completa’
implica michos pasos y varios intermediarios siendo los mﬁsﬁimporJ
‘tantes el dcido siquimico y sl &cido corismico. También ocurren -
dos donaciones en esta secuencia...'

Una de las transgminaciones:es a partir de glutamina y la otra\a -
partir de serina como donadores de nitrdgeno. La glutamina provie-
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ne mediante la siguiente reaccién catalizada por la glutamina sin
tetasa, dependiente de ATP.

NH 0

3 + glutamato + ATP ~«--tw -+ glutamina + ADP + Pi + i,

El amino de la serina, a su vez, proviene del glutamato (8,37.73,
74). La reaccidn anterior es particularmente importante en el me
tabolismo de nitrdgeno. El nitrégeno inorginico es tomado princi-
palmente por las plantas en forma de nitrato.

La transformacidén de nitrégeno inorgénico a material orgdnico se
puede resunir en la siguiente secuencia de reacciones: '

a) reduccién del nitrato via nitrito a amonio

b) 881m11aclon de amonio a glutamato

¢) transaminacidén de glutamato a aminodcidos primarios

d) la 31ntes;s de otros aminogc1doa, _

 La'priméra parte del proceso: la reduccién del nitrato a amoﬁio -

o 1nvolucra la partlczpacion secuencial de dos enzimas: la nltrato

: y la nxtrito reductasa.

Con base a lo Antefior sé podria pensar, que existe una. relacién

-entre el metaholismo‘nitrogenadb y la produccidn de alqdloidés in
“dlicos ( ver figura 1), Siendo los objetivos particulares de es-
'*te trabajo. ' - o ‘

a) Estudlar el comportamiento de la nitrato y nitrito reductasa -
.~ frente a dzferentes fuentes de nitrogeno ( NO 3 NHA y una mezcla
de amboa), tanto en plantas como en explantes.

b) Estudlar la ralacion entre la produccion de alcaloides y 1as -
diversas fuentea nitrogenadas en plantas de Cathananthua noseus,
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I, ANTECEDENTES
L. GENERALIDADES,

Catharanthus aoseus (sin. Vineca rosea) es ﬁn arbusto pequefio y er

guido, de 30 a 60 cm de altura, perenne, comin en todas las regig‘
nes tropicales pero se cultiva en todo el mundo. Es apreciado -
tanto por sus flores como por sus brillantes hojas verdes. Estas
son ovales, de 2 a 5 cm de longitud, con un nervio central blanco
Nacen en pares opuestos sobre tallog delgados y se producen una o
mds flores por el tallo desde la mitad de ia primavera al princi-
pio del otofio. Cada flor tiene un tubo de 2.5 cm de longitud qué
termina en un plano formado por cinco pétalos de unos A'cm de dia
metro. Las flores son rosa, malva, blancas con un ojo central car
mfn. Existen en la naturaleza 4 especies: albus (blanco), roseus
v(rosa), acellatus y villasus (nezcla del blanco y rojo). '

Anteriofmente se aceptaban los 'siguientes sinénipos para el géne-
- ro vinea:.Pervinca, Lochnera y Catharanthus. Sin embargo, se ha -

. dembstrado‘que‘ei género Vinca y“Lochhera difieren en 34 caracte=

' risticas morfologlcas. En la actualidad la flliacion aceptada es
la de Plchon (85): '

~Familia: Apocynacea’
' sub-familia: Plumieroideae
. tribu : Alstonieae
,.sub- ‘tribu : Catharanthinae _
- genus Catharanthus G. Don.
v.Secclon 1 : Lochnera Pich.
o """ C. lanceus
. C. longifolus
 G. roseus
“C. trichophyllus
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Desde el giglo pasado se emplea como agente hipoglucemiante oral
(76). Recientemente se reporté que algunos de sus alcaloides tig
nen actividad antibiltica contra V., cholera y fl. pyogenes var. -
aunreus; mientras otros son hipotensores (10), '
Adends en otros estudios se les encontrd efecto sedante, hipndéti
co y analgésico (9,75), analéptico, emético, etc. (67). Pero -
prinéipalmente se considera como una fuente valiosa de agentes -
qﬁimioterapéuticos en el tratamiento del céncer.

Vincaleupoblastina (VLB), leurosina, leurosidina y vincristina -
(VC) son efectivos en ciertas neoplasias, Con excepcién de la -
‘leurosidina, todos ellos prolongan la vida de los animales cancg
rosos alin cuando’ se encueptraﬁ ce:canos a los estados terminales
del céncer‘(28). Los agentes més,efectivos son VLB y ve.

HEstos alcaloides inhiben la sxntesis de los dcidos nucleicos. la
_sintesia de las proteinas y la de los 1li{pidos. El efecto en la -
sfntesis protexca estd relacionada,: probablemente, con su capaci
dad de unirse a los rlbosomas y sus sub-unidades, originando la
‘precipitacién de complejos en los ribosomas de las células afec-
tadas. El mecanismo de accidn no estd todavia’ muy claro, parece
ser que detienen la mltOS1s en’ la metafase. La detencién mitéti-
‘ca es rever51b1e. ‘

',La VLR tlene dos efectos. 1) efecto mltodepre51vo~ disminuye el
nimero de celulas en la profase y 2) efecto mltoclésico detenien
do las células que ya han entrado en.la.profase y metafase (57).
- La VLB y la VC sélo.son activas en la fase S, especialmente so--
bre tumores con proliferaclon celular aceleraua como en las leu-
cemias agudas. ‘

 Tox1cidad Los efectos téxicos de estos alcaloides son reveri--
" ‘bles en perlodos variables posteriores a la suspension del trata
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miento. La frecuencia e intensidad dependen de la dosis adminis--
trada. Los efectos secundarios generales son: anemia, naflsea, vé-
_ mito, diarrea, alopecia e insuficiencia renal entre otros.

La DLso para VLB y leurocristina en ratdén es de 17 y 2 mg/Kg res-
pectlyamente. Dosis elevadas causan leucopenia en ratas y perros.

I.2 Biosintesis.

Las figuras 1.2, 1.3 y 1.4 nos muestran la ruta biosintetica de -
los alcaloides derivados del indol en L, s04gus. Como se observa,
el nitrégeno se deriva de la triptamina y el resto de la molécula
de la secologanina, una glucosa, y el grupo metilo de la metioni-
na. A continuacidén se analizan brevemente a las enzimas gque se -
aape estén involgcradaa en dicho proceso, -

9 Ggraniol?nerol hidroxilasa® hidroxila al geraniol o al nerol y
. da-sus 10-hidroxiderivados. Es una oxigenasa del grupo citocromo

PLSO (64,86). La electroforesis en geles de acrilamida muestran -
dos bandas de polipeptidos con peso molecular de 63.000 y 78,000.

C En donde la banda de 63,000 pudiera ser la degradacion protecliti

‘ca de. la 78, 000 Esta enzima transtiere electrones al ferricianu-

. 'ro y al 2,6-diclorqfenolindolfenol al igual ‘que el citocromo C.
‘,L'No‘es inhibida ni por actinomicina D, ni por dicumarol pero si -

“por’ retroalimentacion. NADP y por p-cloromercuribenzoato. Es al-
tamente especf{fica para la hidroxilacidn de los metilos C-10 del
' fgeraniol y del nerol y su accidn es dependiente de MADH; no hldro
‘1iza a los pirofoafatos. Esta enzima se loecaliza en las vacuolas.

') Acido logénico metiltransferasa: -esta enzima convierte al dci-
do logénico y secologénico en sus dorrespondientes nmetil ésteres.

D) Triptofano descarboxilasa: cataliza la formacidn de triptamina
a partir de'triptpfano. Esta enzima 'se regula por retroaliﬁentg--
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cidn. Se ha comprobado (65) que el triptofano estimula la produc-
cidén de ajmalicina y serpentina en cultivos en suspensién, al i--
gual que la triptamina.

F) Estrictosidina sintetasa: realiza la condensacidn estereoespe=-
e{fica de la triptamina y la secologanina. Parece ser que forma -
parte de un complejo enzimdtico, complejo ajmalicina sintetasa -
(86), el cual también incluye a la‘ﬁ-glucosidasa y a una reducta-
sa dependiente de piridin nucledtidos (E). Algunas de sus pro--
piedades son: (64) actividad especffica=5.85 nKat/mg, peso molecu
lar por filtracidén en gel= 38.000; punto isoeléctrico= 463 pH
Sptimo= 5.0-7.5. No tiene efectos inhibitorios de los productos
finales como catarantina, vindolina (feedback o retroalimentacidn)
ni la afecta los. inhibidbres‘de los grupos'SulfhidTiloé.

Es necesario para su estabilidad mercaptoetanol o ditiotritol. Es
ta enzima es inhibida por ca? ..C 2t M,zf. an*. 002+, Fe3+, .en
concentraciones del orden de 0.1 M y por gluconolactona 0.02 M.

'G{E;-Glucosidasa:,hidrolizaval glucésido alcaloidal para dar una
aglicona inestable que se transforma en el dialdehido con una con
'figﬁrQCiénfc-B_altamehté reactiva (70). Pertenece al complejo en-
R’zimiticO'antes méncionado pero no ‘se ha podido separar_(aé).

Este dialdehido sufre pbsterioibs transformaciones para dar cate-
.'namina (20,21 dehidroajmalicina) quién es el precursor de’ los tl-',”
" pos iboga, aspidOSperma y. corlnante ( figura 1.3).

La conversidén de catenamina a los alealoides requiere de ‘una en31
ma, la catenamina reductasa y de NADH .o § NADPH (mds efectivo),
"tal manera gue’ si no esta disponlble el NADPH la catenamina no se
. metaboliza sino sdlo se acgmula (71). :

Para interceptar el precursor de catenamina, en una preparacidn -
enzimdtica de (. z02eys de una suspension celular se 1ncluy6 KBH
_ para reducir el dialdehido posterior
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‘se activan con’KBHA) Despuea de incubar la muestra se localiza--

ron dos componentes, 2 estereoisdmeros: la sitsiskina con orlenta
cidn alfa y beta (cambio en el C-16) (70), los cuales son deriva~
dos del 4,21 aldehido denidrocorinante,

Las investigaciones hechas por I, J. Scott (66) muestran la inter
vencidn de la geissoschizina { figura 1.4) en la biosintesis de -
la ajmalicina y de la tetrahidroalstonina. La baja incorporacién
de'geissoséhiziﬁa en ajmalicina y su poca abundancia en las plan-
tas pudiera reflejar su napel como intermediarlo (se une a la en-
zima tal vaz) rdpidamente convertida en otro alcaloide. .

Y a partir de la ajmalicina se producen los demds alcaloides (ti-
po-iboga) a través de la via de la estimadina y de la tabersonina

f.} ‘Metabolismo nitrogenado:

fEl nitrogeno inorganico es tomado principalmente por las plantas
en- forma de nitrato.

gLa transformacion de nitrégeno inorg&nico a8 material organico 8@ |
‘\puede resumir en la. siguiente secuencia de: reacciones-
a). reduccién del nitrate via nitrito a amonio

b) asimllacion de amonio a glutamato :

c) transam1nac15n de ‘glutamato a aminodcidos primarios
d) la sintesis de otros aminodcidos.

1En todos los casos, en-las pléntas superiores se consumé'énérgia
. en 1a reduccion. sfntesis y transporte del nitrégeno de la rafz a
“los demas tejidos de” la planta,

'La primera parte del proceso: la reduccién del nitrato a amanio -
involucra la participaeion secuencial de dca enzima. la nitrato y
la nitrito reductaaa. En la figura 1.5 se. resume dicho proceso. _
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‘yLas tuentes fialologicas de electrones son los piridin nucle6ti--
'dos reducidos y la ferredoxina reducida, de acuerdo a la fuente y
el t;po de enzina, Nq‘ae requiere ATP para la reduccidn de pitra-
“tos y nitritos. En algas azules-verdes, la reduccin del nitrato -
{~esti intimamente unida con la fotosintesis y esté ademds acoplada 4
‘con la fotélisis del agua (63), '

' 'En,algas“verdes eucariéticas ¥ plantgs superiorés. la reduccidn
' es también un proceso fotosintetico en donde el;poder de redu=---
- ccién se genera en las reacciones luminicas de la fotosintesis,

[

 El amonio se asimila via la glutamaté deshidrdéehhsa {GDS)
Ny 42 'oxogiutara'to + NAD_(P)H ---- glutasato + #,0 + ua (),

Esta enzima es abundante en casi cualquier tipo de planta. Hay e-
‘videncla que sugieren que no pa rtlcipa en la as*m*laclon del amo=~
nio pero quizas esté involucrada en ol catabolismo de los amlnoa-d
~dos en las. samillas en germlnauion (19) aunque todavia no estd -
'claro su papel. '
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 Datos obtenidos de diversos iﬁvastigadores gon una vaiiqdad en -
técnicas de analisis confirman que bajo condiciones normales de -
crecimiento el amonio es asimilado por una reaccidén de dos pasos.
en el cual actdan des enzimas (39, 48):
‘1) Glutamino sintetasa (GS):

. NH3 + glutamato,+ ATP --- glutamina + H20 + ADP + Pi

"~ 2) Glutamato sintasa {GOGAT):

.glutamina + 2 oxoglutarato + NAD(P)H ferredoxina reduclda .
~--- 2 glutamatos + NAD(P) ferredoxlna. oxidads.

‘La'glutaﬁino sintetasa (GS) estd localiééda tanto en el citoplaé-

-, ma como en loa cloroplastos, mientras que la GOGAT sélo esté en -

“los cloroplastos.

Cuendo el amonio es asimilado en los cloroplastos, la energia pro
Vviene del ATP y de la ferredoxina reducida generada en las reae--"
ciones” lumfnicas. En este caso la asimilacién del' amonio y la re
:_éduccion del nitrito es mediada por la luz,  En’ raicesuy semlllas

. maduraa la GOGAT puede utilizar ATP o ferredoxina (41'A2'54)

. grupo amino del glutamato se-transfiere para formar aspartato y a-
'lgnina del oxalacetato y. del piruvato respectivamente. Las rege--
cciones son catalizadas por las aminotransferasas. Los dos princi :
‘p&les 2 oxodcidos - son sintentizados en la mitocondrla en el ciclo.
~de Krebs pero la mayor{a se sintentizan en el cloroplasto durante
la fotoaintesis. ‘
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I.4 Nitrato y Nitrito Reductasa:

La nitrato reductasa, en eucariotes, es un complejo enzimdtico de
alto peso molecular (- 200-300,000 Daltons) que contiene un nucled
tido piridinico ( flavin, FAD), un grupo hemor(cit b557) ambos u-
~nidos no covalentemente con Mo {25). En organismos procariotes
fotosinteticos como las cianobacterias, la ‘enzima es una protefna
pequefia ( 74,000 Daltons) que contiene solo molibdeno (Mo).

.En los organismos eucariotes y algas se encuentra en el citoplas
na de células de rafz, tallo y hojas, muy cerca a la membrana ex-
terna de los cloroplaétos o de los plastidos. En los procariotes
fotosinteticos se” encuentra cerca de los tilacoides (19,21,22, 47,
55) .

Enllas plantas superiores, la nitrato reductasa es la p:imera en-
zina en el complejo enzimético de la aSimilacién’dellnitrégeno. ¥
‘actia. sobre el nitrato NO3 (5+) reduciendolo a N02 (3+). de - -
n_cuerdo a la siguiente ecuacion quimica.

NO4™ ¢ 2e‘,----‘p.uoz'

' tos electrones van desde el donador hasta el nitrato a través de
la cadena de transporte de electrones de la enzima en la siguien-
te aecuencia. ‘ '

NADH ---p ( SH < FAD - cit bysy - Mo ) == NOy

en donde los SH son los grupos sulfhidrilos entre el NADH y el si
tio en donde el citocromo se alimenta en la secuencia (32,87). La
reduceidn no requiere ATP. En las rafces se lleva a cabo la ma--
yor cantidad de la reduccidn, entre el 50-80% (47,62),
Generalmente los donadores de electrones son los pirid!n nuc106t1
dos ( 19, 21,22, 32 36,87) " ' :
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La fuente principal de NADH’es‘ei ciclo del dcido citrico y muy
poco es por la via glucolftica (69). La oxidacidn del NADH, en
condiciones luzfnicas, es inhibida por altas concentraciones de
ATP, ‘ )

Se ha demostrado (22,13,69) que el malato puede actuar como una
fuente de NADH via malato deshidrogenasa citopldsmica. La deshi--
drogenasa del ciclo del &cido citrico funciona en la luz para su-

ministrar el esqueleto de carbono en la sintesis de los aminodci-
.dos ( el malato incrementa también la cantidad_de‘aminoécidoé ex-
portados). Sin embargo, en presencia de altas concentraciones de
ATP, existe una nmodificacién en este ciclo que permite su funcio-
namiento para producir N H; generando piruvato y oxalacetato a ex
pensas de malato y eitrato eon'ayuda de la malato deshidrogenasa

~ (figura 1,6), En los experimentos de Kent (69) se demostré que -

) i@-ruth de las triosasfosfatos antas considerada.gono,una‘fhente
significativa de esqueletos de carbono en el ciclo del dcido cof--
 trico, no lo es en realidad.

PIGURA 1.6

0AA
1 o naoH -
nao*

rimlatc

-~ citoplasma

clofopiasto cloroplasto
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Pactores induetivos de la actividad de la enzima:

a) Noj': La entrada de nitrato al sitio de 1ndﬁcciéh»esté conside
rada como el primer factor regulante de los niveles de la enzima.
‘La concentracién de nitrato aumenta con el desarrollo para decli-

nar con la edad en la hoja, as{ ocurre con la activzdad (3 20, 78,;

‘,82).

La reduccién del nitrato se lleva a cabo en ol citoplasma y estd

relacionado con la fotosintesis (luz) (63), con los adyuvantes -

‘ (tensoactivos y alcoholes) (3); se estimula. con Acidos organlcos.,
, fosfoenol -piruvato (60), con malato (22) y se regula por la compe, 
‘tenclia entre el oxlgeno y el nitrato por el NADH, ‘ ’

“En'1972 Tomas, Yoder'y Filner (16) en.sus estudios en células d
tabaco, determinaron 2 pozas de nltrato en las ‘células: una de al
‘:kmacenauiento y una metabdlica. Una grande e inaccesible a la enziff
. ma (almacenamiento) y la otra accesible al sistema de reduccidn -’
.que convierte al nitrato en nitrito. Las pozas 8e encuentran sepa3
radas’ pero hay interrelaclén entre ellas. Ferrari (35) concluyé -
‘que la poza de almacenamiento eat§ localizada ‘en vacuolas celula-ij
'_~r§s.kLa poza metabdlica se,encuentra en el‘citoplasma.

b) Luz: la luz éé'necésafia pﬁrg la produccidn de piridfn»nuélé64"
,'tidoé feducidbs por la oxidaéién de intermediérios'del cleclo . del
dcido . citrico. En plantas\transferidas a bhja‘luminoéidad se pro-V
' duce una baja en la actividad debido a una falta de energla reduc
- tora (82). La relacion temperatura-actlvidad e 1nten31dad de 16 -
luz-actividad es dlrectamente proporclonal (52) ' o
La 1uz afecta la toma ¥y utilizaclon del nitrato aiectando 1la per-
vmeabilidad de la membrana celular y la asimilacién del nitrato.

Zn - condiciones no fis1olog1cas como- en- la oscuridad’ existe un me-
canismo regulatorio en el cual se impide la. reﬂuccién ipmediata.




23

de tal forma que la aéumulaciép de cantidades tdxicas de nitrato
g6lo puede ser reducida por'reacciones>fotosintetiCas. Esta regu
lacién funciona a través de una respiracidén mitocondrial, el cual
. opera en la oscuridad, es decir, se inhibe en la luz al incremen
tarse la carga- de adenilato en el citoplasma producido por la fo
"tosintesia. '
, Ouando se incuban semillas enteras u hojas enteras de 10 dias en
una atmésfera libre de oxigeno y en la oscuridad se reducen can-
tidades sustanciales de nitratos. Sélo se reduce nitrato en pre-
vsencia de oxigeno cuando ge tratan con mondxido de carbono (C0),
-un’ inhibidor de la transferencia de electrones en el paso de 1la
citocromo oxidasa. Este efecto es reversible con la luz (disocia
el complejo citocromo-CO). '

la inhibicién del transporte eléctrénico del ox{geno por amital
también estimula la acumulacidén de nitrito. Los resultados de -
Sawhney (63) muestran qhe’}a inhibicién de la tranferencia de e-
lectrones a través de la cadena respiratoria por condiciones a--
naerébicas o por inhibidores causa la reduccidn de nitrato’'en la
_oscuridad. . La activacién de la reduccidn y su inmediata cesa---
" ¢ién.cuando no hay luz se explica asf: la luz incrementa la pro-
“fporcién ATP/ADP en el citoplasma. el cual es transportado a la -
,1 m1tocondr1a a través de un’ translocador de adenilato,. el cual in'
" hibe la: respiracién mitocondrial.‘La,energfa derivada de la foto
'rosfdrilacién'en los cloroﬁlaatos'es transferide al citoplasma.
La. 1nf11trac16n de ATP o fructuosa 1-6 difosfato ( intermediario
~glucolitico) aumenta la acumulacidén de nitrito alin en presencia
de oxigeno. El sumento con- la fruetuosa tambien es por-la produg
»ciou de NADH por gliceraldehldo 3 fosfato deshidrogenasa duran-
te la glueollsis. :

. La luz. induce a la enzima pero no hecesariamente por encontrarse'
en tejidoa no fotosfnteticos como en la rafz y ser inducible en
la oscuridad en la preaencia de inhibidores de la resplraeion mi
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condrial (21).

La luz tiene un efecto dafiino cuando las plantas de Cucumis estén
'~expuestas a bajas temperaturas. El dafic es causado por fotooxida-

cién en el cual se afecta los componentes de la membrana de los -

cloroplastos e induce dafio en la envoltura de ellos. La luz afeg
. ta la induccién de la enzima a bajas temperaturas de varias mane-

ras: v dafio en el potencial redox del citoplasma, ocaciona un dg>
fio en el componente FAD de la enzinma { estimula la fotoreaccidn -

de la enzima) 2+ inhibe la sintesis de NADH, ATP y carbtohidratos

inhibe la glucélisis y la respiracién ( &sta es necesaria para in
'ducir la enzima) 3v destruccidn de la membrana del cloroplasto -

(2).

e) pH: de acuerdo a Herber y Pureczeld (61) la reduccicn de nitra-
to estd asociada con un incremento del pH er el citoplasma ‘debido
" ala penetracién de nitr:to (HNOz) al cloroplasto para su ‘poste-=
rior reduccién a amonio. En forma" analoga pasa en raiz ( Hewett,
26). o | |
‘Como cada molécula de NO2 consume 1 H " el pH se va alcallnizan-
‘do ¥ la reduccion del nitrito se 1ncrementa. As{ que el 1ncremento
. de pH (21 38) o cualquier proceso relacionado a este incremento,
~como la s{ntesis de malato u otros aniones organlcos, tienen: un g
fecto inductivo en la enzima.

‘-d) Otros inductores: los tensoactives y alcoholes como el propa--
" ‘nol. inducen la actividdd ya: que increuentan'tanto la entrada de -
:nitrato a la célula como ia*salida del nitrito al medio. También
facilitan el transporte del nitrato de la poza de almacenanmiento
a los tejidos (3,29,35). En hOJaS son mds efectivos los tensoace
tivos, mientras en rafz tienen un efecto inhibitorio (35).

El nivel de la actividad de ia enzima en plantas superiores e3s. a
fectada por diversos reguladores de eracimiento cqmo'citocinings
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y'GAj; Se ha visto que hormonas como GA, ( écido giberélico), ben
ciladenina y ABA ( dcido sbaicico) son estimuladores (1).

La enzima también se induce con molibdeno, qufen puede actuar jum
to con el nitrato como un coinductor o bien actla sdlo como .grupo
protéstico en la enzima.

El celcio es necesario en el transporte del nitrito del citoplas-
 ma_hacia‘el cloroplasto. A su falta se acumula nitrito hasta que
"la enzima se inhibe por retroalimentacidn. De esta manera produce
“un efecto indirecto en la enzima (15,55).

‘Factores inhibitorios en la actividad de la enzima:

. La enzima se inhibe con tungsteno (60,87) mediante ddé,mécaniééQ-
mos: 1v evitando la insercidén de molibdeno en el compléjo 2y el
tungsteno se incorpora al complejo en lugar de molibdeno. o
Se irhibe con ‘algunos aminodeidos, con KCH, co, y agentes Quela--
tantes (3,35, 60 78,87). Los &cidos dicarboxilicoa aumentan la --.
>proporclon JAD /NADH inhiblendo a 1a enzima (22)

'Z‘Estabilidad: -

,La nltrato reductasa es una enzima ineatable Yy 8ge deteriora rapi-..
;damente despuds de la’ extracci6n debido a degradacion proteoliti-
ca (32,38,81). La estabilidad es funcidn de la edad. temperatura
de creczmiento. especie. ‘condiciones y métodos de extraccion. La
ﬁactividad in vitro es representacién del nivel potencial de la en
C.zima (52) La enzima es mas astable cuando gse extrae de plantas
1javenes crecidas 8 16 C, con buffer Tris (trishidroximetilaminome ‘
tano) pues da’ mayor estabilidad. por el efecto de la sal. a concen
.traciones de 0.25 M o miss el pH optimo de extraccidn es de 8.2-~
8,5, La enzima requiere grupos sulfhidrilos ( se unen al piridin
nublpéﬁido) y agentes reductores que eviten su oxidacibn. -
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El ditloreltol (DTT) es més efectivo a concentraciones mayores de
6 M y el EDTA a concentraciones de 0. 3-0 5 oM (4,21,81).

El término anélisis';g vivo se refiere aquellos andlisis con teji
dos cortades intactos. El método depende bisicamente de la genera
‘¢ién de NADH ( factor limitante) dentro del tejido de la hoja du-
‘rante la incubacién anaerébica y la prevencidn de su oxidacién -
por el transporte de electrones mitocondrial.

Los resultados de estas mediciones se ven afectadas por las condi .
‘ciones de analisis as{ como de la»composiéiénfdél medio. El me--
“dio generalmente consta de KNOg exégeho en concentraciones de 0.1
-0.02M, buffer de fosfatos ( aumenta'la actividad y da mayor esta
bilidad ya que facillta la reduccién del molibdeno formando com==
‘plejos con &1, 21) en concentraciones de 0.1 M, pH optimo de 7.5

, ;(el pH bAsico facilita la’ salida del nitrito al medio de analiais)

“algin tensoactivo ( sélo en caso ‘de hojas) y de algiin alcohol en
bajas cantidades ( ProOH al 1%) (3,29,35,52,69). §i se quiere se -
" puede agregar glucosa 50 . nmM (aumenta la actividad) pero ho es- ne-
cesario.' : ‘
'QKVariacién de la actividad de la nitrato reductasa frente a dife--
:rentes fuentes de nitrogeno- ‘

Se’ ha observado una relacidn entre el aumento de la activ1dad de
la. enzima v los valores de nitrégeno en el suelo (59). E1l proce-
"so de nitrificacidn en suelos bien ‘aereados hacenal nltrato dis-
ponible a las plantas pero las raices pueden estar: expuestas tan-
to a nitratos como a amonio._

Te Nitratos:~todos los cambioé en la‘actividAd en las hojas son -
paralelos al contenido de nitrato y de la concentracién de nitra-
“to en el suelo y se considera a esta ltima més {mportante que la
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del tejido para mantener.la actividad (82),

Tanto en diversas plantas como en cultivos de célula in gilgg. la
enzima es inducida en presencia de nitrato (17,19,21,23,24,.7,88,.
90,92), .y se lleva a cabo una sintesis de novo en 1a enzima (6,7)
El mecanismo del incremento no se sabe pero. existen dos posibili-
dades: a) durante el incremento en la velocidad, la degradacidn -
baja y permite la acumulacién de la enzima en la célula b) la -
- més probable, el incremento en la velocidad de sintesis de enzima
‘durante la inducecidn.

2.‘Aﬁonioé la respuesta a amonio .difiere grandemente segin la es=
pecie y el tejido cohsiderado. El amonio puede teuer'efecto inhi-
“bitorios ( inhibe la toma de nitrato y la induccion de la enzima -
en ralz, 47,40,50,78) como por ejemplo en Lg;;nga cebada y cere-
. va. en otros no. tiene efecto y en otras induce la actividad.4
.,Cuando el amonio es 1la Ginica fuente de nitr6geno en- células en -
'fsuspensién de tabaco, este inhihe el crecimiento de 1as células - 

'j pero 81~ se le anade succinato, malato. fumarato. citrato 0o 2 oxo-‘

“glutarato las ‘eflulas crecen. Aparentemente la concentracién de a
’meonio extracelular no es la causa priuarla en la inhibicién. A 8u
~Evez los ATC: tienen como funcién la de suministrar esqueletos de -
: carbono para la sintesis de los amino&cidoa (M. Recientemente se .
ha sugerido -que puede ser un cambio en la relacidn NAD /NADH. pro
vocadns por los ATC, el responsable de la aaimilacién. En células-
-de soya se ha observado que la adicién de ‘amonio més glutamina al
‘medio. estimula la actividad de la nitrato reductasa (5).
;Anteriormente se ha reportado ‘que el amonio ‘aumenta la actividad ‘
‘de' 1a nitrato reductasa en hojas de maiz pero no en’ rafz 0 ‘tallos
E1 incremento en hojas es ;n vivo. no observado si estaba presen-
te ciclohexiuida (45) y aparentemente involuera dos mecanismos:
Ja)‘sinteais de nevo b)) 1ndirectanente en la sintesis de protei-

gAs.
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Viajajraghanen gt al (84) sugirieron que el amonio incrementa la
sintesis por el inc?ementd de la reduccién nftrica y la dlsponi-
bilidad de NADH, Una de las reacciones iniciales en la s{ntesis
de nuclebétidos piridinicos es la aminacidén del 5 fosforribosil-1
-pirofosfato por la glutamina, un intermediario (12) del produc-
to de asimilacién del amonio.,
Por lo tanto al afiadir amonio puede incrementarse la poza gene--
ral de nucledtidos. También puede incrementarse el nivel de NADH‘
indirectamente por estimulacidn del metabolismo respiratorio, es
. timulando la fosfofructocinasa y la pifuvatocinasa'(30,31,49.79.
80). En células de CAfogeflg la formacién de la nitrato reducta-
sa ocurre en dos pasos a) los aminofcidos forman una protefna i-.
nactiva b) la proteina inactiva por medio de nitrato o amonio
forua una molécula de enzima activa.

Al 1gual que en £h134;££1. en mafz el anonio puede inducir la --
s{nteais de una apoenzima inactiva y el nitrato endégeno puede -

, activarla para dar la molécula activa. Aparentemente la apoenzi-
ma eh~dependiente de molibdeno e inhibida'con tungaténo.'

"uSegun Platt (58) ol, anonio puede indueir la sfntesis de la enzi-
ma y libera al nitrato de la poza de almacenanmiento. El nitrato
- dctiva directamente oa travas de alguna polécula a la apoenzima
As{, el amonio puede 1ncrementar in vivo la actividad gediante 1
o wés caminos a) puede incrementar la s{ntesis de la apoenzima

-inactiva de la nitrato reductasa lu cual es convertida en enzima
activa por el nitrato endégeno  b) incrementa la sintesis del -
WADH  c) moviliza al nitrato endogeno de la poza de almacena---
miento y consecuentemente causa la activacion de la enzima inac-
“tiva,

i

3w Niirato + émonio. al igual.que la fuénte de nitratos la combi
nacién de nitrato y amonio induce la actividad de la nitrato re-
‘ ductasa. ' :
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- Cuando se adiciona amonio (0.91 mM) junto con nitrato (24mM) en
gl medio como fuente de nitrdgeno, la actividad de la enzima se
incrementa dos veces y puesto que no, hay una influencia estimu-
~ latoria en el incremento de la sintesis de la enzima (51).

lNitrifo reductasa:

El nitrito, producido por la reduccidén enzimdtica del nitrato,
es posteriormente reducido antes de su incorporacién en el eg--
queleto de los aminodcidos. La- enzima responsable ea la nitri-
to reductasa que ha sido purificada de plantas superiores por -
muchos investigadores. Es la seéunda enzima que actla en la via
~de la reducclon de los nitratos y utiliza como’ sustrato al ni---
trito (N * y produce amonio (N3 ) de acuerdo la siguiente ecug
‘cidn que no requiere ATP: ‘ '

oy 2H'd

- - i + .
NO,T 4 6ot 4 BH - NET 4 2H,

. El nitrito es directamente reducido a amonio sin liberar Lnter-

 mediarios.

La enzima se localiza en los cloroplastos de los tejidos foto--f

o sinteticos o en los pliatidos.

‘Los donadores de electrones in vitro pueden ser el metil v1olo- 
genc, la ferredoxina reducida y- ‘el ditionito y se inactiva con -
NADH é FAD (19,43,83). Tambien puede catalizar la reduccidn. de
hidroxilamina & amonio usando metil violdgeno o ferredoxina eo- .
mo donadores de los electrones (83).'

Esta enzima est& compuesta de un solo pollpeptido que contiene
un centro FBASL y un grupo protestlco sirchemo ( tetrahidropor-
firina de fierro) similar al que se encuentra en la sulfitorre=-
ductasa. - _y;(" ; \ ' h

Tsta estructura fue elucida de los estudios realizados por Scott
{34), Vega y Kamin (44) y Lancaster (44,83) quien§s7traﬁajafon‘
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principalmente cén nitrito réductasa purificada de espinaca, pe-

pino, Chloselfy y Neurospora,

Es une enzima con un peso molecular de alrededor de los 61,000 D
Posee 5 dtomos de Fe (4 para el centro y 1 4tomo para el hemo)
y dos ~grupos S, por cada molédcula de enzima.

Es estable a -20°C en glicerol al 50%f por varios meses. A 4°C en
buffer de fosfatos 0.1 My pH 7.7 por una semana. La vida media

en el mismo buffer a 25°C es de solo 30-35 horas. E1 pH Sptimo
as de 7‘800.- o

Es inhibida con KCN { tipo competitivo), con CO puede formar un
complejo que puede evitarse con nitrito, hidroxilamina y auifito
También la inhibe el pCMB ( paracloromercuribenzoato) formando -
un’ mercéptido. Otros inhibidores son el mersasil y el &cido 5.5
dltiobis 2-nitrobenzoico (DTNB)

El centro FeAS4 reacciona rédpidamente con reductores y es sensi-'
ble a 1la presencia de 1igandos hemo, El nitrito juega un papel -

. importante en el mecani smo catalitico de la reducci6n del nitra-

‘:fto.’ El grupo hemo y el. centro se reducen a la misma velocidad.
_El mecanismo de catalisis supone una ihteracién entre el grupo
hémo y los sustratos ] 1nh1bidores. Forma complejos con compues=
tos de nitrégeno de més de un estado de oxidacidén, Con nitritos
y en presencia de ditionito la anzima forma un complejo NO-airo-
7hemo. Se requieren de 3 electrones para reducir 1 molecula de -
-enzima ( 2 del centro 'y. 1 del grupo protestico sirohemo). La en-
zima sumlnistra 6 electrones a una. noldcula de nitrito en paaos

rapidos de 1 electron cada uno.

kEl'fierro del centro as responsable para la traﬁsmisién de elec-
trones y se cree que estd localizado muy adentro de la enzime.
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El flujo de electrones desde la far}edokina se transmite al fie-
" rro mediante el &tomo de azufre { fig. 1.7)

8 H + 6Fd roﬂuddo

NOz.
{ (FQ‘S‘)l— sirohemol-»

6Fd ox'dada +
 Fd oxi o SNHg .+ 2 H,0
- FIGURA ~ 1.7 ' |

>'Variac16n de 1la nitrito reductasa frente a diversas fuentes de «
.nitrogeno.

La nitrito reductasa al igual que la nitrato reductasa son indu-

cidas al mismo tiempo por el nitrato, llevéndose a cabo una sfn-

. tesis de novo de la enzima (11). E1l incremento de la nitrito re- -

vduétasa‘eh)suelos con nitrato provee un mecinigno QUQ*evitavlafg

- cumulacibn de cantidades téxicas de nitrito, por otra parte hace

‘al hitrato:diaponible a la_hitratquoductasa‘(78).}f

  31 tungétend inhibpja la nitr‘to‘roductaaa pero no.é‘lnvnitrito
- reductasa, en tanto la toma de nitrato no se vea afectada, lo --

‘que sugiere que es el nitrato quien directnnonte incrementa la -

.actividad de la enzima y no es el nitrito producido en su redu--
'ccién (11).

,aEn células de tabaco cultivadas ;g v;t;dbse ha encontrado que la
actividad baja cuando sufren un stress de nitrégeno y al mismo -

'tienpo ol sistema de toma de nitratoa no se deaarrolla normaluon
te (11).» : '

]Cuandq aerculpivan in vitro céiulga dellngl;nfg'aéyavcoh:ehbhio'
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como ‘inica fuente de nitrégeno, ambas enzimas gon reprimidas (NR
y NiR). ‘ ' '

Cuando su fuente es una mezcla de nitrato y amonio se observa que
primero toman el amonio y después al nitrato, transcurrido cierto
tiempo comienzan a asimilar al- nitrato rdpidamente sin importar =
la presencia del amonio (58,91).
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II. MATERIALES Y METODOS-

A, MATERIAL
Il.1a. Material Bioldgico

Se sembraron semillas de Vinca de la compaiifa Lone Stér Séed'Co..
en condiciones de invernadero. Para todos los experimentos se uti
lizaron hojas de vinca del mismo tamafio y edad fisiolégica.

Ii.zag Material de vidrio:

'Todo el naterial de vidrio utilizadc se lavé con detergente. se -
enjuag& con agua destilada dos Veces. Se secd en estufa (7000) R

‘IIIQBa. Equipo
‘Potenciémetro Beckaan 3550
' Placas de calentamiento ¥ agitaci6n PO

"'Centrifuga Becknan JA-21

: ‘Eapectrofot&netro Carl Zeias M4 Q 111

ijolytron. PCU-2 ' ' : -
ﬂCSnaras de crecimiento a azoc y 25°c Rov Brunavick Scientific.
.Licuadora Oaterizer , s : '
'Balanza analitica Mettler

 Balanza’ granatoria Sartorious .

Baiio Maria de temperutura constante (55°C) J. H. Ortiz_

Agitador Vortex-Genie

Jeringaa tipo raquia del no. 20

‘Espectrofoténetro Unican SP 1805 Progranme Controller. :

>
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-IT.4a. Reactivos.
Los reactivos empleados fueron todos de grado reactivo de las ca-

sas: Técnica Quimica, J. T. Baker, Merck, Sigma, Pharmacia y What
man.

B. METODO EXPERIMENTAL. Primera Parte.

II.5b. _Determinacién del metabolismo nitrogenado

I1I.5.1b. Preparacién del material bioldgico

Se tomarén hojas (4.6 g) del ni smo tamaﬁoAy a la misma hora (lds
9. a, m.). Se lavaron las hojas con agua corriente y después dos
veces con agua destilada. Se secaron entre toallas de papel y se
_cortaron en cuadrados de aproximadamente 5cmy se colocaron en
las diferentes fuentes nitrogenadas los tiempos requeridos, con
aglitacién moderada, luz continua y a 25%, '
‘II;ﬁ.Zb. Preparacién de las fuentes nitrogenadas

) Se’utilizgroh cuatro.fuentes ( ver éuadfo)';

" Fuente - - " Concentracién

Agua destilada

KNO, : ' . . 20 oM
NH,C1 | . 2aoM
,Kno3 + NH,C1 B : 20 mM + 2 oM -

Los- tiempos de incubacidén fueron: 0, 2, 4y 8 horas,

II.5.3b. P:epatacién del exiraqto enzimdtico:
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Se giguié_ellprocedimiento mencionado a continuacidn:

1) El tejido se secé y se congeld a -70°C por 3 horas o mis.

. 2) E1 tejido congelado se molid en un mortero hasta convertirlo

~en un polvo fino, el cual se dejé descongelar.

3) Una vez descongelado el tejido pulverizado se 1le adieiond el
buffer de extraceién ( Tris-HC1 0.1 M, pH 8.2 + EDTA 10 nM )
en una relacién 1:6 (p/v) y 5% (p/p) de polivinilpirrolidona

4) La mezcla se homogenizé por dos minutos en licuadora.

- 5) E1 extracto obtenido en el paso anterior se pasé por 4 capas

. de gasa,

'6) E1 filtrado se centrifugd a 13,000 g durante 30 min en el ro

© tor JA-20 de la centrifuga JA-21, ‘

‘7) 51 1iquido sobrenadante de la centrifugacién ( extracto cru-

. _do ) fue el utilizado para las determinaciones enzim&ticas.

‘.II 5 4b. Determinaci6n de la actividad de la nitrato reductasa
in: v1vo

‘lReactivos. f » S ) -
f'Hedio de. incubaci6n nuestraa. KN03 0.1 M +'ProOH 1’ 4‘buffér‘dq.

"Alfosfatoa 0.1 M, pH 7.5

: vfMedio de incubacién blancos. buffer de rosfatos 0. 1 H. pH 7.5+
_ProOH 18 : - |
‘:Sulfanilamida al 1% en HC1 3 N que contenga 108 de TCA

 NNEDA 0.028 |

La actividad se deteruiné por el método nodiricado de Guerrero
(19). Se midié la apar1c16n de nitritoa en:el medio.
Procodimiento. deapués de exponer laa hojas (explantoa) ala --
,‘fuonte ¥ el tiempo deseado, se secaron entre toallas de- papel Y
489 aigu16 el proceao indicado abajo*
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Kitasatos peso del tejido Medio de incubacién
- (g) :
1) problema 0.3 10 ml medio c/KNO3
2) blanco ‘ 0.3 10 ml medio s/KNO,
'3) problenma 0.5 10 ml medio ¢/KNO4'
4) blanco 0.5 10 nl medio SIKHO3
5) bco. reactivos I 0.0 10 m1 medio c/KNO3

Se cubrieron los kitasatos con papel aluminio para impedir la en-
. trada de la luz. Se hizo vacio por 5 minutos. Se incubaron 1 30°C
con agitacién moderada.

‘Se tomaron alfcuotas ( 1 ml) con una jeringa, previamente ajusta-
da al tapén, a los 20 y 30 min de incubacidén. A la alfcuota se -
le adicionaron 0.5 ml de sulfanilamida, se agitd y se le agrega--:
“ron 0.5 ml de 'NNEDA, Sé agitaron y se eaparo 20 min antes de leer
a 540 nm,

II 5. 5b. Deterninaci&n de la. actividad de la nitrato reductasa in
) v;tro' '

- Se. determina la aetividad nidiendo la aparicién de nitritos. Se -
_ euple6 el método modificado de Guerrero (19).
E Raactivoa. - ~ - :
“'Medio de 1ncubacion. buffer Tria-HCl 0, 05 H. pH 7 5
»'KNOB 0.02 ¥ .
~NADH 3.nM { r.p.)
Zns0,, al 25%
- EDTA G.5 M
NaOH 1 N : :
Sulfanilamida al 1% en HCl 3 N que contenga 105 de’ TCA :
NNEDA 0.02%

Hetasulfato de fenazina 1°‘F” ( Tepe )
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Pfocedimiénto: después de exponer las hojas al tiempo y fuente -
deseada se hace el extracto enzimdtico (I1I.5.3b.) para posterior
mente desarrollar el aiguiente cuadro.

Tubos- extracto buffer I(NO3 NADH EDTA

ml ml ml ml nl
1) problema 0.3 S 1,18 0.1 0.1 0,02
2) blanco- 0.3 - 1,28 .es 0.1 0.02
3) problema 0.5 0.98 0.1 0.1 0.02
4) blanco 0,5 1.08 .ea 0.1 0.02
'5) beo. react. --- 1.48 0.1 0.1 0.02

\ .

Agitando después de cada adicién. Se inicia la reaccién agregan-
do el NADH a la mezcla. Se incuban los tubos a 30 C con agita---
cidn moderada. - v
Parar le reacci6n a los 20 y 30 min despﬁes, agregando 0.1 ml de
netasulrato de fenazina 10 M (repe). Espere 5 ain y adicions -

- 0.1 al de Zn504 al 25$ 'y 0.1.m1 de NaOH i N. Agite. Centrifuge s
3,000 g por .15 min. Tome 1 al del sobrenadante Yy agreguo 0 5 ml -

. de sulfanilasida y 0.5 ul de NNEDA.

j‘Agite y espera 20 uin a que se deaarrolle eolor. Lea a SLO nm,
o If.5.6b. Cufvé patrén pafa la'nitrato'reductasa in vivo e in yi-
Ym; . - o - N - . ) . \
Sugstituir lﬁ muestré de hojas o extfacto por concentraciAnes de

2-10,&.01 de. NaNOz.vAgregue el resto de reactivoa ¥ siga el mig
mo procediniento respectivo. Figuras 2 1y 2. 2
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II.5.7b. Determinacidén de la actividad de la nitrito reductasa in
vitro:

Se determind por o1 método modificado de Guerrero (19). Se mide -
ia desaparicion de nitritos.

Reactivos:

Medio de incubacién: buffer Tris-HCl 0,05 M, pH 7.5
NaNO, 0.0375 M

Metil viologeno. pesar 0.018 g y disolver en 5 ml de agua dastila
da ( re.p. )

-Solucidén de ditionito y bicarbonato: .pesar de ambas 250 mg y di--
solverlas juntas en 10 ‘ml de agua deatilada (r. P. )
EDTA 0.5 M

V'Procediliento' del extracto anterior se toman alicuotas y.se desa
5rrolla el proceso: '

 Tubos  extracto  buffer NaNO, HV. Dit EDTA

‘ nl - ml 0 ml’  ml " ml o oml
" 1).problema - 0.3 1.28 0.1 0.1 . 0.2 0.02
2) blanco 0.3 1.38 -=- 0.1 0.2 0.02
. 3) problema 0.5 1,08 0s1 G.1 042 " 0.02
' 4)-blanco 0.5 1,18 <ies 0.1 0.2 0,02

5) beo. react. === 1,68, === 0.1 0.2  0.02

“Incubar a 30°C y'con agitacién moderada. Parar 1la reaccidn des---
7pués de los 20 y 30 min agitando el tubo con un vortex hasta - -que

: el ‘color azul desaparezca. |

Tomar una alfcuota de 0. 01 ml' y llevarla a 1 nl ‘con agua destila-

'da. Agregue 0,5 al de sulfanllamlda y 0.5 ml de NNEDA, Espere 20

‘ain y lea a 540 nm.. :
Elabore curva pntrén ‘con NaNOz en concentraciones desde 0 75 mH a
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a 3.75 mM. No adicione el Nal0, 0.0375 (0.1 ml), agregue los de-
'més reactivos y siga el mismo procedimiento. ( No se olvide tomar
alfcuota de 0.01 m1 y diliyala a 1 ml). Figura 2.3

II, 5 8b. Determinacién de protefnas por el metodo de Peterson «
(57).

Cada muestra se realizé por duplicado,

Procedimiento: ' extracto (0.1 ml)
+,
0.9 ml de agua destilada

agitar
+ )

/0.1 ml de DOC al o'15$ ,
agite y deje reposar ‘por 10 min a tem
perntura anbiente
0.1 nl de TCA al 70!. frio
Jagite

‘_,ce trifuge a 3.000 € por 15 nin

’-‘dvesv'carté ‘aoblr*ekna- - : pqst’ﬂla + 1.0 ml de agua_ destilada :
 dante ' ' ‘ ‘ -
‘ . agite

o o

1,0 ml1 de react. "A" (r.p,)é-mézcla -

de voluuenaa,igunlep'de agud degtila-
" da, SDS al 10% y CTC ( Cus0,, 5H,0. a1

1% ¢ Tartrato de potasio'al 0.2 + -

NayC05al 10 %),

,ugite. Doje repoaar 10 min a teupera- -
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tura ambiente,
+ ‘
0.5 ml de reactivo UBH: peact, de Fo-
lin-Cicolteu 1: 6

espere 30 min a qué se desarrolle el
color y lea a 750 nam.

Elabore curva patrdén con albumina en concentraclones de 10- 100 -
ag/ml.  Vea figura 2.8

11.5.9b. Deierﬁinacién de nitritos:.

Se empled el método de Nicholaa (53). :
~Proceso: extracto (0.1 nl) + 0, 9 ml de agua destilada. Agitar. -

’ Adicionar 0.5 ml de sulfanilamida al 1% y 0.5 ol de NNEDA al 0.02%
iﬁgite y espere 20 min. Lea a 540 nm. Elabore curva patrén con
Naﬂoz en concentracionea de 2-10‘fn/u1. Figura 2.6

1I.5.10b, Determinacién de aminoicidos totales por el nétodo de
ninhidrina (68). , :

‘ Roactivo "A" bufter de citratos 0.2 M, P 5 0. Agregar por cada

50 =1 de’ buffer 0,08 g de. SnClz. :

Reactivo "B": tomar 10 ul de reactivo A y agregarle 0. 4 g de nin

hidriua previamente’ disuelta en 10 ml de- metilcelosolvo (etilen-

‘glicol-monometil éter).

Método: extracto (0.05 ml) + 0.95 nl de agua destilada + 1.0 nl
“de reactivo B, Agitar y calentar en bafio Maria a ebullicién por
20 min. Deje enrriar y agregue 2.5 ml de propanol al 50%. Agite
~de nuevo y espere 15 min para leer a 570 num.

Curva patron con glutémico o glicina en: concentraciones de 1-50
pg/ml. Figura 2.4 '
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'1I.5.11b. Determinacidn de amonio por el método de Nessler (72).

Muestra (0.1 ml) + 4.9 ml de agua destilada + 0.5 ml del reacti-
vo 1:10, Agite, Lea a 400 nm después de 15 min, : .
Reactivo: disolver 10 g de HgI2 + 7 g de KI en 10 ml de agua deg
tilada. Agregue 16 g de NaOH previamente disuelta en 70 ml de a-
gua destilada. Mezcle y afore a 100 =l al abrigo de la luz. De-~
jar reposar durante dos dfas y decante.

Curva patrén con NH,Cl de 5-50 ;g/ml. Figura 2.5

I11.5.12b. Determinacidn de nitratos por el método de Richolas -
(53).

Extracto (0.02 ml) + 1.48 nl de agua destilada + 0.1 al de 6c1dor
sulfamilico al 10%. Agitar. Dejar reposar por dos lin. Vuelva a
agitar y agregue 0.4 ml de dcido perclorico al 205. Agite y. lea
a 210 nnm.

" Elabore curva patrén eon KNO3 de 10-200 nM, Figura 2.7

C. METODO EXPERIMENTAL. Segunda Parte.
1I.6.c. Determinacién de alealoides.
' IIQ6.1cv Preparacién del materialrbiol6gicoﬁ

‘Sa dividieron en 4 lotes plantaa de £g$bgggngnug A020U S de 5 me-
ses. Las plantas crecleron.en condiciones de invernadero. cada

lote se rego durante un mes con una fuente. Al iniclo y al termi
no del experimanto se determiné la nitrato reductasa ( metodo in
yivo e ;g vitro), 1la nitrito reductdsa in vitro,_las pozas de a=-
aonio, aminodcidos, nitratos, nitritos, y la determinacién de al
caloides en hojas., Todo lo anterior se rea11z6 en hojas y en ==
rafz excepto la determinaci6n de alcaloides.
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Las fuentes nitrogenadas empleadas eran las mismas que sé utill
zaron en la rpimera parte: H,0, KNO3 20 mM, NHACI 2 oM, y una ~

mezcla de KNO3 20 mM + NH401 2 uM,

11.6.2¢c. Determinacidén de las actividades de las enzimas:
Se procedid igual que en la primera parte:
nitrato reductasa in vivo ( II.5.4b.)
nitrato reducteasa in vitro ( II.5.5b,)
‘nitrito reductasa in vitro { I1.5.7b.)

II.6.3c. Determinacidn de las pozas:

_z'Detefg. de protef{nas {( 1I.5.8b.)

Determ. de nitritos ( 1I.5.9b.)
Determ. aminodcidos ( 11.5.,100.)
‘Determ. amonto . ( I1.5.11b.)

Determ. de nitratos © ( 11.5.12p,)
'.‘II 6. Ac. Extraccidn de al*aloides totales eegun el método de -
*Kutney (33). o :

Se desarroll$ el proceso indicado en la figura 2 9

“La nueatra de toma fue de 8.0 g para todaa las fuentes (c/u). .
‘Ii;6.5c. Cualifiéacién de,alcaloides totales.

Se empleé un reactivo general de alcaloides. El’ reactivo de Dra

gendorff (14), que consiste en una mezela de Bi(NO )3.5320 di~-
‘suelta en HNO; ¥y KI. Produce un precipitado anaranjadc-marrSn -
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en contacto con el dlcaloide.
Agregue una gota del reactivo y una gota de la muestra, que pre-
viamente se ha disuelto en metanol. ‘
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- EXTRACCION DE ALCALOIDES
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III.: RESULTADOS 'Y DISCUSION,

"III.1 Metabolismo nitrogenadb; Se sometieron expiantes de hojas -
de (gfAgagnihus 434334 a diferentes fuentes de nitrégeno y a di-
versos tiempos. Se midié la nitrato reductasa in vivo e in glgig '
la nitrito reductasa in vitro y las pozas de amonio, nitritos, -
nitratos, protefnas y aminodcidos (vease materiales y métodos).

III.1.1 Nitrato reductasa:

a) Medicién in wivo: Como se observa en la figura 3.1 y tabla <
3.1 la actividad de la enzima se ve incrementada en todas las --
ffnentes nitrogenadas excepto en agua durante las primeras dos =~
:horaa. luego decae ( 2-4 horas) para aumentar nuevanente { 4-8 -
horas). e : -

La fuente de mayor induccidén es la de. KH03 20 oM. (ver tabla 3.1)

-~ E1l conportamiento de la enzima frente a la mezcla de nitrato y a

‘ non1o .es muy similar a la de la ruente finica de amonio (en reali
. dad es un poco mayor), lo que se explica porque el amonio inhibe
la toma del nitrato exégeno (47,40,50,78).

Cono se acaba de nencionar en ‘las primeras horas hay un aumento .
‘que’ luego declinn. Esto puede deberse a la presencia de proteas«
sasg qhe degradan a la enzima cdmo_eh explantes de Aouvgadig (Mu-
rillo, comunicacidn persbnal).vpero que también,prdducen la 1i--
sis de los compartimientos o pozas de almacenamiento del nitrato

“haciendo de esta forma pOsible; la utilizacidén del nitrato antes
vinaccesible. ‘Esto explicaria el incremento posterior de la acti.
vidad ‘enzindtica. ‘ :

“Desgraciadamente no se puede lnclulr algun inhibidor de protea--
-8as o del envejecimiento como las’ cltocininas pera impedir la de

"gradaciGn. ya que estas sustancias (citocininas) estimulan por -
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‘sl mismas la actividad de 1a NR (1).

b) Medicidén de la nitrato reductasa in vitro: La figura y tabla -
3.2 nos muestra que en las primeras horas (0-4 horas) hay un in--
cremento en la actlvidad de la NR para posteriormente decrecer.
En las primeras horas se obsefva un incremento que puede deberse,
a una sintesis de novo como se ha observado en cebada. trlgo. ta-
baco, etc. (6,7).

'El periodo de 4-8 horas indiea una inactivacibén o una degradacién
'_de la enzima, en tanto que la poza de amlnoacldos (figura y tabla
3.4) se incrementa significativamente.

Otra vez la fuente de mayor induccidp es la de nitratos. La fuen-
‘te de amonic y la de la mezcla tienen el mismo comportamiento. Es
‘razonable pensar que 1a fuente de nitratos sea la de mayor aumen-
to, ya que se incrementan los nitratos dlsponibles no sélo por la
_”ruptura de la poza de almacenamiento durante la extraceidn sino -
también proveniente de la fuente externa como puede apreciarse en -
la figura 3.3 y tabla 3.7. '

c) Nitrito feductasa7;2 v1tro: '

El conportauiento de esta enziua frente a. 1as fuentes nltrOoena--i v
das ( figura 3. 5 y tabla 3.3) es de un ‘aunento méximo hasta las -
.'dos horas y de una disminucidn. a continuacion. -
La fuente de nitratos estimula la actividad dentro de las prime--
_ras horas de acuerdo & lo reportado (3,20,78,82). De 2 a 4 horas
baja aunque sigue siendo mayor al del tiempo”céro;‘pues ya sélo u
tiliza el nitrito producido con anterioridad. por -la nitrato redugc
tasa. la poza de nltrito ( figura 3.6 y tabla 3.6) decrece a par-
_tir de 1as dos horas; adem&s se inicia la degradacion de la enzi-
'ma. El aumento frente a'la fuente de ‘amonio quizéd se debe a al-
gun ‘efecto indirecto como lo explica Platt (58) para la nitrato
reductasa de nafz. Tal vez moviliza al nitrate end6geno de la po-'
-za de almacenaniento y consecuentemente causa la activaci&n de 1a”
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NR y ésta a su veéz estimula a la NiR. El incremento fue menor -
de todas las dems fuentes. :

La fuente de KNO3 + NH401 incrementan més laiactividad de la NiR
que la fuente de amonio sola pero siempre es menor que la fuente
de nitrato, debido posiblemente a que la poza de nitritos es muy
alta ( fig. y tabla 3.6). Esta induccién puede ser que, a pesar =
de que amonio inhiba la toma de nitrato (40,37,78), la planta asi
mila el suficiente nitrato como para que se active la NR (fig. -
3.2). Ademds debe considerarse el efecto inductivo del amonio ex-
plicado anteriormente. La poza de amonio (fig. 3.7 y tabla 3.5 )
indica que répidamente el amonio se incorpora en aminodcidos pero
avpartir de las 4 horas quizes la GS sufra una degradacidn que per
mita el increménto de la poza de amonio.

III.2 Estudio de la relacién netabolismo nitrogenado-produccion
' de alcaloides.

Planias de 5 meses de L. 434514‘50 sometieron a diferentes fuen--
tes nitrogenadas ( H20. KNO 5 20 mM, NH‘CI 2 mM y una mezcla de -
KNO; 20 mM + NHLCI 2 mM) durante un mes. Se determinaron las acti’
dades enzimiticas de la nitrato reductasa im vivo e in yitro, 1la
nitrito reductasa in yitro, y las pozas de anonio. aminodcidos, -

‘ nitratos. nitritos y proteinaé. Todo lo anterior fue hecho tanto
_en rafz como en hojas. Ademés se cuantific6 alcaloides totales
de hojas de .. 494334 despuea del experinento.

.III.2.1 .Aspecto fiaicq de las plantas expuestas:

La apariencia fIsica era la aiguiente. las de mayor tauaﬁo fue-==
ron las regadas con la fuente de nitrato 20 aM (35-40 cm) seguida
de la mezcla (25-30 cm). en la’ fuente de amonio, crecieron mucho -
menos (20-25 cm) y ya presentaban clorosis en algunas hojas; y -
por dltimo la. fuente de ‘agua ‘que casi no hubo crecimiento (15F20

cm) adem&a de prgaentar gran cantidad de plantaa con clqrosis.
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III.2.2. Medicién de la nitrato reductasa in yivo: -

En las figuras 3.8 y 3.9 se observa que la actividad de la NR in
yivo en rafz es mucho mayor que en las de las hojas. Lo que su--
glere que la mayor parte de Ia ‘reduccidn del nitrato se lleva a
_cabo en las rafces. ‘

Al mismo tiempo se puede observar en la tabla 3.8 que tanto en -
la fuente de agua ‘como en la de nitrato no se detects actividad
mientras que en las plantas regadas con las fuentes de amonio y
con la de la mezcla fue muy baja. Por otro lado en rafz las fuen
tes nitrogenadas disminuyeron dréaticamente la actividad de la -
NR medida in vivo. '

'Ahora bien, las pozas de aminoacldoa y nitratos en las plantas -
crecidas en nitrato y en la mezcla son nuy elevadas ( figuras -
‘3 10 y 3.12 respectivanente) y es posible que este ‘sea el factor
_ que mantiene muy baja la actividad de la NR medida in vivo ya -
- que la puede 1nhib1r in aitu. :

: III.?.B,HedicIén’de‘lq nitrgto :qducta#éKQQVVifro: :

’Li“actividad de la NR eﬁ hojks medida in vitro es mucﬁo'naybr .
~'que 8su actividad medida in vivo. lo- que sugiere que exiate una -

: 1nh1b1cion in situ de la enzina. : ‘ S
Por otro -lado la actividad de la NR medida 1n yitro ( figura -
3.4 ¥ 3. 15) es mayor en hoja que en rafz: cuando las plantas han '
: aido crecidas en amonio o en la mezcla. pero menor si la fuente
de nitrégeno ha side nitrato, en esta ultimn fuente a pesar. de -
que la poza de nitratos es muy elevada. Lo que sugiere que el ni
- trato se encuentra almacenado y no disponible. a la enzima.
".En rafz. la ‘poza de nitratos es mas baja (figura 3. 13) que en el
control ( agua), lo que aunado a las actividades de NR determlnai
" das. sugiere que el nitrato es rapidamente’ convertido en amonio -.;
(figurn 3. 19). el cual es. transformado an aminoécidos. los cua.-
lea aon trnnaportados a las hojas,‘en donde se: acumulan (figura‘
- 3. 10)
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III.2.4 Medicidn de 1a nitrito reductasa in vitro:

La actividad de la NiR es mayor en rafz que en hoja tanto en las
fuentes de nitratos’ como en la de amonio, no as{ en la mezcla =

(figurs 3.16 y 3.17). Este hecho es similar al determinado en -
‘mafz. Lo que 3ugliere que no es la NiR el paso limitante en la a-

similacién del nitrato.

La gran actividad de esta enzima en raiz apoya fuertemente el hg
cho de que el nitrato es dsimilado en rafz. Por otro lado la dig
minucidén de las actividades de la NR como la de NiR en las plan--
tas crecidas con la mezcla de fuentes nitrogenadas puede expli--

carse por el hecho de que amonio inhibe la toma de nitrato (fig.

'3.13) (40,47,50,78).

III1.2.5. Cuantificacién de alcaloides totalesr  © -
La fuente de nitrato produjo un incremento del 46§ en el conteni
do total de alcaloides, en tanto que las plantas crecidas con la .

e mezcla mostraron una- reducci6n de. aproximadanente el AOS.

.Una posible explicacién al rospecto .podrfa aer 1a calidad del ty
.}po de aminoicidos producidos por cada una.de las- -fuentes. nitrog_
_nadas. ‘P ej. es posible que la fuente de nitrato increnenta la
~poza de glutamina, - el cual puede utilizarse para 1a sfntesis de
,precuraoree .de los alcaloidea ind611coa. en tanto que en las -
'plantas crecidas en ln mezcla de las dos fuentes solamente reci- .
: ben amonio, el cual podria acumularae principalmente como gluta-

nato, el cual ho sirve como precuraor para la. bioaintesis de los

 .:31ca1o1dea.

‘Podemos establecer finalnente en rolaci6n con lo. antarior que -~
las planta- toman el nitrégeno 1norganico en forma de nitratoa'

(principallente) y éate se tranaforna rdpidamente en aminoécidos
por la nitrato y nitrito reductaaa en raiz. mientraa que en laa

v hojas el nitrato se alnacena.
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. En experimentos recién hechos (18) en las mismas condiciones ( -
plantas de £. 334534 expuestas durante un mes a estas fuentes ni
trogenadas) la via de asimilacidén del nitrégeno es la GS/GOGAT -
también en la rafz de la planta y se transporta como glutamina a
las hojas., ' ' )

Todos estos resultados nos inducen a seguir con una serie de ex-
peiimentos con otras fuentes nitrogenadas y con otras concentra-
ciones; ademis sera necesario estudiar todas las enzimas que in-
tervienen en la biosfntesis de estos alceloides como por ejemplo
la triptofano sintetasa, quien puede estar jugandd,gn papel im--
portante en la biosintesis. '
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. CONGLUSIONES.

1) La nitrato reductasa, medida tanto in vivo como in vitro se es

timula con nitrato como fuente de nitrdgeno. También estimula el

amonio pero en menor grado. El comportamiento de la enzima fren-

te a 14 mezcla de las dos fuentes es muy similar a la fuente {ini-

ca de¢ amonio, debido a que 81 evita la asimilacién del nitrato e-
~ xégeno (40,37,78),

2) La mdyof parte de la reduccidn nitrica se 1leva a cabo en las
raices.

~..3) La nitrito reductasa no se ve muy afectada por las diferentes
fuentes. Lo que sugiere que no es el factor limitante en la toma
:de‘nitrato exégeno. Todas las fuentes la estimulan principalmente
‘1a fuente de nitrato, en explantes de hojas de Co noseuss Al 1---
.- gual ‘que en la NR, la fuente de la meszcla produce un couportamien
to aeuejante al de la fuente unica ‘de amonio.

4) Si exiate una relacién entre la fuente de nitrdgeno y la produ
~ecién de alcaloides. La fuente de mayor induceién es la de nitra-

to. Parece ser que cada fuente produce diferentes tipos de aming

dcidos que pueden o no participar en la biosfntesis de alcaloides

indélicos. -Solo faltar{a analizar que alcaloides produjo para ok
_ servar si son los que nos. interesa (VLB y VC)
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